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RESUMO

Alves, P.R. Isolamento, cultivo e caracterizacdo de células derivadas de cardioesferas de camundongos
CD1 (Mestrado em Ciéncias da Saude — P6s Graduacdo em Ciéncias da Salde) - Faculdade de
Medicina — UFU.

No Brasil, como em todo o mundo, as doencas cardiovasculares tém sido uma das principais
causas de morte. A alta mortalidade e as poucas alternativas terapéuticas para estas doengas
tém estimulado a investigacdo no campo das células estaminais. Recentemente, alguns grupos
tém mostrado a presenca de células-tronco/progenitoras residentes no coragdo. Estas poderiam
ser cultivadas diretamente a partir de tecidos cardiacos produzindo aglomerados esféricos
denominados Cardioesferas as quais, contém células proliferativas que ddo origem, apds o
plagueamento, a uma populacdo heterogénea denominada: células derivadas de cardioesferas
(CDCs). O objetivo deste estudo foi isolar, cultivar e caracterizar as CDCs de camundongos
da linhagem CD1. Para isto, as células primarias foram isoladas a partir de coracbes de
camundongos adultos da linhagem CD1 ap6s a digestao de pequenos fragmentos do érgdo em
colagenase tipo Il 420U/ml por 20 minutos a 37°C. Nas analises por citometria de fluxo
(FACS) foram observadas baixa expressao das moléculas de CD19 (0,4%), CD45 (0,5%) e
CD90 (4,7%), e alta expressao das moléculas CD73 (71,4%), CD105 (25,1%), CD14 (25,1%).
Nos ensaios de imunofluorescéncia foi possivel observar a expressdo das proteinas no
citoplasma dos cardiomidcitos: vimentina, desmina e alfa actina de musculo liso, além da
expressao do filamento intermediario nestina. Ao analisar a expansao celular por population
doubling time foi observado que as CDCs duplicaram sua popula¢édo original em cerca de 1,8
dias. Estes resultados sugerem que as CDCs isoladas a partir de camundongos da linhagem
CD1, sdo células que apresentam caracteristicas de células mesenquimais, constituindo uma
populagéo celular a ser testada nos estudos em terapias celulares. Estes resultados motivam o
estabelecimento de protocolos que visem investigar possiveis efeitos paracrinos benéficos,
bem como o potencial angiogénico e cardiogénico destas células.

Palavras-chave: Células Derivadas de Cardioesferas. Células tronco cardiacas. Caracterizacao.



ABSTRACT

Alves, P.R. Isolation, culture and characterization of cardiospheres-derived cells from
CD1 mice (Master of Health Sciences-College of Medicine-UFU)

In Brazil, as in the world, cardiovascular diseases have been a major cause of death. The high
mortality and few therapeutic alternatives for this disease have stimulated research on the
stem cell field. Recently some groups have shown the presence of resident stem cells in the
heart that can generate new cardiomyocytes. However, the cardiac stem cells exist in small
amounts in vivo and their isolation and ex vivo expansion is a challenge for clinical use. In
this study, our goal was to isolate, characterize and grow cardiosphere-derived cells from CD1
mice. Surface molecules present in these cells were analyzed by flow cytometry and
expression of cytoplasmic proteins was analyzed by immunofluorescence. Primary cells were
isolated from the hearts of adult mice after digestion of the organ into small pieces using
420U/ml of collagenase Il in four cycles of 5 minutes at 37°C. Subsequently, cells were
maintained in culture in an incubator at 37°C and 5% CO; for approximately 3 weeks. The
immunofluorescence assays and flow cytometry were performed between passages 3 and 5
which 0.25% trypsin was used. The cells expressed the following proteins in their cytoplasm:
vimentin, desmin, nestin and a-smooth muscle actin and population doubling time was 1.8
days. Additionally, flow cytometry showed low expression of the molecules CD19 (0.4),
CD45 (0.5) and CD90 (4.77), and higher expression of CD73 (71.47), CD105 (25.1), CD14
(25.17). These results suggest that the CDC isolated from CD1 mice are cells with a
mesenchymal phenotype, but their beneficial potential in cardiac repair remains to be tested.

Key words: CDCs. Cardiac Stem Cells. Characterization.
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1 INTRODUCAO

1.1 Células-tronco

As células-tronco sdo definidas como celulas indiferenciadas e ndo especializadas,
com capacidade de se dividirem por longos periodos. Associada a essa caracteristica de auto-
renovacgao possui grande potencial de diferenciacdo em diversos tipos celulares. Em funcéo de
sua origem, classificam-se em dois grandes grupos: embrionarias e soméaticas (THOMPSON
etal., 1998).

As células-tronco embrionérias sdo derivadas da massa interna do blastocisto e s&o
capazes de se diferenciarem em todas as células dos trés folhetos embrionarios: mesoderma,
endoderma e ectoderma. Em funcdo das questdes éticas que envolvem a utilizacdo das
células-tronco embrionédrias humanas em pesquisas, foi desenvolvida a técnica de

reprogramacao genética de células somaticas adultas.

Em 2006, Takahashi e Yamanaka conseguiram reprogramar geneticamente células
diferenciadas de individuos adultos em células pluripotentes com caracteristicas semelhantes
aos das células embrionarias, sendo por este motivo denominadas células-tronco pluripotentes
induzidas (iPSC) (TAKAHASHI & YAMANAKA, 2006).

As células somaticas sdo células mitoticas ndo envolvidas na reproducdo que podem
pertencer a qualquer 6rgdo como pele, coracdo, rins e outros. Além disso, podem ser
reprogramadas por transferéncia do seu conteido nuclear em odcitos (WILMUT et al., 1997)
ou por fusdo com células embrionarias (COWAN et al., 2005; TADA et al., 2001), uma vez
qgue os odcitos ndo fertilizados e células embrionarias contém fatores de transcricdo que

podem conferir totipoténcia ou pluripoténcia a células somaticas.
1.2 Doencas cardiovasculares e células-tronco residentes cardiacas

No Brasil, assim como em todo mundo, as doencas cardiovasculares tém sido uma das
maiores causas de morte. Em 2007, por exemplo, no Brasil ocorreram 308.466 Obitos em
decorréncia de doencas do aparelho circulatério. Além disso, as doencas cardiovasculares sao
responsaveis por alta frequéncia de internagfes, ocasionando elevados custos medicos e
socioeconémicos (SBC, 2010). Um estudo prospectivo mostrou que as doencas isquémicas do
coracdo serdo a terceira principal causa de morte em 2030 estando atras apenas do HIV/AIDS
e dos disturbios depressivos unipolares respectivamente (MATHERS E LONCAR, 2006).
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Apesar dos avangos notaveis no tratamento das doengas coronarianas, quase um terco
dos pacientes que sobrevivem a um infarto do miocéardio (IAM) desenvolvem insuficiéncia
cardiaca no prazo de cinco anos (VELAGALETI et al., 2008). A alta mortalidade e as poucas
alternativas terapéuticas para estas patologias tém levado a pesquisas com células-tronco
utilizando varios modelos de doencas cardiacas.

As terapias em que se utilizam células-tronco é uma das abordagens mais recentes em
medicina regenerativa. Visando a substituicdo ou reparacdo de Orgaos e tecidos, diferentes
tipos de células tém sido utilizados (ALVAREZ-DOLADO et al., 2003). O sucesso das
terapias celulares esta baseado na origem das células e sua subsequente amplificacéo, a fim de
obter a quantidade de células necessarias para a implantacdo no Orgdo alvo e por

consequéncia a seguranca do enxerto (MURRY et al., 2004).

Recentemente diversos grupos demonstraram, de forma independente, a presenca de
células-tronco residentes no coracdo (ANVERSA et al.,, 2003; LAUGWITZ et al., 2008;
KAJSTURA et al., 2008, 2010; WU et al., 2008; BERGMANN et al., 2009; HANSSON et
al., 2009; MARBAN et al., 2010;). Esta descoberta tem despertado grande interesse visando
futuras aplicacGes clinicas (BELTRAMI et al., 2001 e BEARZI et al., 2007). Entretanto, as
células-tronco cardiacas existem em pequena quantidade in vivo e seu isolamento e expansédo

ex vivo constituem um desafio para seu uso clinico (JOHNSTON et al., 2009).

As células-tronco residentes cardiacas sao particularmente promissoras, uma vez que
apresentam a capacidade intrinseca de promover cardiogénese e angiogénese, tanto através da
regeneracdo direta do tecido cardiaco quanto indiretamente através de efeitos paracrinos que

permitem o recrutamento de progenitores enddgenos (LI et al., 2010).

Em 2004, Messina e colaboradores demonstraram pela primeira vez que poderiam
cultivar Células Progenitoras Cardiacas (CPCs) diretamente a partir de tecido cardiaco. Estas
células produzem aglomerados esféricos multicelulares denominados cardioesferas, que
contétm muitas células proliferativas. As cardioesferas possuem fendtipo misto e s&o
constituidas de camadas distintas, com a expressdao do marcador c-kit na regido central e o
marcador mesenquimal CD105 em sua periferia (DAVIS et al., 2009). Apds serem
plaqueadas, as cardiosferas ddo origem a uma populacdo celular heterogénea denominada:
Células Derivadas de Cardioesferas (CDCs) (MESSINA et al., 2004). Estas CDCs expressam
marcadores tipicamente mesenquimais e um grau variavel do marcador de células

progenitoras, o receptor tirosina kinase c-kit (KREKE et al., 2012).
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1.3 Células derivadas de cardioesferas e potencial terapéutico nas doencas

cardiovasculares

Diante da possibilidade da formacéao de cardioesferas a partir de coracdes murinos e de
biopsia de cora¢do humano, bem como da verificacdo que estas séo clonogénicas, expressam
marcadores para células progenitoras endoteliais e parecem ter as propriedades de células
estaminais adultas cardiacas sendo capazes de, em longo prazo, se auto-renovarem e se
diferenciarem in vitro, criaram novas perspectivas acerca da utilizacdo das mesmas para a

terapia celular em casos de doencas cardiovasculares (MESSINA et al., 2004).

Além disso, eles demonstraram pela primeira vez, que é possivel isolar as células de
fragmentos muito pequenos de coracdo humano e expandir essas células in vitro (em
quantidades adequadas para transplantes in vivo) sem perder seu potencial de diferenciacdo
(BERILE et al., 2007).

Em 2007, Smith e colaboradores também demostraram, que culturas primarias de
biopsia endomiocardica de humanos e suinos desenvolvem aglomerados multicelulares
conhecidos como cardioesferas, as quais foram plaqueadas para se obter CDCs. Ao investigar
se as CDCs derivadas de tecido humano e suino possuiam a capacidade de diferenciacdo
cardiogénica, foram observados que as CDCs expressam marcadores com caracteristicas
antigénicas de células-tronco, bem como proteinas vitais para manutencdo da funcéo contratil

e elétrica do coracao.

Além disso, as CDCs humanas e suinas quando co-cultivados com midcitos
ventriculares de ratos neonatais exibiram caracteristicas de cardiomiécitos. Nos ensaios in
vivo, as CDCs humanas, quando injetadas na borda da regido do infarto agudo em ratos
imunodeprimidos, migraram para a area do infarto e, ap6s 20 dias, a porcentagem de
miocardio viavel dentro da area do infarto foi maior no grupo tratado com CDCs que no
grupo controle. Do mesmo modo, a fracdo de ejecdo ventricular esquerda foi superior no
grupo tratado com CDCs (SMITH et al., 2007).

Embora as CDCs apresentem um potencial para a utilizacdo em transplante autélogo
cardiogénico, os estudos relatados ressaltam um fator que necessita ser melhor investigado
para o transplante de CDCs: a avaliacdo da seguranca na diferenciagdo celular. Nos estudos

citados ndo foi observada nenhuma evidéncia de tumores in vivo ou morte subita nos animais



16

tratados com CDCs (SMITH et al., 2007). No entanto, o uso das CDCs em quantidade menor
de passagens para expansdo pode minimizar os riscos (DAVIS et al., 2009).

E importante ressaltar que as variagdes em condicBes de cultura podem alterar sua
eficiéncia e o fendtipo das CDCs (DAVIS et al., 2009). Davis e colaboradores observaram
gue quanto menor picotar o tecido cardiaco no procedimento de obtencdo das CDCs, maior
sera o rendimento na producdo de cardioesferas. Além disso, a digestdo inicial do tecido
também desempenha um papel fundamental no tempo necessério para a cultura atingir a

confluéncia.

Estudos demonstram os beneficios das CDCs na diminuigdo da &rea lesionada pelo
infarto e melhora da funcéao cardiaca (SMITH et al., 2007; JOHNSTON et al., 2009). Embora
a diferenciacdo das CDCs transplantadas ocorra de forma lenta, ha importante contribuicédo
dos seus efeitos paracrinos tanto na preservacao do tecido quanto no recrutamento de células
para ativacdo da regeneracdo enddgena (CHIMENTI et al., 2010).

Lee e colaboradores em 2011, testaram a seguranca e a eficacia da injecdo direta de
CDCs ou cardioesferas em um modelo de insuficiéncia cardiaca apos infarto em porcos de
pequeno porte. As células foram cultivadas a partir de bidpsias cardiacas e injetadas através
de toracotomia quatro semanas apos o infarto antero-septal. As CDCs foram marcadas com
luciferase e os porcos foram aleatoriamente escolhidos para o grupo CDCs, placebo e
cardioesferas. Neste estudo, foi demonstrado que as injecGes diretas de cardioesferas ou
CDCs sdo seguras e eficazes para preservacao da funcao ventricular em porcos portadores de
cardiomiopatia isquémica. Além disso, embora as CDCs e as cardioesferas tenham tido
efeitos equivalentes na fracdo de ejecdo, as cardioesferas foram superiores na melhora da
hemodinamica, funcéo regional cardiaca e na atenuacdo do remodelamento ventricular e ndo

houve qualquer formacao de tecido tumoral (LEE et al., 2011).

Mediante os resultados motivadores das pesquisas experimentais onde houve a
reducdo da cicatriz p6s infarto do miocardio e melhora da fungdo cardiaca em modelos pré
clinicos, foi realizado um estudo pioneiro intitulado Cardiosphere-Derived Autologous Stem
Cells to reverse ventricular dysfunction (CADUCEUS) (MAKKAR et al., 2012), o estudo
foi delineado, buscando verificar o potencial terapéutico das CDCs onde houve a reducdo de
cicatrizes pos-infarto do miocardio e melhora de funcdo cardiaca em modelos pré-clinicos.
Este estudo foi realizado de maio de 2009 a 16 de dezembro de 2010. Foram incluidos 31

pacientes dos quais 25 foram elegiveis. Destes, 17 foram do grupo CDCs e 8 foram
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atendimento padrdo. Os resultados demonstraram que a infusdo intracoronaria de CDCs
autologas apds o infarto do miocardio é segura, garantindo a expansdo das células e que 0s
aumentos sem precedentes observados no miocardio viavel sdo consistentes com a terapéutica

regenerativa e merecem uma avaliacdo mais aprofundada (MAKKAR et al., 2012).

Partindo de evidéncias ja descritas na existéncia de células-tronco em tecidos adultos e
de células progenitoras que tendem a se diferenciar em células do tecido de origem, torna-se
notdvel a necessidade de identificacdo e caracterizacdo de tais células para expansdo e
viabilizacdo de estudos clinicos (BELTRAMI et al., 2001).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

Isolar, cultivar e caracterizar células derivadas de cardioesferas de camundongos
da linhagem CD1.

2.2 Objetivos Especificos

Estudar a expressdo de moléculas de superficie nas células derivadas de
cardioesferas utilizando citometria de fluxo.

Verificar a expressdo de proteinas citoplasmaticas nessas células pela técnica de
imunofluorescéncia.

Quantificar a proliferacdo das células derivadas de cardioesferas através do ensaio

de population doubling time.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Neste estudo foram utilizados camundongos da linhagem CD1 fornecidos pelo biotério
local vinculado ao Laboratorio de Cardiologia Celular e Molecular do Instituto de Biofisica
Carlos Chagas Filho da Universidade Federal do Rio de Janeiro. Os animais foram mantidos
em ambiente com temperatura controlada entre 22°C e 24°C e ciclo claro/escuro de 12 horas.
Foram respeitadas as normas recomendadas pelo Comité de Uso de Animais do Instituto de
Biofisica Carlos Chagas Filho (Protocolo - IBCCF 006) e pelo Comité de Etica Animal
(CEUA) da Universidade Federal de Uberlandia (Protocolo 24/2011).

3.2  Obtencdo das células do tecido cardiaco

Camundongos da linhagem CD1 entre 8 e 12 semanas de vida foram utilizados para
extracdo das células do coracdo. Os animais foram anestesiados com isoflurano (VET ONE,
Boise, Estados Unidos) e posteriormente sacrificados por deslocamento cervical. O protocolo
de isolamento foi realizado como descrito previamente (BELTRAMI et al., 2003) com
algumas modificacBes. Os coragdes foram retirados com auxilio de pinga e tesoura e lavados
em solucdo tampéao de fosfato (PBS) para retirada o excesso de sangue. Em seguida, atrios e
ventriculos foram cortados em pequenos pedacos denominados explantes, de
aproximadamente 1 mm?. Estes foram colocados em Erlenmeyers juntamente com uma
solugé@o contendo colagenase tipo Il na concentracdo de 420U/ml (Worthington, Lakewood)
em meio HAM’s F12 (LGC Biotecnologia, Rio de janeiro). Os Erlenmeyers foram vedados
cuidadosamente e submetidos a quatro ciclos de cinco minutos cada de digestdo enzimatica a
37°C sob leve agitagcdo. Ao fim de cada ciclo, a suspenséo celular foi coletada e centrifugada a
300g durante 5 minutos a 4°C. O sedimento celular foi ressuspenso em meio nutritivo para
posterior plaqueamento bem como 0s explantes remanescentes do processo de digestdo

enzimatica.
3.3 Obtencdo das células aderentes e formagéo das cardiosferas

Apbs a digestdo enzimatica, os explantes remanescentes e os sobrenadantes foram

plagueados separadamente em placas de poliestireno de 100 mm (Falcon 353003, Becton
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Dickson and Company), contendo meio HAM’s F12 (Gibco) acrescido de 10% de soro fetal
bovino (Gibco), 1% de penicilina e estreptomicina (Gibco), 10 ng/ml de fator de crescimento
de fibroblastos basico (bFGF — Peprotech), 0,005 unidades/ml de eritropoietina (Sigma-
Aldrich) e 10ng/ml de fator inibitéro de leucemia (Recombinant murine LIF, ®Millipore). As

células foram mantidas em estufa a 37°C com atmosfera Umida em presenca de 5% de COa.

Apos trés dias, o meio de cultura foi trocado parcialmente e as celulas ndo aderentes
removidas da cultura. Aproximadamente uma semana apds o plaqueamento, as células
comecaram a se desprender dos explantes e aderir ao frasco de cultura formando uma
monocamada. Sobre as células que formavam a monocamada migraram espontaneamente
pequenos grupos de células arredondadas denominadas “phase-bright cells” (células
brilhantes). Nas placas onde foram plaqueadas a suspensdo celular do sobrenadante, uma
populacdo aderente também foi observada, bem como as “phase-bright cells”.

Para a formagao das cardioesferas, primeiramente as “phase-bright cells” (células que
ainda ndo aderiram as placas de cultura e se mostra em visualizacdo microscépica
sobrenadante) foram coletadas cuidadosamente das placas de cultura utilizando uma solucéo
tampéo de fosfato (PBS). Em seguida, a suspensdo celular foi centrifugada a 300xg. O
sobrenadante contendo PBS foi descartado e o sedimento celular contendo as “phase-bright
cells” transferidos para placas de cultura de 35 mm tratadas com Poly 2-
hidrodyethylmethacrylate (Poly-Hema-Sigma) a fim de impedir a aderéncia das células e

possibilitar a formacéo das cardioesferas.

Trés dias apds a formacdo das cardioesferas na placa de cultura ndo-aderente, as
mesmas foram transferidas para uma nova placa de cultura de poliestireno de 100 mm onde
permaneceram aderidas e expandiram , formando as células derivadas de cardioesferas
(CDCs). A partir deste ponto, o0 meio de cultura foi trocado a cada trés dias, sendo realizada a
passagem enzimatica com tripsina 0,05% (Sigma). Os resultados deste trabalho foram obtidos

de culturas entre a terceira e quarta passagem.

3.4  Caracterizacédo por Citometria de fluxo

A citometria de fluxo foi realizada para caracterizar imunofenotipicamente a

populacdo de CDCs. As células foram sendo incubadas com anticorpos especificos
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relacionados a linhagem hematopoiética, mesenquimal e marcadores de células-tronco/

progenitoras.

Para tanto, as células foram removidas da placa de cultura utilizando-se solucéo de
dissociacdo ndo enzimatica (Sigma) com o objetivo de preservar as moléculas de superficie.
Apbs a centrifugacdo, as CDCs foram ressuspensas em solucdo tampdo de fosfato e uma
pequena aliquota da suspensdo celular foi retirada para a realizacdo da contagem celular em
hematocitdmetro e a avaliagdo da viabilidade celular foi feita através da exclusdo do corante
Azul de Trypan. Em seguida, as celulas foram colocadas em tubos de poliestireno (cerca de
10° células por tubo de 10ml, Falcon) para a incubagio por 30 minutos a a 4'C com anticorpos
especificos na concentracdo de 1:30. Os anticorpos contra 0s mesmos isotipos associados a
cada molécula analisada foram utilizados nas mesmas concentracbes de cada anticorpo

especifico analisado.

Foram utilizados os seguintes anticorpos: anti-CD90 conjugado a Fluoresceina de
isotiocianato (FITC) e anti-CD73 conjugado a Ficoeritrina (PE) para identificacdo de células
mesenguimais; anti-CD45 conjugado ao APC Cy7, anti-CD19 conjugado a FITC e anti-
CD14 conjugado a PE para identificacdo de células hematopoiéticas; anti-CD105 conjugado a
4’-6-Diamidino-2-phenylindole (DAPI) para identificacdo de células progenitoras.

Os dados foram adquiridos utilizando o citdmetro de fluxo BD FACS ARIA 11 (BD

Biosciences) e analisados através do software FlowJo, BD Biosciences.

3.5  Caracterizacdo por Imunofluorescéncia

Para investigar a expressdo de proteinas citoplasmaticas por imunofluorescéncia, as
CDCs foram cultivadas sobre laminulas de vidro tratadas previamente com solucdo de
gelatina 0,1% (Sigma-Aldrich) a uma densidade de 10* células/cm? em placas de 24 pocos
(Falcon). As células foram cultivadas com meio de cultura Ham’s F12 suplementado com
10% de soro fetal bovino (Gibco), 1% de penicilina e estreptomicina (Gibco) e 10ng/mL de
fator de crescimento de fibroblasto basico (bFGF — Peprotech), 0,005 unidades/mL de
eritropoietina (Sigma-Aldrich) e 10 ng/ml de fator inibitorio de leucemia (Recombinant

murine LIF, Millipore).
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Inicialmente, o meio de cultura foi retirado, as células foram lavadas uma vez com
PBS e imersas em fixador (paraformaldeido a 4% em tampdo fosfato 0,1 M e pH 7,4) durante
20 minutos a temperatura ambiente. Apos esse periodo, o fixador foi retirado e as células
fixadas foram lavadas trés vezes com PBS durante 5 minutos cada. Em seguida as laminulas
foram permeabilizadas durante 15 minutos com uma solucéo contendo Triton X-100 diluido
em PBS na concentragdo de 0,1%. Apés a permeabilizacdo, as células foram incubadas com
uma solucdo de bloqueio contendo 5% de soro de cabra em PBS durante 30 minutos para
bloquear ligagdes inespecificas do anticorpo com componentes celulares. Em seguida, as
celulas foram mantidas em uma camara Umida e incubadas durante a noite & 4°C com 0s
anticorpos primarios diluidos em PBS adicionado a 1% de soro de cabra. Os anticorpos
primarios utilizados foram: vimentina (1:100; mouse-monoclonal, Sigma), o actina de
musculo liso (1:200; mouse-monoclonal, Abcam), desmina (1:200; mouse-monoclonal,

Sigma) e nestina (1:100; mouse-monoclonal, Abcam).

No dia seguinte, as laminulas foram lavadas com PBS por trés vezes de cinco minutos
cada. Logo apds a lavagem, as células foram incubadas com o anticorpo secundario cabra
anti-camundongo conjugado a Alexa 488 (1:400, Invitrogen) durante 1 hora a temperatura
ambiente. Concluida esta etapa, as laminulas foram lavadas com PBS por 3 vezes de 5
minutos cada com e incubadas durante cinco minutos com DAPI, um corante nuclear. Ap6s
este periodo, as laminulas foram montadas utilizando Vectashield (Vector Laboratories). A

observacao e captura das imagens foram feitas em microscopio de fluorescéncia invertido

microscopio invertido Olympus modelo CKX41.

3.6 Ensaio de population doubling time (PDT)

Para a avaliacdo do crescimento populacional, as CDCs foram cultivadas em placas de
cultura de 35 mm que contém quadriculados com 1 mm? de &rea na concentragio de 2 x 10°
CDCsl/placa. No dia seguinte ao plaqueamento, as células foram contadas em quatro
quadrantes escolhidos aleatoriamente, com o auxilio do microscépio invertido Olympus
modelo CKX41 no aumento de 40x. Este processo foi realizado diariamente até a cultura

atingir um estagio de confluéncia. Cada ensaio foi realizado em triplicata.

Finalizado o ensaio, a quantidade de células contadas foi calculada a fim de se obter
um grafico com a quantidade media de células por unidade de area por cada dia de

experimento.
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O tempo que a populacdo original levou para dobrar sua quantidade (PDT) foi obtido
pelo célculo inverso do coeficiente angular da reta obtida por meio da transformada deste

gréfico para escala de log2.

3.7 Analise estatistica
Os resultados obtidos foram apresentados de forma descritiva.
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4 RESULTADOS

4.1  Cultura de células do tecido cardiaco e formacao das cardioesferas

A demonstracdo da presenca de células-tronco e/ou de células progenitoras no coracao
e que estas poderiam ser cultivadas diretamente a partir de tecido cardiaco, possibilitando a
formacgdo dos agregados celulares esféricos denominados cardioesferas, trouxeram novas
perspectivas para a terapia celular (MESSINA et al., 2004; SMITH et al., 2007). Por
preencher os critérios que definem uma populacdo de células-tronco, a primeira etapa de
nosso trabalho foi cultivar as células derivadas do tecido cardiaco de camundongos da
linhagem CD1 e avaliar a eficiéncia do protocolo de formacdo das cardiosferas ja validado
pela literatura.

A Figura 1 mostra um campo representativo de culturas de células derivadas dos
explantes cardiacos de camundongos da linhagem CD1. Uma semana ap6s o plaguamento

inicial, pequenas células aderentes, com aspecto fibroblastdide, migram do explante.

Figura 1: Aspecto morfoldgico das células derivadas do tecido cardiaco. Pequenas células migram a partir de
explante cardiaco (*) uma semana ap6s o plagueamento. Imagem representativa registrada utilizando o
microscépio invertido Olympus modelo CKX41.
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Aproximadamente dez dias ap6s o plagueamento inicial, pequenas células brilhantes,
as phase bright cells, sdo observadas sobre a monocamada aderente. Estas séo coletadas para

a formacéo das cardiosferas (Figura 2).

Figura 2 — Aspecto morfol6gico das Phase bright cells: Pequenas células brilhosas (setas em amarelo) sobre a
monocamada aderente observadas 10 dias apds o plaqueamento. Imagem representativa registrada utilizando o
microscépio invertido Olympus modelo CKX41.

Com o intuito de formar as cardioesferas, tal como descrito por Messina et al., (2004),
as phase bright cells foram coletadas com pasteur descartavel de 3ml o auxilio de uma pipeta
e transferidas para placas ndo aderentes. Aproximadamente trés dias apds o plaqueamento, foi

possivel observar os aglomerados celulares ou cardioesferas (Figura 3).
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Figura 3 - Aspecto morfoldgico das cardioesferas: ap0s trés dias de cultivo em placas de culturas de 35 mm néo
aderentes, as “phase bright cells” formam aglomerados celulares denominados cardioesferas. Imagem
representativa registrada utilizando o microscopio invertido Olympus modelo CKX41.

4.2  Obtencao das células derivadas das cardiosferas (CDCs)

Dada a importancia da avaliacdo da eficiéncia do método de isolamento e expansao
direcionado para a linhagem estudada (DAVIS et al., 2009), a préxima etapa do presente

experimento foi a obtencdo das células derivadas de cardioesferas (CDCs).

Apo6s a formacdo das cardioesferas (Figura 3), as mesmas foram transferidas para
placas ndo tratadas, para permitir a aderéncia celular. Trés dias apés o plaqueamento,
pequenas células aderentes migram das cardioesferas dando origem as células derivadas de
cardioesferas (CDCs - Figura 4).
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Figura 4 — Aspecto morfoldgico das células derivadas de cardioesferas (CDCs): trés dias ap6s plaqueamento das
cardioesferas em placas aderentes, células migram das cardiosferas dando origem as CDCs (seta em amarelo).
Imagem representativa registrada utilizando o microscépio invertido Olympus modelo CKX41.

As celulas derivadas das cardioesferas foram mantidas em cultura para expans&o.

Todos os ensaios para a caracterizagdo foram realizados entre a terceira e a quarta passagem.

4.3  Population DoublingTime

O ensaio population doubling time, foi realizado para avaliar a taxa de duplicagéo da
populacéo original. Foram analisadas trés amostras. O population doubling time foi obtido ao
calcular o inverso do coeficiente angular da reta obtida por meio da transformacdo deste
grafico para escala de log2.

A quantidade de células observadas em quatro quadrantes escolhidos aleatoriamente

foi contada diariamente. No sexto dia, quando a cultura atingiu um estadgio de monocamada
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confluente, a contagem foi finalizada. Campos representativos relacionando os dias pos-

plagueamento com a densidade celular estdo demonstrados na Figura 5.

Figura 5: Campos representativos relacionando os dias pos-plagueamento com a densidade celular.
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Concluida a contagem, obteve-se uma quantidade média de células por unidade de
area, durante cada dia do experimento. Os resultados estdo demostrados no grafico com curva
exponencial positiva (Figura 6). O tempo em que a populacéo de células original levou para

dobrar seu tamanho (population doubling time) foi de 1,8 dias (Figura 7).
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Figura 6: Curva exponencial positiva representando a quantidade de CDCs contadas por mm?

observada nos respectivos dias de ensaio do population doubling time.
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Figura 7: Tempo que a populacéo de células levou para dobrar de tamanho (PDT) obtida ao calcular o
inverso do coeficiente angular da reta obtida por meio da transformacéo em escala de log2.

4.4  Caracterizacdo das CDCs por citometria de fluxo

Com o intuito de investigar e quantificar, com precisdo, o percentual da expressdo de
moléculas que caracterizam as células mesenquimais, hematopoiéticas e progenitoras, as

CDCs em cultura de trés amostras foram estudadas utilizando citometria de fluxo.

Nas amostras de CDCs analisadas, observou-se baixa expressdo das moléculas CD19
(0,4%), CD45 (0,5%) e CD90 (4,7%) e uma elevada expressdo da molécula CD73 (71,4%).
As moléculas CD105 (25,1%) e CD14 (25,1%) também foram observadas nas CDCs. A
viabilidade celular foi de 98,5%. As moléculas de superficie observadas nas CDCs estdo

representadas na Figura 8.
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Figura 8: Expressdo média das caracterizacBes realizadas por citometria de fluxo das células derivadas de
cardioesferas (CDCs) de camundongos da linhagem CD1.

A Figura 9 mostra os dot plots representativos de uma das amostras analisadas de
CDCs onde se pode observar a alta expressdo da molécula CD73, para todas marcacGes
estudas foi realizado controle de reacdo. Além disso, a expressdo de CD 90, uma molécula

amplamente observada em células cardiacas murinas.
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Figura 9: Caracterizacdo por citometria de fluxo das células derivadas das cardioesferas (CDCs). Dot plots
representativos de uma das amostras analisadas mostrando a intensidade de fluorescéncia dos canais associados a cada
anticorpo e/ou isotipo, no eixo X, e da granulosidade (SSC) no eixo Y.

45  Caracterizacdo por imunofluorescéncia

Para avaliar a presenca de proteinas citoplasmaticas, as CDCs foram plagueadas em

laminulas para os ensaios de imunofluorescéncia.

A expressdo das proteinas a-actina de musculo liso (Figura 10) e desmina (Figura 11)
foram detectadas nas CDCs analisadas. Para todas as proteinas estudadas foram realizados os
respectivos controles de reacdo. Alem disso, a nestina, uma proteina citoplasmatica conhecida
por ser um marcador especifico de células progenitoras neurais, foi observada nas células
derivadas de cardioesferas de camundongos CD1 (Figura 12). A presenca de vimentina

(Figura 13) também foi observada nas CDCs.
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ALEXA 488

Figura 10: Células derivadas de cardioesferas mostrando a expressdo da proteina de filamento intermediario tipo
Il a-actina de masculo liso. Imagem representativa adquirida utilizando microscépio de epifluorescéncia (Zeiss
Imager. M2) acoplado ao sistema apotome.
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Figura 11: Células derivadas de cardioesferas mostrando que expressdo da proteina de filamento
intermediario tipo 1ll desmina. Imagem representativa adquirida utilizando microscépio de
epifluorescéncia (®Zeiss Imager. M2) acoplado ao sistema apotome.
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ALEXA 488

Figura 12: Células derivadas de cardioesferas mostrando a expressao da proteina de filamento intermediario
tipo IV nestina, caracteristica de células progenitoras neurais. Imagem representativa adquirida utilizando
microscopio de epifluorescéncia (®Zeiss Imager. M2) acoplado ao sistema apotome.
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Figura 13: Células derivadas de cardioesferas mostrando que expressdo da proteina de filamento
intermediario tipo 1ll vimentina. Imagem representativa adquirida utilizando microscopio de
epifluorescéncia (®Zeiss Imager. M2) acoplado ao sistema apotome.
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5 DISCUSSAO

As principais propriedades de células-tronco séo a auto-renovacdo, a sobrevivéncia e a
manutencdo da integridade gendmica, descritos pela primeira vez por Till e McCulloch em
1961 ao reconhecer o potencial da medula dssea. Além da medula, a maioria dos tecidos
adultos possuem potencial de produzir células estaminais residentes, ou seja, células capazes
de produzir linhagens de células diferenciadas apropriada para a sua localizacdo (ALISON et
al., 2008).

Neste contexto, o conceito classico de que o coracdo é um 6rgdo sem capacidade de se
regenerar tem sido contestado nas ultimas duas décadas com o reconhecimento da presenca de
células-tronco cardiacas. A descoberta de que células-tronco cardiacas (CSCs) residem no
coracdo e podem se diferenciar em varias linhagens mudou radicalmente a compreenséo a
cerca da biologia do miocardio. Além disso, a identificacdo de células progenitoras cardiacas
trouxe entusiasmo para a medicina regenerativa, assim como o reconhecimento de que 0s
cardiomidcitos sao capazes de proliferar (ANVERSA et al., 1998; NAKAJIMA et al., 2004).

No entanto, decifrar os processos bioldgicos que levam a renovacdo do midcito é uma
tarefa desafiadora, uma vez que a regeneracao cardiaca pode ser obtida por algumas provaveis
vias como: compromisso das células-tronco multipotentes em gerar todas as linhagens
especializadas dentro do parénquima, a ativacdo de células progenitoras unipotentes com
potencial de diferenciacdo restrito, a replicacdo de células pré-existentes diferenciadas, a
transdiferenciacdo das celulas progenitoras por secrecdo de fatores exdgenos e a
desdiferenciacdo dos cardiomidcitos a reinserir no ciclo celular. Estes maltiplos mecanismos
de crescimento celular podem atuar na regeneracdo de complexas estruturas e restaurar a
funcéo do 6rgéo alvo (ANVERSA et al., 2006)

Em 2004, Messina e colaboradores demonstraram pela primeira vez que as células
progenitoras cardiacas poderiam ser cultivadas e o promissor potencial terapeutico dos
agregados esféricos derivados de tecidos cardiacos, as chamadas cardiosferas, poderiam ser

estudados.

No presente estudo, a metologia de isolamento e cultivo de CDCs utilizados foi
estabelecida, com boa recuperacdo celular e podera ser empregada com o intuito de se
preparar células para testes terapéuticos. Os principais problemas encontrados foram

relacionados a contaminagdo das culturas, talvez ligado ao tempo necessario de manutencédo
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em estufa. O tempo para expansdo celular é relativamente longo e novas técnicas para acelerar

o desenvolvimento das células devem ser encontradas.

Davis et al., (2009) demonstraram ampla aplicabilidade da técnica utilizada para a
cultura e expansdo de células progenitoras cardiacas (CPCs) a partir do tecido miocardico. No
presente estudo demostrou-se, a aplicabilidade da técnica de cultivo celular. O isolamento de
células derivadas de cardioesferas (CDCs) a partir de coracdes de camundongos da linhagem
CD1 foi conseguido de forma relativamente simples utilizando-se o método previamente
descrito na literatura (MESSINA et al., 2004 e SMITH et al., 2007; DAVIS et al., 2009;).

Outro aspecto que merece destaque € a caracterizacdo das células expandidas. As
células localizadas no centro da cardioesfera expressam o antigeno de células-tronco c-kit e
estd envolta por uma camada exterior composta de células CD105 positivas, uma
glicoproteina de membrana comumente expressa em células-tronco mesenquimais de medula
Ossea. No entanto, faz-se necesséaria a expansdo ex vivo de células estaminais residentes
cardiacas em quantidade célular minima necessaria para a utilizacdo em processos
terapéuticos (MARBAN et al.; 2012).

As células cultivadas no presente estudo apresentaram baixa expressdo das moléculas
hematopoiéticas CD19 e CD 45 e alta expressdo das moléculas mesenquimais CD 105 e CD
73. Isso evidencia que as células identificadas, entre a terceira e a quarta passagem,
apresentam caracteristicas que permitem caracteriza-las como células mesenquimais e, este
resultado, pode auxiliar metodologias visando a obtencdo de quantidades maiores destas

células com finalidade terapéutica.

Neste contexto, Smith et al., (2007), publicaram estudo em que desenvolveram uma
cultura priméaria utilizando fragmentos de bidpsia endomiocardica de humanos e suinos,
evoluindo a cultura até a obtencdo das CDCs (células derivadas de cardiosferas). Neste
estudo, apds injetarem as CDCs humanas na area limitrofe do infarto, em camundongos
imunodeprimidos, observaram que as CDCs migraram para a zona do infarto e que a fragéo
de ejecdo ventricular esquerda aumentou concluindo-se que as CDCs sdo capazes de

promover regeneracdo cardiaca e melhora da funcéo ventricular (SMITH et al., 2007).

O isolamento de células derivadas de cardioesferas, contudo tem sido motivo de
controversias na literatura (DAVIS et al., 2009 e ANDERSEN et al., 2009).
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Uma variedade de marcadores de superficie, fatores de transcricdo e ensaios
funcionais tém sido realizados a fim de caracterizar e definir as diferentes populacbes de
células progenitoras (LERI et al., 2011). No presente estudo a viabilidade celular encontrada
foi de 98,5%, considerada muito satisfatoria na obtencdo das CDCs. Também evidenciou-se
uma baixa expressao das moléculas hematopoiéticas CD19 (0,4%) e CD45 (0,5%) e aumento
nas expressdes das moléculas mesenquimais CD73 (71,47%) e CD105 (25,1%), como ja
referido. Este resultado é corroborado no trabalho de Davis et al., (2009). Notou-se também
no presente estudo, uma baixa expressao da molécula CD90, de marcacdo mesenquimal. Este
resultado ndo era esperado, porém pode ser justificado por uma especificidade da linhagem
murina estudada. Estas pequenas variacdes nas expressdes moleculares também estd de
acordo com a literatura ja descrita (MARBAN et al.; 2012).

Alguns estudos tém investigado qual populacdo ou populacdes de células-tronco
adultas fornecem melhores resultados em termos de reparo muscular e revascularizacdo. A
caracterizacdo das CDCs indicam um promissor potencial a ser testado na medicina

regenerativa, podendo atuar, direta e indiretamente, na cardiogénese e angiogénese.

No ensaio de imunofenotipagem, as marcagdes citoplasmaticas tipicas em células
cardiacas foram observadas no presente estudo. As CDCs foram marcadas para alfa actina de
musculo liso, nestina, vimentina e desmina. Chan et al., (2012) também notaram estas
marcacdes em CDCs humanas, reforcando os atuais resultados. Um relevante resultado
semelhante aos ja descritos na literatura obtido neste estudo foi a presenca do conhecido
marcador de celulas progenitoras neurais, a nestina. As CDCs ainda expressaram, no presente
estudo, as proteinas caracteristicas de cardiomidcitos: vimentina, desmina e o actina de

mausculo liso, corroborando os achados da literatura (MESSINA et al., 2004).

Avaliou-se a taxa proliferativa das células derivadas de cardioesferas (CDCs) através
do ensaio population doubling time. Observou-se que as CDCs originalmente plaqueadas,
necessitam de 1,8 dias para duplicar sua populacéo inicial. Estes resultados mostram que as
CDCs sdo uma promissora populacdo de células progenitoras, no que diz respeito a expansédo
celular para sua posterior aplicacdo clinica para estudos em modelos de doengas

cardiovasculares.

Na expansdo e utilizacdo das CDCs é importante minimizar a contaminacdo por
fibroblastos, pois ndo ha selecdo antigénica ou de separacdo celular e sabe-se que nas CDCs

ha subpopulacdes de células mesenquimais e, possivelmente, outros tipos de celulas. Mais
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estudos sdo necessarios para definir as vantagens e desvantagens relativas a utilizagdo de

células progenitoras, as CDCs, como terapia na medicina regenerativa.

A partir desta caracterizacdo o potencial destas células precisa ser investigado em
modelos experimentais capazes de induzir diferentes tipos de lesdo miocardica. Nesses
modelos, uma questdo a ser infocada devera ser a capacidade de diferenciacdo celular em

cardiomiocitos e endotélio.
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6 CONCLUSOES

O presente estudo demonstrou que a metologia de isolamento e cultivo de CDCs
utilizada é facilmente estabelecida, com boa recuperagdo celular. As células obtidas

constituem um grupo heterogéneo, podendo ser promissor no campo da terapia celular.
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