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Resumo

ASENSI, Karina Dutra. Alta resisténcia ao estresse oxidativo: possivel
vantagem terapéutica das células estromais mesenquimais derivadas do
sangue menstrual no infarto do miocardio. Tese apresentada como requisito para
obtencao do titulo de Doutor em Ciéncias Bioldgicas — Fisiologia — Laboratério de
Cardiologia Celular e Molecular, Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho, Centro de

Ciéncias da Saude, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2016.

A doencga isquémica do coracgao € a principal causa de morte no mundo e o
seu tratamento consiste na restauragédo do fluxo sanguineo no miocardio isquémico.
Entretanto, a reperfusdo coronariana também pode causar danos teciduais, uma vez
que aumenta o estresse oxidativo, devido a um desequilibrio entre a formacao e
remogao de espécies reativas de oxigénio (ERO). Uma das grandes responsaveis
por essa producdo exacerbada de ERO, no coracdo, sdo as enzimas NADPH
oxidases. Na tentativa de atenuar o remodelamento cardiaco, varios tipos celulares
tém sido empregados na area da terapia celular. No entanto, a maior parte das
células injetadas em tecidos que sofreram isquemia e reperfusdo morre em poucos
dias, devido ao microambiente tecidual hostil. Neste contexto, testamos as células
estromais mesenquimais derivadas do sangue menstrual (CeSaM) que séo
resistentes ao estresse oxidativo, devido a elevada atividade de suas enzimas
antioxidantes, o que permitiria maior chance de sobrevivéncia nesse ambiente.
Portanto, nossos objetivos foram analisar, in vitro, o impacto do microambiente
isquémico sobre as CeSaM e testar o efeito terapéutico, in vivo, no modelo de infarto
do miocardio por isquemia e reperfusdo em ratos. Para tal, as CeSaM foram
cultivadas in vitro, submetidas a diferentes concentragcées de oxigénio (21, 5 e 1%),
na presenga ou auséncia de soro fetal bovino (SFB), por 48 horas e 7 dias. As
CeSaM aderiram e mantiveram o mesmo percentual de células viaveis em todas as
condigbes. Entretanto, a privagdo de soro, em longo prazo, reduziu 0 numero de
células em 60%, uma vez que essa condicdo impactou negativamente na
proliferacdo das CeSaM, independente da concentragdo de oxigénio.
Adicionalmente, a hipoxia com 1% de O2 reduziu modestamente a atividade das
enzimas antioxidantes. In vivo, o infarto do miocardio foi induzido em ratos fémeas

da linhagem Wistar por meio da oclus&o transitoria da artéria coronaria descendente



anterior por 90 minutos e foram eutanasiados 1, 2, 6 e 24 horas poés reperfusao. Foi
observado, em todos os tempos, que a geracdao de ERO pelas NADPH oxidases
havia dobrado, tanto na borda quanto na area infartada, quando comparada aos
falso-operados. Portanto, a terapia celular foi realizada no momento da reperfusao,
injetando 5x10° CeSaM na borda e na area infartada. Apds 2 horas e 24 horas, ndo
foram encontradas diferencas significativas na produ¢cdo de ERO e nas atividades
das enzimas antioxidantes comparando os animais infartados tratados com célula ou
com o veiculo, em ambas as regides analisadas. Nossos resultados mostraram que,
in vitro, as CeSaM apresentaram elevada viabilidade, capacidade de adesao,
proliferacédo e elevada atividade antioxidante em condigdes de hipdxia e privagao de
SFB. Entretanto, ndo atenuaram in vivo, a producdo de ERO gerada pelas NADPH
oxidases, assim como ndao melhoraram o potencial antioxidante cardiaco no nosso

modelo de isquemia e reperfusdo do miocardio.

Palavras-chave: Células estromais mesenquimais derivadas do sangue menstrual,

hipdxia, infarto do miocardio, estresse oxidativo.



Abstract

ASENSI, Karina Dutra. High resistance to oxidative stress: possible therapeutic
advantage of mesenchymal stromal cells derived from menstrual blood in
myocardial infarction. Tese apresentada como requisito para obtencgéo do titulo de
Doutor em Ciéncias Bioldgicas — Fisiologia — Laboratério de Cardiologia Celular e
Molecular, Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho, Centro de Ciéncias da Saude,

Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2016.

Ischemic heart disease is the leading cause of death in the world and its
treatment consists in restoration of blood flow to the ischemic myocardium. However,
coronary reperfusion can also generate tissue damage, since it generates oxidative
stress, due to an imbalance between reactive oxygen species (ROS) formation and
removal. One of the key proteins responsible for this heightened production of ROS,
in the heart, are the NADPH oxidase enzymes. In an attempt to attenuate cardiac
remodeling, several cell types have been tested in cell therapy. However, most of the
injected cells in tissues which underwent ischemia and reperfusion die in a few days,
due to the hostile tissue microenvironment. In this context, we tested mesenchymal
stromal cells derived from menstrual blood (mbMSC), that are resistant to oxidative
stress due to the high activity of its antioxidant enzymes, allowing for a greater
chance of survival in this hostile environment. The aim of this work was to investigate
the impact of ischemic microenvironment in vitro, and also the effect of mbMSC
therapy in the myocardial infarction model by ischemia and reperfusion in rats. For
this purpose, mbMSC were cultured in vitro in different oxygen concentrations (21, 5
and 1%) and in the presence or absence of fetal bovine serum (FBS), for 48 hours
and 7 days. mbMSC adhered and maintained the same percentage of viable cells in
all the different culture conditions. However, serum deprivation for a long period
reduced the cell number by 60%, since this condition negativily impacted the mbMSC
proliferation, regardless of the oxygen concentration. Additionally, 1% hypoxia
modestly reduced antioxidant enzyme activities. For in vivo experiments, females
Wistar rats were submitted to transient occlusion of the anterior descending coronary
artery for 90 minutes. Animals were euthanized at different times after reperfusion
and at 1, 2, 6 and 24 hours there was about 2-fold increase of ROS production by

NADPH oxidase in the border and infarcted area compared to sham-operated rats.



Then, cell therapy was performed at the time of reperfusion, injecting 5x10> mbMSC
in both areas. After 2 hours and 24 hours, no significant difference was found in ROS
production, comparing the infarcted animals treated with cells or vehicle, in both
regions analyzed. Additionally, no significant difference was found in antioxidant
enzyme activities in the cardiac tissue, due to the treatment with the cells. In
conclusion, mbMSC exposed to hypoxic environment and serum deprivation
mainteined adhesion, viability, proliferation and high antioxidant activity. However,
they did not attenuate ROS production by NADPH oxidases in vivo and did not
improve cardiac antioxidant potential in our model of myocardial ischemia and

reperfusion.

Keywords: mesenchymal stromal cells derived from menstrual blood, hypoxia,

myocardial infarction, oxidative stress.
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1. Introducéo

1.1. Epidemiologia das doencas cardiovasculares

Ao longo das ultimas décadas, ocorreu uma mudanca no perfil de mortalidade
da populacdo, com grande predominio das doencas e mortes devidas as doencas
ndo comunicaveis, dentre elas cancer, acidente vascular cerebral, diabetes,
hipertenséo e infarto do miocardio (IM) (BUTLER, 2011).

As doencas cardiovasculares, que constituem o grupo de doencas que
envolvem o coracdo e 0S vasos sanguineos, sdo as principais causas de morte no
mundo, sendo consideradas um grave problema no sistema de saude publica
(MURRAY, LOPEZ,1997). Conforme os dados da Organizacdo Mundial de Saude
(OMS), as enfermidades cardiovasculares atingiram elevados indices de morbidade
e mortalidade em todo o mundo (30,5% e 17,5 milhdes de mortes em 2008 e 2012
(BUTLER, 2011; OMS, 2016), podendo atingir 22 milhdes em 2030 (OMS, 2016). No
Brasil, em 2014, dados da OMS indicaram que as doencas cardiovasculares foram
responsaveis por 31% dos 6bitos (OMS, 2016).

Adicionalmente, a doenca isquémica do coracdo, que é um tipo de doenca
cardiovascular, é a principal causa de morte no mundo (Site da OMS — acesso
08/05/2016), levando cerca de 7,4 milhdes de pessoas ao 6bito, que representa
13,2% das mortes em 2012. Segundo o DATASUS, dentre as doencas do aparelho
circulatério, as doencas isquémicas do coracdo apresentaram uma elevada taxa de
mortalidade em torno de 53%, ocasionando o Obito de 103.000 pessoas em 2011 e
sendo responsaveis por 12% das internag6es em 2012 no Brasil (Portal Saude/
Ministério da Saude, 2016).



23

1.2. Infarto do miocéardio e suas implicagdes clinicas

Dentre as doencas isquémicas do coragdo, a forma mais grave é o infarto do
miocéardio (IM), o qual se refere & morte de parte do musculo cardiaco (miocardio),
gue ocorre de forma rapida (ou aguda) devido a obstrucdo do fluxo sanguineo das
artérias coronarias para o coracdo. A obstrucdo é causada mais frequentemente
pela formagdo de um trombo sanguineo sobre uma placa aterosclerética no interior
de uma das artérias coronarias (BRAUNERSREUTHER et al., 2013).

A extensdo do infarto depende da area de miocardio irrigada pela artéria
coronaria ocluida, do tempo para realizacdo de uma terapia de reperfusao eficaz, do
consumo de energia do miocardio durante a oclusdo da coronaria, da presenca de
circulacao colateral e se a terapia de reperfuséo foi realizada (FRANTZ et al., 2009).

A partir do momento em que o fluxo sanguineo € interrompido, ocorre uma
reducdo do aporte de Oz e nutrientes, bem como uma remocéo inadequada de
metabdlitos, gerando morte celular. A morte, principalmente dos cardiomidcitos,
provoca perda de miocéardio contréatil, comprometendo a fungéo sistélica regional e
desencadeando uma cascata de respostas imuno-inflamatorias. Essas respostas
promovem o acumulo de células inflamatérias no local e edema, que irdo remover as
células mortas. Essa area, chamada de necrotica, é circundada por regiao
conhecida como borda do infarto ou zona marginal, que pode recuperar a funcao,
mas €é susceptivel a danos irreversiveis (SUTTON; SHARPE, 2000).

Em torno de 5 dias apds o infarto, inicia-se a proliferacdo e ativagdo de
fibroblastos, que secretam coldgeno e outros componentes de matriz extracelular,
substituindo o tecido necratico por tecido fibroso, formando uma cicatriz rigida. Esse
processo de cicatrizacdo do infarto resulta em um padréo Unico de remodelamento
estrutural cardiaco, envolvendo a regido infartada e o miocardio residual viavel, a fim
de se adaptarem a nova estrutura formada (FRANTZ et al., 2009; FRANGOGIANNIS
et al., 2002; DOBACZEWSKI et al., 2010).

Considerando areas de infarto pequenas, as respostas compensatérias do
miocardio viavel sdo suficientes para compensar a perda de midcitos e manter o
desempenho ventricular global e a geometria (PFEFFER; BRAUNWALD, 1991). No
entanto, em infartos mais extensos, diferentes fatores contribuirdo para o

remodelamento cardiaco, tais como auséncia de contracdo na area infartada,
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expansao da cicatriz fibrética e sobrecarga de volume na cavidade ventricular (OPIE
et al., 2006).

A fase inicial do remodelamento cardiaco apds o infarto é caracterizada pela
expanséao do infarto, que € um processo no qual a regido atingida afina e distende,
devido aos danos na unidade sarcomérica e reestruturacdo dos filamentos de matriz
extracelular. Mais tardiamente, o remodelamento é secundario ao rearranjo
arquitetonico do miocéardio sobrevivente e envolve hipertrofia dos midcitos, com
adicdo de sarcébmeros em série, fibrose intersticial e dilatagdo do ventriculo
esquerdo (PFEFFER e BRAUNWALD, 1991; OPIE et al., 2006), a fim de acomodar a
sobrecarga de volume presente no coracéo.

O tecido infartado ndo contribui para a geracao de presséo durante a sistole,
levando a um comprometimento da fungdo cardiaca, aumento do trabalho e
consumo de energia na regido ainda viavel. O grau de dilatacdo ventricular apés o
infarto esta relacionado com a magnitude do dano inicial ao miocéardio e, apesar do
aumento no tamanho da cavidade tender a restaurar o débito cardiaco, o percentual
de sangue ejetado a cada sistole permanece persistentemente reduzido. Assim, a
funcdo cardiaca avaliada pela fracdo de ejecdo (FE) diminui em uma relacéo direta
com a extensao do dano tecidual (FLETCHER et al., 1981; HORI et al., 1977, OPIE
et al., 2006).

Uma das possiveis consequéncias em longo prazo para os pacientes que
sobrevivem ao insulto isquémico é o desenvolvimento do quadro clinico conhecido
como insuficiéncia cardiaca (IC), caracterizado pela insuficiéncia do coragdo em
atender as necessidades metabdlicas do organismo devido a capacidade de ejecao
deficiente. Atualmente, a preveléncia mundial desse quadro é de 38 milhdes de
pessoas (BRAUNWALD, 2015).

1.3. Alternativas terapéuticas para o tratamento da isquemia

miocardica

Os avancos da terapia farmacoldgica e cirdrgica nas ultimas décadas, sem
davida, foram importantes para reducdo do niumero de Obitos causados por infarto
agudo do miocardio. Essas terapias, em sua maioria, impactam na perfusdo

coronariana, atenuando ou revertendo a reducao do fluxo sanguineo, promovendo a
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reperfusdo do tecido isquémico. Por consequéncia, os cardiomiocitos ainda viaveis
terdo maiores chances de sobrevivéncia, reduzindo a perda de musculo contratil
(MAROKO et al., 1972; GINKS et al., 1972).

No coracao, tanto em humanos como em modelos animais, ocorrem danos
irreversiveis aos cardiomiocitos apos cerca de 20 minutos de isquemia. Portanto, o
rapido restabelecimento do fluxo sanguineo € vital para a sobrevivéncia do individuo
e resgate de miocéardio ainda viavel. A intervencdo realizada nas primeiras duas
horas de isquemia € a melhor opcao (BOERSMA et al., 1996), apesar de dados
mostrarem que mesmo depois de doze horas, a reabertura das artérias coronarias
ocluidas oferece ainda beneficios (LATE_Study Group, 1993).

Inicialmente, ferramentas farmacologicas podem ser utilizadas, tais como,
antiagregantes  plaquetarios  (clopidogrel, aspirina), drogas fibrinoliticas
(estreptoquinase), anticoagulantes (heparina), beta-bloqueadores e inibidores da
enzima conversora de angiotensina. Adicionalmente, podem ser realizadas
intervencdes cirlrgicas, tais como a revasculacularizacdo miocardica e a
angioplastia coronariana. Apesar dos avancos na terapia farmacologica e/ou
cirdrgica, essas abordagens terapéuticas ndo sao curativas e pode-se evoluir para
disfuncdo cardiaca progressiva, resultando na insuficiéncia cardiaca, cuja Unica
alternativa € o transplante cardiaco (RUSSO et al., 2014).

O tempo de espera por um transplante depende de diversos fatores, como a
disponibilidade do 6rgdo a ser transplantado, das caracteristicas genéticas do
potencial receptor e do seu estado de saude. No Brasil, o tempo de espera para o
transplante € geralmente de 6 meses, totalizando 309 transplantes realizados no ano
de 2014 (Portal Saude/ Ministério da Saude — Acesso em 01/05/2016). O transplante
apresenta complicacdes que devem ser levadas em consideracao, tais como baixa
relacdo doador/receptor e rejeicdo imunoldgica. Além disso, a realizagdo de um
transplante cardiaco tem um alto custo, que compreende desde o procedimento
cirdrgico, até o acompanhamento do paciente transplantado. Outro fator limitante e
um dos mais complexos € necessidade de realizacdo desta cirurgia em um tempo
bastante curto. O tempo maximo de isquemia do coracdo, prazo entre a retirada do
orgdo do doador e o seu implante no receptor, € de apenas quatro horas (Portal
Saude/ Ministério da Saude — Acesso em 17/03/2016). Todos estes impedimentos
fazem com que o transplante seja uma alternativa razoavel, porém, insuficiente para

suprir as necessidades da sociedade.
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Diante das consideracdes descritas acima e da limitada capacidade de
regeneracao do coracdo, surge na década de 90 uma opcéo terapéutica inovadora:
a terapia celular (CHIU et al.,, 1995). Essa abordagem baseada em células visa
promover a restauracdo do tecido cardiaco funcional apds necrose isquémica,
substituindo cardiomiocitos danificados, promovendo a revascularizacao, reduzindo
a fibrose, melhorando a complacéncia ventricular, pressdo e hemodinamica. Além
disso, podem ser utilizados fatores de proliferacdo e diferenciacdo celulares, bem
como biomateriais que auxiliam no reparo de tecidos e 6rgaos lesados (RUSSO et
al., 2014).

1.4. Biologia celular e bioquimica da lesdo miocéardica provocada pela

isquemia e reperfusao (I/R)

Em pacientes com infarto do miocardio, o tratamento de escolha para reduzir
a lesdo isquémica aguda e limitar o tamanho da infarto € realizar de forma eficaz a
reperfusdo miocardica através da terapia trombolitica ou intervencdo coronariana.
No entanto, o processo de reperfusdo em si pode induzir a morte de cardiomidcitos,
conhecido como lesdo de reperfusdo do miocardio, para a qual ainda nao ha uma
terapia eficaz (BRAUNWALD e KLONER, 1985; PIPER et al.,, 1998; YELLON e
HAUSENLOQOY, 2007).

Inicialmente, a oclusdo aguda da artéria coronaria compromete o miocardio
irrigado por aquele vaso durante a isquemia miocardica aguda, demarcando assim a
area em risco que potencialmente pode resultar no infarto do miocardio, se a
oclusdo coronariana for sustentada ou permanente. Se o periodo de isquemia
miocardica aguda é prolongado, mais de 20 minutos, comec¢a uma "onda" de morte
de cardiomidcitos no subendocardio e estende-se transmuralmente ao longo do
tempo para o epicéardio (REIMER et al., 1977).

Durante a isquemia, a privacdo de oxigénio e nutrientes resulta em uma série
de altera¢des bioquimicas e metabolicas abruptas no miocardio. A auséncia de Oz
favorece a prevaléncia do metabolismo anaerdbico glicolitico, o que produz queda
do pH intracelular devido ao aumento da producédo de acido latico. Para atenuar
esse acumulo de ions de hidrogénio, o trocador Na*/H* excreta os ions hidrogénio
em excesso, 0 que produz grande influxo de ions de sodio (BAINES, 2009a, b;
BAINES, 2010; MURPHY e STEENBERGEN, 2009; SANADA et al., 2011;
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KALOGERIS et al.,, 2012). Entretanto, esse excesso de Na* intracelular ndo é
externalizado de forma eficiente, uma vez que a isquemia também esgota o trifosfato
de adenosina (ATP), inibindo as ATPases (como por exemplo, Na* / K" ATPase e a
Ca?* ATPase). Além da inatividade da Ca?* ATPase presente na membrana
citoplasmatica devido falta de ATP, outros mecanismos promovem acumulo de
calcio intracelular. Um deles é a reducdo de sua recaptacdo pelo reticulo
sarcoplasmatico através da SERCA e o aumento da liberacdo do mesmo pelo
receptor de rianodina, bem como o bloqueio de seu efluxo pela bomba Ca?* ATPase
na membrana citoplasmatica, agravando a sobrecarga de calcio na célula (SANADA
et al, 2011; KALOGERIS et al.,, 2012; SZYDLOWSKA e TYMIANSKI, 2010;
TALUKDER, 2009). Adicionalmente, ocorre reducdo da atividade do trocador
Na*/Ca?* na membrana do sarcolema, dificultando o escoamento de calcio,
favorecendo o acumulo intracelular desse ion. Por consequéncia, a sobrecarga de
calcio gera uma desorganizacdo estrutural, bem como a morte por apoptose e
necrose (YELLON e HAUSENLOY, 2007; KLEIKER et al., 2012)

Apbs o inicio da isquemia miocardica aguda, a intervencao para reperfusdo
desse tecido € oportuna e essencial para salvar miocardio viavel, limitar o tamanho
do infarto, preservar a fungéo sistolica e prevenir o desenvolvimento de insuficiéncia
cardiaca (BULKLEY, 1987). No entanto, embora a reperfusdo restaure o
fornecimento de oxigénio, nutrientes e substratos necessarios para a geracao de
ATP pela via aerdbica, bem como normalize pH extracelular, removendo os ions H*
acumulados, a propria reperfusdo gera consequéncias prejudiciais ao miocardio.
Este conceito surgiu originalmente ha mais de 50 anos, quando foi observado pela
primeira vez que a reperfusdo parecia acelerar o desenvolvimento de necrose nos
coracOes submetidos a oclusdo coronariana (JENNINGS et al.,, 1960). Essa foi
denominada lesdo de reperfusdo, que descreve 0S eventos associados ao
restabelecimento do fluxo sanguineo, que nado tinham ocorrido durante o periodo
isquémico anterior (YELLON e HAUSENLOQY, 2007).

Com o restabelecimento do fluxo sanguineo, o trocador Na'/Ca?* na
membrana do sarcolema, que normalmente faz a extrusdo de Ca?* a partir da célula,
inverte sua atividade passando a excretar Na* e promovendo o influxo de Ca?*,
elevando sua concentracdo intracelular. Estas mudancas no calcio intracelular
podem contribuir para a morte da célula, uma vez que esse ion é direcionado para

dentro da mitocondria através do transportador mitocondrial de Ca?* uniporte
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(CONTRERAS et al., 2010; SZYDLOWSKA e TYMIANSKI, 2010; TALUKDER et al.,
2009). Elevacdes excessivas de Ca?* mitocondrial podem desencadear a abertura
do poro de transicdo de permeabilidade mitocondrial (MPTP). O MPTP € um canal
nao seletivo da membrana mitocondrial interna e sua abertura resulta em
despolarizacdo da membrana mitocondrial e desacoplamento de fosforilacdo
oxidativa, o que leva a deplecdo de ATP e a morte celular (HAUSENLOY et al.,
2003; HEUSCH et al., 2010). No infarto agudo do miocérdio, foi demonstrado que o
MPTP permanece fechado durante a isquemia, entretanto, na reperfusdo, sua
abertura ocorre apenas em resposta a sobrecarga mitocondrial de Ca?*, estresse
oxidativo e rapida correcdo do pH. No coracao, estas alteracdes celulares devidas a
elevacdo de Ca?* intracelular também ativam proteases intracelulares (por exemplo,
calpaina) que danificam miofibrilas, produzem hipercontratura do miocardio e
necrose da banda contratil (CROALL e ERSFELD, 2007).

Além disso, logo nos primeiros minutos de reperfusdo do miocéardio, ha uma
elevacdo abrupta do estresse oxidativo (ZWEIER et al., 1987; HAUSENLOY e
YELLON, 2013), devido a geracdo excessiva de espécies reativas de oxigénio
(ERO) produzido por uma variedade de fontes, mediando lesdes no miocardio e
morte de cardiomiécitos por meio de diferentes mecanismos. Durante a reperfusao,
a producdo de ERO também induz a réapida abertura do MPTP, a qual, se
prolongada, resulta em mudancas celulares irreversiveis e morte celular devido a
liberacdo de fatores pro-apoptoticos, como por exemplo o citocromo ¢ (KALOGERIS;
BAO; KORTHUIS, 2014). Além disso, outras consequéncias diretas da geragdo de
ERO nas células cardiacas sdo a peroxidacdo lipidica, a ativacdo de
metaloproteases de matriz e oxidacdo do acido desoxirribonucléico (DNA). Logo, as
caracteristicas morfolégicas tipicas do infarto do miocardio que passou pelo
processo de reperfusao séo as bandas de contracdo, desregulacédo da homeostase
mitocondrial, ruptura da membrana de cardiomidcitos, acompanhada pela destruicdo
microvascular, hemorragia intersticial e inflamacéo.

Os agentes previamente descritos, que participam do desenvolvimento da
lesdo de reperfusdo do miocardio, parecem operar nos primeiros minutos da
reperfusdo miocérdica, proporcionando uma janela estreita para reduzir o tamanho
do infarto em pacientes que sofreram intervencdo farmacoldgica ou cirdrgica. No
entanto, varios outros processos importantes, tais como a apoptose, necrose e

inflamacgé&o, os quais também s&o iniciados durante a isquemia e continuam ao longo
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de vérias horas de reperfusdo, podem contribuir para o desenvolvimento da lesdo de
reperfusdo do miocardio. (HAUSENLOY e YELLON, 2013)

Clinicamente, existem diversas consequéncias associadas a lesdo de
reperfusdo. Embora a homeostase celular seja restabelecida apés a reperfusédo, a
disfuncéo contratil reversivel pode passar a ser persistente e esta consequéncia &
atribuida a varios mecanismos, tal como a diminuicdo da sintese de ATP
(ELTZSCHIG; COLLARD, 2004). As alteracdes repentinas nas concentracdes dos
ions apés a reperfusdo podem induzir arritmias de reperfusdo, uma condicédo
frequentemente observada em pacientes submetidos a revascularizacdo cirurgica.
Essas arritmias, tais como fibrilagdo ventricular e taquicardia ventricular, sdo as
principais responsaveis pela morte repentina apos a restauracdo do fluxo sanguineo
(ELTZSCHIG; COLLARD, 2004; IBANEZ et al., 2015). Além disso, a obstrucdo da
microvasculatura pode ser observada apés a reperfusdo. Nesta condicdo, o sangue
nao reperfunde completamente a regido isquémica apds a liberacdo da ocluséo
(IBANEZ et al., 2015).

Por fim, é evidente que a leséo tecidual total representa a soma dos danos
atribuidos a isquemia e a reperfusdo. Além disso, € importante destacar que a morte
progressiva das células pode perdurar por até 3 dias apds o inicio da reperfusao
(ZHAO et al., 2000). Assim, a compreensdo dos mecanismos envolvidos abre o
caminho para o desenvolvimento de novas modalidades terapéuticas que nédo soO
reduzam a extenséo da lesdo induzida pela I/R, mas também que possam estender

o tempo que um tecido suportaria a isquemia antes de ocorrer leséo irreversivel.

1.5. Espécies reativas de oxigénio e estresse oxidativo

No infarto agudo do miocardio, a leséo de reperfusdo cursa com elevacao de
espécies reativas de oxigénio (OSHIMA et al., 2005; ANGELOS et al., 2006; HORI e
NISHIDA et al., 2009).

O oxigénio é fundamental para a sobrevivéncia de organismos aerobios,
sendo utilizado na producao de energia na mitocéndria dos eucariotos e em diversas
vias metabdlicas. No entanto, 0 mesmo € capaz de gerar substancias téxicas tanto
no meio intracelular quanto extracelular. Essas substancias ou espécies quimicas

sdo geradas durante o transporte de elétrons, reacdes de auto-oxidacéo, reacdes
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enzimaticas e sdo comumente chamadas de espécies reativas de oxigénio (OGA,
2003; HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007). A homeostase é mantida pelo balanco
adequado entre a producao e remocéo das ERO.

A maioria das ERO sdo radicais livres, por possuirem um ou mais elétrons
nao-pareados em seus orbitais externos, como o anion superoxido e o radical
hidroxila. Isso as torna altamente reativas e capazes de se combinar
inespecificamente com diversas moléculas integrantes das estruturas celulares
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007). Além disso, outras moléculas que ndo séo
radicais também sdo consideradas ERO, como por exemplo, o peroxido de
hidrogénio (H202) (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 2007). Estas espécies quimicas
tém grande capacidade reativa devido a sua instabilidade, apresentando meia-vida
curta. A fim de captar um elétron para sua estabilizacdo, estes radicais podem reagir
com qualquer composto celular (HALLIWELL, 2007). Além disso, as ERO também
modulam a atividade de diversas vias de sinalizacdo intracelular envolvidas na
sobrevivéncia, crescimento, migracéo e diferenciacao celular (DIKALQV et al., 2007;
FINKEL, 2003; GRIENDLING et al., 2000), bem como desencadeiam a liberacao de
citocinas e quimiocinas (FRANTZ et al., 2009).

Todos os tipos celulares presentes no coragao, tais como os cardiomidcitos,
células endoteliais, células musculares lisas dos vasos, fibroblastos e células
inflamatorias, séo capazes de produzir ERO por meio de diferentes fontes (BEDARD
e KRAUSE, 2007).

Contrabalanceando a formacdo de espécies reativas de oxigénio no nosso
organismo, temos a defesa antioxidante, que pode atuar por meio de VAarios
mecanismos, tais como: eliminando ERO ou seus precursores, inibindo a formacgéao
de ERO, atenuando a catalise de geracdo de ERO se ligando a ions metalicos,
aumentando a geracdo de antioxidantes enddgenos e reduzindo a morte celular por
apoptose e pela regulacdo positiva do gene Bcl-2 (MAULIK et al.,, 1999). Os
antioxidantes sdo geralmente classificados como antioxidantes enddgenos e
antioxidantes exdgenos, que atuam por meio de mecanismos enzimaticos e nao
enzimaticos (SIES, 1985).

O componente antioxidante enziméatico esta envolvido na protecéo primaria do
organismo. As enzimas atuam contra as ERO como detoxificadoras, mantendo a
concentracdo de ERO dentro de limites fisiol6gicos. Esse sistema € composto por

diferentes enzimas, tais como: a catalase (CAT), superdxido dismutase (SOD),
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glutationa peroxidase (GPX), glutationa redutase (GR), peroxirredoxinas (Prx),
dentre outras (NORDBERG e ARNER, 2001).

A GPX funciona como mecanismo de protecdo contra o estresse oxidativo,
uma vez que oxida a glutationa reduzida (GSH) em glutationa oxidada (GSSG),
convertendo o H202 em agua. Ja a catalase também desempenha importante papel
na eliminacdo do H202, convertendo-o em agua e oxigénio molecular, entretanto a
sua reacdo ndo é acoplada a nenhuma outra. A superodxido dismutase catalisa a
dismutacdo do radical superoxido em peréxido de hidrogénio e oxigénio. Dessa
forma, essas enzimas evitam o acumulo de radical superoxido e de peroxido de
hidrogénio, evitando que haja producao de radical hidroxila, contra o qual ndo existe
sistema enzimético de defesa. (DHALLA et al, 2000).

O desequilibrio entre a formacdo e a remocdo dos radicais livres no
organismo, decorrente da diminuicdo dos antioxidantes enddégenos ou do aumento
da geracdo de espécies oxidantes, gera um estado que favorece a ocorréncia de
lesdes oxidativas, definida como estresse oxidativo (EO). A citotoxicidade do
estresse oxidativo esta relacionada ao potencial das ERO em oxidar os constituintes
celulares, incluindo proteinas, lipidios e DNA, os quais levam a deterioracdo da
estrutura e funcao, podendo culminar com morte celular (HALLIWELL, 2007; WEN et
al., 2004; ZACKS et al., 2005; VALKO et al., 2006).

1.6. Estresse oxidativo no infarto do miocéardio

O estresse oxidativo gerado apds o infarto do miocardio produz disfuncéo
contratii do musculo e danos estruturais, além disso, tem sido implicado no
desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca e no remodelamento ventricular esquerdo
apos o infarto (JOSEPHSON et al., 1991; GRIEVE et al., 2003; BYRNE et al., 2003).
Curiosamente, o tecido cardiaco em si € uma fonte rica de ERO, uma vez que
NADPH oxidases (NOX), xantina oxidases (XO), oxido nitrico sintase (eNOS) e
mitocondrias sado determinantes criticos na geracdo de ERO no miocéardio (HEYMES
et al., 2003; FRANTZ et al., 2006).

Em condicdes patolégicas, as mitocéndrias podem gerar ERO
excessivamente, como subproduto da fosforilagdo oxidativa, uma vez que ocorre um

desacoplamento da cadeia transportadora de elétrons que resulta em uma producao
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exacerbada do anion superoxido a partir do Oz durante a reperfusdo, o qual ndo é
mais eliminado de forma eficiente pela superdoxido dismutase mitocondrial (GRIEVE
et al., 2004; MURPHY, 2009).

A hipoxantina € formada em excesso durante a isquemia devido a
degradacdo do ATP. Durante a reperfusdo, a xantina desidrogenase é oxidada
formando xantina oxidase, que catalisa a conversdo da hipoxantina em xantina e,
posteriormente, da xantina em &cido Urico. Além disso, o anion superdxido pode ser
formado como um subproduto desta reacdo. Com relacdo as xantina oxidases, ja foi
demonstrado que ocorre um aumento da expressdo e atividade dessas enzimas
apos o infarto, resultando em maior formacdo de anion superoxido no tecido
cardiaco (EKELUND et al., 1999; RAEDSCHELDER et al., 2012). Estudos avaliando
o alopurinol, um inibidor potente XO, tém gerado resultados positivos na reducéo da
geracdo de ERO e inibindo a apoptose de cardiomiécitos em modelos de infarto do
miocérdio (XIAO et al., 2009).

O desacoplamento da eNOS por reducéo da disponibilidade de substratos e
co-fatores, tais como tretahidrobiopterina (BH4) e L-arginina, resulta no aumento da
producdo de Oze- e reducdo de 6xido nitrico (NO) (PACHER; BECKMAN; LIAUDET,
2007). O peroxinitrito (ONOO"), formado pela reacdo de NO com Oze, por sua vez &
um potente agente oxidante, que contribui ainda mais para o desacoplamento da
eNOS e oxidagédo da BH4 aumentando a producdo de ERO (LANDMESSER et al.,
2003). Além disso, o peroxinitrito produz danos celulares através de peroxidacao
lipidica e fragmentacdo do DNA no coracdo, bem como induz a deplecdo dos
agentes antioxidantes (MA et al., 1997; RADI et al., 1991).

Outras proteinas de extrema importancia para a producdo de ERO durante a
lesdo de reperfusdo sdo as NADPH oxidases, que constituem uma familia de
enzimas associadas as membranas celulares que catalisam a reducdo de oxigénio
molecular utilizando a nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzida (NADPH)
como um doador de elétrons. A familia NOX é composta por 7 isoformas diferentes
na sua subunidade catalitica, NOX1-5 e DUOX1 / 2, cada uma delas apresenta dois
grupos heme, assim como sitios de ligacdo para FAD e NADPH. A funcéo primaria
das NOX é produzir anion superoxido por uma uUnica reducdo de elétrons. No
entanto, no caso da NOX4 e das DUOXes, 0 H202 € o principal produto (BRANDES,;
WEISSMANN; SCHRODER, 2009).
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As principais fontes de Oz e H202 no coragdo sdo NOX2 e 4, que
desempenham um papel crucial na regulacdo do remodelamento e morte de
cardiomibcitos, apesar de NOX1 e NOX5 também estarem presentes no tecido
cardiovascular. A lesdo por isquemia e reperfusdo regula positivamente NOX2 e
NOX4, aumentando sua expressdo e atividade, e portanto contribuindo
significativamente para a producdo de ERO e consequente lesdo do miocardio
(MAEJIMA et al., 2011).

A NOX2 esta predominantemente localizada na membrana plasmatica e a sua
atividade é regulada por fatores citosolicos, incluindo p47phox, p67phox, p40phox e
Rac. A NOX4 estd predominantemente localizada nas membranas de organelas
intracelulares, incluindo o nucleo, mitocondria e o reticulo endoplasmatico (ER).
Diferentemente da NOX2, acredita-se que NOX4 seja constitutivamente ativa e a
sua atividade controlada principalmente pelos seus niveis de expressao
(MATSUSHIMA; TSUTSUI; SADOSHIMA, 2014).

Em animais NOX27, ja foi demonstrado que o efeito prejudicial das ERO
ocorre durante a fase de reperfusdo, em vez de durante a fase isquémica, pois nao
foi observado qualquer efeito protetor in vivo, nha auséncia de reperfusdo, apés 24
horas de isquemia. Este resultado é consistente com o0 conceito de que o
fornecimento de oxigénio durante a reperfusdo € o substrato para a geracao de ERO
(BRAUNERSREUTHER et al., 2013). Além disso, ja se sabe que animais NOX2 7,
quando infartados, apresentam reducdo da morte celular dos cardiomidcitos,
melhora da sobrevivéncia dos animais, bem como reducgédo significativa da area do
infarto (AKKI et al., 2009; MATSUSHIMA et al., 2013; BRAUNERSREUTHER et al.,
2013).

Outros fatores extremamente importantes durante a fase aguda sdo os danos
teciduais e as lesfes vasculares causadas pelo infarto do miocardio que resultam no
recrutamento de células inflamatérias para a regido infartada, aumentando a
inflamagé@o local e gerando aumento do estresse oxidativo. Os neutrofilos e
macrofagos, que sdo células primarias inflamatorias de combate do sistema imune,
elevam a expressdo de NADPH oxidases diante de um quadro inflamatério (FUKIU
et al., 2001). Este é considerado um importante elo entre a inflamacéo e estresse
oxidativo apos o IM. Embora a inflamacéo promova o estresse oxidativo, as espécies
reativas de oxigénio também podem aumentar a inflamacdo, estimulando a

producdo de TNF-a no tecido cardiaco (KABE et al., 2005) e ativando o NF-kB, que
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€ um mediador importante da inflamacdo por aumentar a expressdo de varias
moléculas de adesdo, proteinas quimiotaticas e citocinas proé-inflamatoérias
(SCHOONBROODT e PIETTE, 2000).

Estudos mostraram que os aumentos na producdo de ERO e nos niveis de
citocinas inflamatorias apos IM néo estéo limitados a fase de reperfuséo ou as fases
iniciais do infarto. Tais aumentos podem continuar durante as fases tardias do
remodelamento cardiaco e na insuficiéncia cardiaca. Por exemplo, os coracfes
humanos com insuficiéncia cardiaca exibem tropomiosinas com dimerizacdes e
nitrosilagdes, bem como um aumento da carbonilacdo de actina e tropomiosina, que
sao modificacoes proteicas mediadas pelas ERO (CANTON et al., 2011).

Além dos efeitos prejudiciais da oxidacdo em si, as ERO também podem
promover o desenvolvimento de fibrose intersticial e mudancas na matriz
extracelular, em parte por meio da ativacdo de metaloproteinases de matriz.

Contrabalanceando o estresse gerado, o coracdo normal possui uma
capacidade substancial para neutralizar as espécies reativas de oxigénio que estao
sendo geradas em condicdes basais. Os antioxidantes sao definidos como
substancias que inibem ou retardam o dano oxidativo a proteinas celulares, lipidos e
DNA. No entanto, no coragdo lesado, a defesa antioxidante estd4 sobrecarregada,
resultando na permanéncia dessas espécies em excesso (HILL e SINGAL, 1996).
Além disso, existem evidéncias de diminuicdo da capacidade antioxidante, bem
como da expressdo do gene e da proteina superdoxido dismutase, as quais
contribuem para o aumento do estresse oxidativo no miocardio infartado (SUN,
2009). Em coracbes de ratos, foi demonstrado que o0s niveis de superoxido
dismutase, catalase, glutationa peroxidase estavam diminuidos ap6s IM (HILL e
SINGAL, 1997).

Com base nestas observagbes, a terapia antioxidante foi naturalmente
considerada uma opcao adequada para evitar tal prejuizo. Entretanto, diversos
estudos clinicos investigaram o papel dos antioxidantes em lesdes de reperfusao
mediadas por ERO pela administracdo de drogas antioxidantes, antes da
intervengcdo coronariana ou apds trombdlise. Infelizmente, os resultados néo
mostraram reducédo do tamanho do infarto ou melhora da funcéo cardiaca (YELLON
e HAUSENLOQY, 2007).

Assim, a administracdo de antioxidantes nao foi promissora, possivelmente

devido a necessidade absorc¢do intestinal, ao metabolismo de primeira passagem no
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figado e a meia vida curta dessas moléculas. Logo, novas terapias sdo necessarias
a fim de reduzir o estresse oxidativo tecidual, visando a preservacdo da funcao

cardiaca.

1.7. Terapia celular no infarto do miocardio e problemas gerados pelo

estresse oxidativo

Nos ultimos 15 anos, varios ensaios pré-clinicos e clinicos foram realizados a
fim de avaliar o potencial da terapia celular, com o uso de células-tronco, na
regeneracao tecidual e na atenuacdo do remodelamento ventricular esquerdo.
Diante dos resultados, obtidos as células-tronco e seus derivados vem sendo
considerados uma ferramenta promissora para regeneracdo e reparo dos
cardiomidcitos e para a restauracdo da funcéo cardiaca (WILLIAMS e HARE, 2011,
KRAUSE et al., 2010).

As células-tronco sao caracterizadas como células indiferenciadas (sem
especializacdo funcional e marcadores de diferenciacdo tecido-especificos), com
capacidade de proliferacdo, auto-renovagao e plasticidade (capacidade de se
diferenciar em vérios tipos celulares distintos) (COWAN et al., 2004).

De acordo com esse conceito, uma variedade de tipos celulares tém sido
explorados com a finalidade de proporcionar o reparo cardiaco, podendo ser
agrupadas em relagdo a sua origem.

As células-tronco embrionérias (ESC), derivadas da massa interna dos
blastocistos de mamiferos (JOHNSON et al., 2004), sdo uma das candidatas mais
promissoras para a terapia celular em cardiopatias. Este tipo celular € capaz de se
diferenciar em qualquer tipo celular encontrado nas trés camadas germinativas.
Assim, podemos obter a partir das ESC cardiomiocitos funcionais e células
endoteliais (XU et al., 2002; ABDUL et al., 2009; WINKLER et al., 2005) para serem
utiizadas em transplantes clinicos. Entretanto, a utilizacdo deste tipo celular
desperta uma grande preocupacdo para sua utilizacao clinica, que € a formacéo de
teratomas em modelo animais (LEE et al., 2009).

Outro grande avanc¢o no campo das células-tronco surgiu quando Takahashi e
Yamanaka (2006) descobriram que a superexpressao de quatro genes (Oct 3/4,

Sox2, c-Myc, e KIf4) a partir de transducgdes retrovirais em uma populagédo de
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fibroblastos de camundongo poderia gerar o aparecimento de algumas células com
caracteristicas de células-tronco embriondrias. ApOs selecdo pela expressao dos
quatro genes supracitados, as células-tronco resultantes foram capazes de originar
células dos trés folhetos embrionarios quando transplantadas em embribes
hospedeiros imunodeficientes (GURDON e MELTON, 2008). Devido as suas
propriedades pluripotentes, estas células foram nomeadas de células de
pluripoténcia induzida (iPSC). Cardiomiécitos funcionais ja foram produzidos a partir
das iPSC, demonstrando seu potencial, in vitro e in vivo, para uma possivel terapia
cardiovascular, embora persistam preocupacdes relativas a génese de tumores (YU
et al., 2013; ZHANG et al., 2009).

Outros tipos de células-tronco com menor plasticidade ja foram descritos na
literatura, como por exemplo as células-tronco adultas, que estéo livres dos riscos de
formacdo de teratomas. As células-tronco adultas sdo encontradas em diversos
tecidos do organismo e organizadas em nichos (SUJATA et al., 2008). Algumas
delas j& estdo sendo utilizadas em ensaios clinicos como, por exemplo, as células-
tronco derivadas da medula 6ssea, corddo umbilical e tecido adiposo (NIH, 2009).

Em 1976, Friedenstein e colaboradores foram os primeiros a descrever a
existéncia de uma célula-tronco adulta ndo hematopoiética no estroma da medula
Ossea. Eles observaram que estas células eram aderentes ao frasco de cultura e
exibiam um formato fibroblastdide (FRIEDENSTEIN et al., 1976). A partir desse
momento, surgiram diversos estudos demonstrando que as células aderentes do
estroma da medula 6ssea sdo capazes de se diferenciar em varias linhagens
celulares (PITTENGER et al., 1999).

Em 1991, Caplan sugeriu que essas células deveriam ser nomeadas como
"células-tronco mesenquimais” (MSC) (CAPLAN, 1991). Entretanto, nos ultimos anos
essa nomenclatura tem sido questionada uma vez que o potencial de auto-
renovacao e diferenciacdo em mudltiplas linhagens, duas caracteristicas que definem
uma ceélula-tronco, ndo foi provado ainda para todas as ceélulas estromais obtidas
apenas por aderéncia ao plastico (BIANCO, 2008). Neste contexto, a sigla MSC é
usada para designar as células-tronco/estromais mesenquimais.

Desde entdo, outros grupos demonstraram a existéncia de células com
caracteristicas mesenquimais em diversos tecidos do organismo humano
(CAMPAGNOLLI et al., 2001), bem como em anexos extra-embrionarios (PAPPA e
ANAGNOU, 2009; MARCUS e WOODBURY, 2008).
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O transplante de células estromais mesenquimais (MSC) € uma abordagem
promissora para o tratamento de doencas isquémicas do coracdo. Estudos tém
demonstrado a capacidade das MSC transplantadas para enxertar e secretar uma
grande variedade de fatores paracrinos pré-angiogénicos e pro-sobrevivéncia
(WILLIAMS e HARE, 2011; CHEN et al., 2004; RUAN et al., 2005).

Em 2014, Passipieri et al. avaliou a efichcia de células estromais
mesenquimais derivadas da placenta, no modelo de rato de infarto do miocéardio. O
grupo que recebeu as MSC apresentaram uma melhora na fracdo de ejecéo, apos
um més de tratamento, quando comparado ao grupo placebo. Apesar de seus
efeitos benéficos, o sinal bioluminescente das MSC desapareceu em 3 dias.

Outro estudo pré-clinico (RICHARDSON et al., 2013) administrou as MSC de
medula 60ssea em duas quantidade diferentes e observaram que ambas reduziram a
cavidade ventricular, tanto ao final da diastole quanto ao final da sistole, quando
comparado ao grupo controle. Além disso, animais transplantados com a dose mais
alta de células, tiveram reducdo do percentual de fibrose da parede livre do
ventriculo esquerdo.

Adicionalmente, Gandia et al., 2008 também demonstrou um efeito benéfico
nos animais infartados porém tratados com MSC da polpa de dente, observando
diminuicdo da cicatriz do infarto e o aumento da densidade vascular.

Considerando os ensaios clinicos, Bartunek et al. (2013) administraram MSC
derivadas da medula 6ssea, 100 dias apoés infarto. Seis meses ap0s o tratamento
com as ceélulas, os autores observaram aumento significativo da fracdo de ejecéo
nos pacientes tratados quando comparados aos pacientes que nao receberam
células. Adicionalmente, o tratamento aumentou significativamente a distancia
percorrida pelos pacientes.

J& foi observado que o tratamento com as células do estroma cardiaco, por
via intracoronariana, aumentou o percentual de massa viavel do musculo cardiaco e
reduziu a fibrose, ap6s um ano de tratamento (MALLIARAS et al., 2014).

Outro trabalho também demostrou aumento significativo da fracdo de ejecéo
ao utilizarem MSC do corddo umbilical (GAO et al.,, 2015). Entretanto, alguns
trabalhos ndo mostraram alterou desse parametro devido ao tratamento com
diferentes MSC (RODRIGO et al., 2013; CHULLIKANA et al., 2014; MALLIARAS et
al., 2014).
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Infelizmente, os beneficios terapéuticos da terapia com MSC parecem ser
relativamente modestos e ndo sdo observadas em todos o0s pacientes
transplantados. Assim, o desafio de buscar uma nova abordagem, visando o
aumento do potencial terapéutico das MSC é claro e urgente.

A baixa relacdo entre o numero de células que sobrevivem e de células
transplantadas continua sendo o maior obstaculo da terapia celular. Muitas células
transplantadas em areas isquémicas morrem, além disso, os efeitos terapéuticos
que as células-tronco poderiam exercer sdo substancialmente reduzidos (TOMA et
al., 2002). Inumeras razbes podem explicar esse fato, incluindo a resposta
inflamatoria do hospedeiro, a lesdo mecanica, a isquemia reduzindo o aporte de
sangue, bem como a ativagdo de receptores de morte. Além disso, a integridade
dessas células-tronco depende da adeséo célula-célula e célula-matriz, a qual pode
ser inibida pelas espécies reativas de oxigénio geradas na regido isquémica apos o
infarto do miocardio (SONG et al., 2010), culminando ou ndo em morte celular.

Estudos desenvolvidos por Valle-Prieto e colaboradores, em 2010, mostrou
a capacidade das células estromais mesenquimais derivadas da medula 6ssea de
manejar o estresse oxidativo in vitro. Os autores observaram que elas apresentavam
elevada expressdo de glutationa peroxidase, e por consequéncia exibiam alta
resisténcia a morte induzida pelo peréxido de hidrogénio quando comparadas aos
fibroblastos dermais humanos. Uma vez que a GPX era depletada, a viabilidade
celular era significativamente reduzida.

Entretanto, outro estudo demonstrou que as MSC de medula 6ssea, quando
tratadas com baixas doses de H202 (20 uM) in vitro, reduziam significativamente a
adeséao, o espraiamento celular e a expressao de moléculas relacionadas a adesao
focal e integrinas. Além disso, quando essas MSC foram injetadas in vivo, em
modelo de infarto do miocardio, sobreviveram por pouco tempo no tecido cardiaco,
diferentemente do que aconteceu quando foi administrado um antioxidante
juntamente com as células (SONG et al., 2010).

Considerando entdo que as ERO geradas podem induzir morte celular nas
células transplantadas, torna-se indispensavel a busca por células resistentes ao
estresse oxidativo, as quais consigam sobreviver melhor neste ambiente hostil para
gue possam se diferenciar ou, pelo efeito paracrino, estimular a recuperacédo do

tecido lesado.
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Diante desse panorama, 0 sangue menstrual constitui uma fonte de células
estromais mesenquimais amplamente disponiveis e pode ser facilmente obtida (CUI
et al, 2007; MENG et al, 2007; PATEL et al 2008; HIDA et al, 2008; ZHONG et al,
2009; BORLONGAN et al, 2010). Além disso, uma caracteristica notavel destas
células é que elas sobrevivem ao processo de intensa isquemia e reperfusao sofrido
pelo endométrio durante o ciclo menstrual, o que sugere resisténcia ao EO. O
fenbmeno da menstruacédo é iniciado a partir da reducao brusca das concentracdes
estrogénio e progesterona, com uma fase isquémica. Nesta fase, as artérias
espiraladas e as arteriolas vasocontraem, 4 a 24 horas antes do inicio do
sangramento. Em seguida, ha o relaxamento desses vasos e reperfusdo do
endométrio, gerando uma lesdo por isquemia e reperfusdo e uma macica infiltracéo
de leucdcitos. Logo, ocorre um remodelamento da matriz endometrial, com formacao
de hematomas, apoptose e necrose celular, aumento do estresse oxidativo tecidual
levando ao descolamento e fragmentacédo do tecido (MELMED et al, 2011). Sendo
assim, essas MSC sobrevivem a esse fenbmeno ja que elas reconstituem todo o
endométrio mensalmente, bem como as que foram obtidas a partir do sangue
menstrual crescem normalmente em cultura. Entretanto, ainda ha possibilidade que
essas celulas sejam de origem perivascular in vivo.

De fato, ja foi demonstrado que as células estromais mesenquimais derivadas
do sangue mestrual (CeSaM) sobrevivem a altas concentracfes de perdxido de
hidrogénio in vitro. Adicionalmente, apresentam elevada atividade das enzimas
antioxidantes em comparagdo com as células-tronco embrionarias e as células-
tronco pluripotentes induzidas geradas a partir CeSaM (ASENSI et al., 2014). Além
disso, ja foi demonstrado que as CeSaM apresentam efeitos promissores em alguns
modelos pré-clinicos que apresentam aumento do estresse oxidativo devido a
elevada producdo de ERO, tais como: infarto do miocardio, acidente vascular
cerebral, isquemia de membro e diabetes.

Utilizando o modelo de infarto do miocardio ja foi demonstrado que as células
derivadas do sangue menstrual tinham um forte potencial cardiomiogénico para se
transdiferenciarem in vitro e in vivo. In vivo, as CeSaM transplantadas em ratos
submetidos ao infarto restauraram a funcédo cardiaca, reduzindo a area infartada
(HIDA et al., 2008). Assim, foi demonstrado um possivel beneficio terapéutico que

essas células poderiam exercer no tratamento de doencas isquémicas do coracao.
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No mesmo ano, o grupo de Murphy administrou as CeSaM pela via
intramuscular em camundongos imunocompetentes imediatamente apés a ligacao
da artéria femoral para inducao da isquemia do membro. A injecdo dessas células foi
realizada por mais dois dias, logo abaixo da ligadura da artéria, resultando na
preservacdo do membro integro nos animais tratados, enquanto que 0s controles
evoluiram para a necrose do membro (MURPHY et al., 2008). Este dado sugere a
possibilidade de as CeSaM estimularem a angiogénese que é um fendmeno
importante para atuar na sobrevivéncia dos cardiomiécitos que estéo localizados na
regido que sofreu isquemia no coracéao.

Considerando as doencas neurodegenerativas, Borlongan e cols (2010)
utilizaram um modelo de acidente vascular cerebral isquémico in vivo e observaram
aumento da sobrevivéncia das células neurais e melhora comportamental dos
animais, quando CeSaM foram transplantadas 2 horas apds a lesao.
Adicionalmente, mostraram que células transplantadas ainda estavam presentes na
area de penumbra apés 14 dias.

Em 2014, foi demonstrado por Wu e colaboradores que as CeSaM reverteram
a hiperglicemia, o peso corporal, prolongaram o tempo de vida, aumentaram a
producdo de insulina em ratos diabéticos, bem como recuperaram estruturas de
ilhotas e estimularam a regeneragao das células 3 enddgenas.

Existem poucos trabalhos na literatura que envolvem as células estromais
mesenquimais derivadas do sangue menstrual, principalmente avaliando seu
potencial terapéutico in vivo, e 0s que estdo descritos ndo avaliaram o mecanismo
pelo qual estas células apresentaram o efeito benéfico. Portanto, € necessario que
mais estudos de grupos independentes sejam feitos com este tipo celular para

comprovar a sua eficacia, beneficio terapéutico e mecanismo de acao.
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1.8. Hip6tese do trabalho

Diante deste cenario, a hipotese deste trabalho é que as CeSaM podem ser
resistentes ao estresse oxidativo gerado durante o processo de isquemia e
reperfusdo miocardica, uma vez que estas células sédo provenientes de um ambiente
submetido a intensa necrose e reperfusao.

Adicionalmente, durante o meu mestrado comprovei que as CeSaM
apresentam elevada sobrevivéncia e aderéncia na presenca de altas concentracdes
de peroxido de hidrogénio. Também observamos grande atividade das enzimas
antioxidantes, além da manutencdo dos mesmos niveis de ERO intracelulares na
presenca de H20:2 exdgeno. Com essas informacdes em méos, os desafios
propostos na minha tese de doutorado foram divididos em duas partes. A primeira
consistiu em avaliar o impacto do ambiente isquémico na adesdo, viabilidade,
proliferacdo e potencial antioxidade das CeSaM, mediante a privacdo de soro e
oxigénio. Ja a segunda parte deste trabalho consiste em estudar o efeito das
CeSaM, quando injetadas no infarto do miocardio, jA que neste modelo de doenca
ocorre elevacao do estresse oxidativo. Julgamos que essas células, por serem mais
resistentes e possuirem uma maior defesa antioxidante, sejam capazes de
sobreviver no ambiente hostil do infarto, exercendo por mais tempo o0 seu efeito
paracrino, aumentando as chances de sobrevivéncia dos cardiomidcitos
remanescentes, estimulando a recuperacdo do miocardio que sofreu lesdo por
isquemia e reperfusdo. A terapia celular sera realizada, por via intramiocardica,
quando ocorrer a maior producdo de ERO apéds a isquemia e reperfusdo da artéria
coronaria esquerda. Assim, saberemos se essas células sdo capazes de diminuir
essa producédo de ERO, bem como modular a defesa antioxidante, reduzindo o dano

as células locais.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral

Levando-se em consideracdo a importancia mundial das doencas isquémicas
e de suas alternativas terapéuticas para a populacdo geral, tanto no aspecto de
saude publica quanto no seu impacto econémico, e considerando as perspectivas
recentes de emprego da terapia celular, o presente trabalho tem como objetivos

principais:

e Avaliar o efeito da privacao de soro e reducao das concentracdes de oxigénio
nas ceélulas estromais mesenquimais derivadas do sangue menstrual
(CeSaM) como forma de mimetizar os efeitos da isquemia in vitro.

e Estudar o impacto do transplante de células estromais mesenquimais
derivadas do sangue menstrual no modelo de infarto do miocardio por

isquemia e reperfusdo em ratos.

2.2. Objetivos Especificos Parte I:
Expor as CeSaM a diferentes condi¢cdes de concentracao de oxigénio e
privacao de soro e avaliar:
2.2.1. A adesao celular;
2.2.2. A susceptibilidade a morte por meio da quantificacdo da viabilidade
celular,;
2.2.3. A presenca de células apoptéticas;
2.2.4. As fases do ciclo celular;
2.2.5. A atividade das enzimas antioxidantes catalase, superoxido dismutase

e glutationa peroxidase.
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2.3. Objetivos Especificos Parte Il
2.3.1. Reproduzir o modelo de infarto do miocardio por isquemia e reperfusao
em ratos.
2.3.2. Analisar a producdo de espécies reativas de oxigénio ao longo de
diferentes tempos apos isquemia e reperfuséo.
2.3.3. Em animais infartados tratados ou nao com as CeSaM, analisar:

2.3.3.1. Os niveis de RNA mensageiro para as diferentes NADPH
oxidases nos coracoes;

2.3.3.2. O efeito da terapia celular na producédo de espécies reativas de
oxigénio no coracao;

2.3.3.3. Os niveis de RNA mensageiro para as diferentes enzimas
antioxidantes nos coragoes;

2.3.3.4 O efeito da terapia celular na atividade das enzimas
antioxidantes catalase, superoxido dismutase e glutationa peroxidase nos

coracoes.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Isolamento e cultivo das células estromais mesenquimais derivadas do

sangue menstrual

3.1.1. Coleta das células humanas derivadas do sangue menstrual

O protocolo abaixo foi aprovado pelo Comité de Etica do Hospital Universitario
Clementino Fraga Filho (HUCFF), sob o niumero de registro 056/09 (Anexo A).

O sangue menstrual foi coletado de jovens voluntarias saudaveis (n=12), com
idade entre 18 e 32 anos, no dia de maior fluxo menstrual, geralmente 24 horas apo6s
inicio da menstruacdo. ApOs a assinatura do termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE), as voluntarias receberam instrugdes quanto ao procedimento de
coleta. A coleta foi feita em um coletor de urina contendo 5 mL de uma solucao
salina sem calcio e magnésio, suplementada com penicilina 100 IU/mL e
estreptomicina 100 mg/mL para evitar contaminacéo bacteriana.

Os critérios de exclusdo da pesquisa foram: mulheres com histérico de

qualquer enfermidade ou que ja estdo na menopausa.

3.1.2. Isolamento e cultivo das células aderentes presentes no sangue

menstrual

O material coletado foi diluido em solucdo salina tamponada com fosfato
(PBS) de sodio e potassio, na proporcao 1:2, homogeneizado e centrifugado 300 x g
por 5 minutos. O sedimento de células foi ressuspendido novamente em PBS e
centrifugado a 300 x g durante 5 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi
desprezado, as células foram contadas em camara de Neubauer (Hausser Scientific)
e a viabilidade foi analisada com azul de Trypan 0,4% (Trypan Blue, Sigma-Aldrich).
Por fim, as células obtidas apés as lavagens foram ressuspendidas em DMEM-High
Glicose (4,5 g/L) suplementado com 20% de soro fetal bovino (Gibco), 2 mM de L-
glutamina (Sigma-Aldrich), antibiéticos (penicilina 50 U/mL e estreptomicina 50
ng/mL - Gibco) e plaqueadas em placas de cultura de 35 mm.

ApoOs o plagueamento, as culturas foram mantidas em estufa a 37°C, com

atmosfera Umida, na presenca de 5% de CO:2 e 21% de O2, caracterizando um
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cultivo em norméxia. A primeira troca do meio de cultura ocorreu dois dias ap6s o
plagueamento. As células e debris celulares que ainda estavam no sobrenadante
foram descartados.

O meio de cultura foi trocado regularmente de acordo com o consumo dos
nutrientes pelas células, ocorrendo, geralmente, duas vezes por semana. Quando as
culturas atingiram a confluéncia de area de 80%, foram dissociadas com solu¢éo de
tripsina-EDTA 0,25% (Gibco) e expandidas. As culturas foram acompanhadas
periodicamente para observacdo da morfologia, confluéncia celular e possiveis
contaminagdes. Todos os experimentos a seguir foram realizados entre a 42 e 52
passagens.

Os experimentos in vitro a seguir foram realizados na presenga e na auséncia
de soro, bem como em diferentes concentragdes de oxigénio (21%, 5% e 1%), por 48

horas e 7 dias, totalizando 12 condi¢des de cultivo diferentes por amostra (Figura 1).
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CeSaM
Normoxia Hipoxia 5% Hipoxia 1%
Com Soro Sem Soro Com Soro Sem Soro Com Soro Sem Soro
48 Horas
7 Dias
Adesao Celular Ensaio de Apoptose Atividade de Enzimas
Viabilidade Celular Ensaio de Ciclo Celular Antioxidantes

Figura 1: Protocolo experimental in vitro (Parte I): A fim de mimetizar o ambiente
isquémico, as CeSaM foram cultivadas na auséncia ou presenca de 20% de soro e em
concentragdes normais (21%) ou reduzidas de oxigénio (hipdxia 5% e 1%), por 48 horas e 7 dias.

3.2. Ensaio de adesao celular

A metodologia adotada para a realizacdo desse experimento foi a mesma
descrita por Asensi e colaboradores (2014). Para tal, as CeSaM foram dissociadas,
contadas e 1x10° células foram replaqueadas, em triplicata. Ap6s 2 horas, 48 horas
e 7 dias de cultivo a 37°C, as células cultivadas com e sem soro, nas diferentes
concentragcbes de O2, foram lavadas trés vezes com PBS e fixadas com etanol.
Depois da fixacdo, as células foram coradas com cristal violeta 0,05% (w/v) diluido
em metanol. Aliquotas de 150 yL foram transferidas para uma placa de 96 pocos e a
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absorbancia mensurada em 570 nm (A570) usando o leitor de microplacas
Victor™X5. A absorbancia é diretamente proporcional a quantidade de células
aderidas no momento da fixagcdo. Logo, a adeséo celular corresponde a razao entre
A570 na condicdo experimental e na condicdo controle (norméxia com soro)

multiplicado por 100.

3.3. Viabilidade Celular com azul de Trypan

Apés o cultivo nas diferentes condi¢cdes de oxigénio e soro, por 48 horas e 7
dias, as CeSaM no sobrenadante foram descartadas e as aderentes foram retiradas
da placa com a tripsina-EDTA 0,25% (Sigma). O teste de viabilidade por excluséo
das células coradas foi realizado com azul de Trypan 0,4%. As células foram
contadas no microscopio em camara de Neubauer (Hausser Scientific) ap6s a

diluicdo 1:1 no corante citado.

3.4. Ensaio de Apoptose: Anexina V e 7TAAD

Neste ensaio, foi utilizado o protocolo e o Kit de Anexina V PE (BD
Pharmingen, catalogo 559763). A marcacdo com Anexina V-PE e 7-amino-
actinomicina D (7-AAD) permite identificar e quantificar as células viaveis (anexina V-
| 7-ADD-), as células apoptéticas em estagio inicial (anexina V+/ 7-ADD-) e as
células apoptdticas em estagio final ou céulas mortas (anexina V+/ 7-ADD+).

A fim de quantificar o percentual de células apoptoéticas, apdés o cultivo nas
diferentes condicBes de oxigénio e soro, por 48 horas e 7 dias, as células nao
aderentes foram descartadas e as aderentes foram tripsinizadas, lavadas e
centrifugadas 300 x g por 5 minutos. Para cada situacdo, 3x10° células obtidas
foram ressuspendidas em 300 pL de tampédo de ligacdo e divididas da seguinte
forma: 1x10° CeSaM né&o foram marcadas (Branco), 1x10° CeSaM foram marcadas
somente com 5 pL de Anexina V-PE e, por fim, 1x10° CeSaM foram marcadas com 5
ML de 7-AAD e 5 pL de Anexina V-PE durante 20 minutos em temperatura ambiente
e ao abrigo da luz. Em seguida, mais 300 pL de tampado de ligacdo foram
adicionados a cada condigcdo de marcacdo e as ceélulas foram analisadas em até
uma hora.

A aquisicdo das células (50000 eventos) foi realizada no citdmetro de fluxo
BD Accuri C6 (BD Biosciences). Os detectores forward scatter (FSC) e side scatter

(SSC) foram colocados em escala linear, enquanto os detectores de fluorescéncia
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FL-2 e FL-3 foram colocados em escala logaritmica. Para cada experimento, foram
efetuadas as compensacdes necessarias. Apds a aquisicdo, a analise dos

resultados obtidos foi realizada usando o software Flow Jo 4.1.

3.5. Ensaio de Ciclo Celular: lodeto de Propideo

Apods o cultivo nas diferentes condicées de oxigénio e soro, por 48 horas e 7
dias, as CeSaM foram retiradas da placa com a tripsina-EDTA 0,25% (Sigma). Em
seguida, 10° células foram incubadas e permebilizadas por 20 minutos em
temperatura ambiente em uma solugao com Triton X-100 0,1%, 10 pg/mL de RNAse
A (Sigma-Aldrich) e 50 pg/mL de iodeto de propideo (Sigma-Aldrich). A RNAse A
cliva as moléculas de RNA presentes na célula, permitindo assim que a
fluorescéncia obtida seja devida somente ao DNA.

A aquisicdo das células (50000 eventos) foi realizada no citdmetro de fluxo
BD Accuri C6 (BD BIOSCIENCES). Os detectores forward scatter (FSC), side scatter
(SSC) foram colocados em escala linear, enquanto os detectores de fluorescéncia
FL-2 e FL-3 foram colocados em escala logaritmica. Para cada experimento, foram
efetuadas as compensacdes necessarias. ApOs a aquisicdo, a analise dos
resultados obtidos foi realizada usando o software Flow Jo 4.1. Inicialmente, os
eventos foram selecionados no grafico FL2-H (em escala logaritmica) x FL2-A (em
escala linear) e, em seguida, avaliados em um histograma que analisou o canal FL2-
A (em escala linear) pelo numero de eventos. O calculo do numero de células em
cada uma das fases do ciclo celular foi realizado pelo préprio programa de analise, a

partir do gréafico de histograma, utilizando o teste Dean-Jett-Fox.

3.6. Atividade das enzimas antioxidantes

3.6.1. Preparacdo do homogenato

Em torno de 30 mg de tecido ou 3x10° células foram lisados com tamp&o Tris-
HCI 50 mM (pH 7,6) contendo: EDTA 5 mM; ditiotreitol (DTT) 0,01 mM; aprotinina
0,01 mg/mL e Fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF) 0,2 mM, para lise celular e
preservacdo das proteinas. O homogenato foi centrifugado a 3000 x g por 15

minutos a 4°C. O sobrenadante foi coletado e utilizado para a medida das atividades
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enzimaticas no espectrofotometro UV/VIS Lambda 35 (Perkin EImer). O contetdo de
proteina foi determinado pelo método de Bradford (Bradford, 1976) no leitor
Victor™X5.

3.6.2. Determinacao da Atividade da Catalase

A atividade da catalase foi mensurada através do desaparecimento do
peroxido de hidrogénio (H2032), formando agua e oxigénio, conforme descrito por
Aebi (1984). O controle experimental consiste na avaliagdo da diminuicdo da
absorcéo de luz em 240 nm do meio de reacao (tampéao fosfato de potassio 50 mM
pH 7,0; Triton X-100 0,002%; EDTA 0,1 mM; per6xido de hidrogénio 15 mM, o
volume final da reacéo foi de 1 mL) durante cerca de 1 minuto. Em seguida, foram
adicionados cerca de 30 mg do homogenato celular e a absor¢céo de luz continuou
sendo acompanhada por mais 2 minutos. A atividade da catalase foi obtida através
da diferenca entre a taxa de diminuicdo da absorbancia com e sem homogenato. A
atividade foi calculada através da quantidade de H202 consumido por minuto,
utilizando o coeficiente de extingdo molar do H202 (43,6 Mt.cm?). A atividade da
enzima foi expressa em unidades (umols de H202 consumido por minuto) por

miligrama de proteina.

3.6.3. Determinacao da atividade da Superoxido Dismutase (SOD)

A atividade total da SOD foi determinada conforme o método descrito por
Crapo et al, 1977. Neste método, o superoxido (Oze-) gerado a partir de um sistema
xantina-xantina oxidase (X-XO) reduz o citocromo C, gerando um aumento na
absorgéo de luz em 550 nm. A adicdo de um homogenato contendo SOD dismuta o
O2e¢ em peroéxido de hidrogénio (H202) impedindo que o citocromo C seja reduzido.
O meio de reacdo foi composto por tampédo fosfato de potassio 50 mM (pH 8,0)
contendo: EDTA 0,1 mM; cianeto de potassio 0,01 mM; citocromo C 0,02 mM e
xantina 0,05 mM, o volume final da reacao foi de 1 mL. A reacdo do controle foi
disparada adicionando xantina oxidase (concentracéo final de 8 mU/mL) ao meio de
reacdo, avaliando a reducéo do citocromo C através do aumento da absor¢do de luz
em 550 nm por cerca de 2 minutos. Em seguida, foram adicionados cerca de 60 ug

de proteina do homogenato celular e a reducdo do citocromo C continuou sendo
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mensurada por mais 2 minutos. A atividade da SOD foi obtida através da diferenca
da diminuicdo da reducdo de citocromo C, observada quando o homogenato €&
adicionado ao sistema X-XO. A diminuicdo de 50% da taxa de reducéo do citocromo
C representa uma unidade de SOD. A atividade total da SOD foi expressa em

unidades por miligrama de proteina.

3.6.4. Determinacao da Atividade da Glutationa Peroxidase (GPX)

A atividade da GPX foi mensurada conforme o método descrito por Flohé e
Gunzler (1984). Neste método, a GPX converte o tert-butil hidroperéxido em agua,
oxidando a glutationa reduzida (GSH) em glutationa oxidada (GSSG). A GSSG é
reduzida a GSH pela enzima glutationa redutase (GR), as custas da oxidacdo do
NADPH em NADP.

A diminuicdo da absorcédo de luz em 340 nm, promovida pela oxidacédo do
NADPH, foi avaliada durante 3 minutos a 37 °C no meio de reacdo, que serviu como
controle do experimento (composicdo do meio de reagdo: tampdo fosfato de
potassio 100 mM; EDTA 1 mM (pH 7,0); NADPH 0,15 mM, glutationa reduzida 0,5
mM, GR 240 mU/ml e tert-butyl hidroperdxido 1,2 mM, o volume de cada reacao foi 1
mL). Em seguida, foram adicionados 60 pg de homogenato celular e a oxidagéao do
NADPH continuou sendo monitorada por mais 3 minutos. A atividade da GPx foi
calculada subtraindo a taxa de oxidacdo do NADPH obtida com e sem homogenato
(através de regressao linear). O coeficiente de extincdo milimolar do NADPH (6,22
mM-?) foi utilizado na determinacdo da atividade da GPX e esta foi expressa em
unidades por miligrama de proteina. Uma unidade representara 1 umol de NADPH

oxidado por minuto.

3.7. Animais Experimentais

O estudo foi realizado utilizando fémeas da espécie Rattus norvegicus da
linhagem Wistar com 10 semanas de idade, pesando entre 200 g e 250 g, obtidos do
Biotério Multiusuario de Pequenos Roedores alocado no Instituto de Biofisica Carlos
Chagas Filho — UFRJ. Os animais foram mantidos no biotério em ambiente com
temperatura controlada (23°C) e exposi¢ao diaria a um ciclo claro-escuro de 12 em

12 horas sem restricdo de agua e racao.
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Este estudo foi realizado em conformidade com o Guia de Cuidado e Uso de
Animais de Laboratério (DHHS Publicacdo No. (NIH) 85-23, revisado em 1996,
Office of Science and Health Reports, Bethesda, MD 20892) e aprovado pela
Comissdo de Etica de Uso de Animais em Experimentacdo Cientifica (Centro de
Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Rio de Janeiro) sob o numero de
referéncia IBCCF 022/14 (Anexo B).

Os grupos experimentais foram montados de acordo com os diferentes
objetivos deste trabalho e encontram-se definidos abaixo:

e Grupo Sham: falso-operado. Submetidos ao procedimento cirdrgico sem a
ligadura da artéria coronaria descendente anterior e ndo receberam tratamento
com células ou veiculo.

e Grupo INF-Placebo: infartado tratado com veiculo (40 pL de soro fisiolégico,
contendo 25% de matrigel administrados por via intramiocéardica).

e Grupo INF-CeSaM: infartado e tratado com células estromais mesenquimais
derivadas do sangue menstrual (40 pyL de soro fisioldgico, contendo 25% de
matrigel e 5x10° CeSaM administrados por via intramiocardica).

3.8. Desenho do estudo in vivo

O estudo in vivo foi dividido em 3 etapas: a primeira etapa visou estabelecer o
modelo de isquemia e reperfusdo em ratos por oclusdo transitéria da artéria
coronéria descendente anterior (Figura 2A). Em seguida, a segunda etapa avaliou a
producdo de espécies reativas de oxigénio em diferentes tempos apos isquemia e
reperfuséo, definindo quando ocorre a maior producédo de ERO (Figura 2B).

Por fim, na terceira etapa, as CeSaM foram injetadas tanto na borda quanto
na regido infartada do miocardio no momento em foi observado a maior producéo de
ERO. Duas e 24 horas depois os animais foram eutanasiados e o cora¢cdo removido
para analise da producdo das espécies reativas de oxigénio, bem como para

avaliacao da atividade antioxidante (Figura 2C).
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12 Etapa da Parte II: Estabelecimento do Modelo de Isquemia e Reperfusdo em Ratos.

Dia 0 90 minutos Dia 1 Dia 28
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22 Etapa da Parte II: Avaliacdo do ponto de maior producdo de ERO péds Isquemia e

Reperfuséo.
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(o)

32 Etapa da Parte II: Terapia Celular: Impacto sobre produgédo de ERO e defesa antioxidante.

) ) 50 minutos pds 2 e 24h poés
Dia0 90 minutos reperfusdo reperfusdo
| Isquemia | Reperfusao | Reperfusao | |
£ v PCR Tempo Real:
Retirada da Canula ECG Flitanzsia NOX e Antin)xi
Indugdo do Infarto Injecdo de 5x10° ‘ I'I | ‘N v Amplex Red:
CeSaM na borda e (T L Quantificacdo da
area infartada. AT-—-& -y %‘ " Produgdo de ERO.

v' Atividade Anti Oxi

Separacao do
tecido em area de
infarto e borda do

infarto

CEUA-CSS: 022/14

Figura 2. Etapas do protocolo experimental in vivo (Parte Il): O estudo iniciou-se
com o estabelecimento do modelo de inducdo de infarto por isquemia e reperfusdo (A),
seguido da avaliagdo do tempo pés reperfusdo com maior producdo ERO (B). Por fim, foi
realizada a terapia celular a fim de analisar o seu impacto sobre a producdo e remocéo de
ERO no tecido cardiaco (C). ECG - eletrocardiograma, ECO — ecocardiograma, Anti Oxi —

enzimas antioxidantes.

3.9. Procedimento cirurgico para realizacdo do infarto do miocardio em ratos

O procedimento de infarto do miocardio foi realizado a partir de modificacdes
de dois diferentes protocolos (PASSIPIERI et al., 2014; KLOCKE et al., 2007).

Inicialmente, o animal foi anestesiado, por via intraperitoneal, utilizando-se
cloridrato de xilasina (Syntec), na dose de 20 mg/kg e cloridrato de quetamina
(Syntec), na dose de 80 mg/kg. ApGs a perda do reflexo postural, este foi fixado na
mesa cirargica em decubito dorsal.

Em seguida, o animal foi submetido a incisdo de 1 cm acima da furcula
esternal e as estruturas anatdémicas foram divulsionadas a fim de acessar a traquéia.
Utilizando jelco de calibre 16G (Solidor), a regido acima da cartilagem cricotiredide

foi puncionada, possiblitando o acoplamento ao ventilador mecéanico (Harvard
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Apparatus; Holliston, MA), cujo volume corrente aplicado foi de 2,5 mL e frequéncia
de 90 até 100 incursdes respiratdrias por minuto.

O acesso a cavidade toracica foi realizado na regido paraesternal na altura do
4° espaco intercostal esquerdo. Apés divulsionar a musculatura toracica, que inclui
0s musculos peitoral maior e menor, 0 4° e 5° espacos intercostais a esquerda foram
visualizados. Com auxilio de uma tesoura, o acesso foi realizado acima do espaco
intercostal em que se observou o ictus cordis, regido da parede toracica em que se
pode palpar o batimento do coragédo. A regido da incisdo foi alargada de forma a
visualizar o coracdo. Para externalizacdo do coracéo, um fio prolene 6-0 foi passado
pelo &pice do coracdo. A oclusdo temporaria foi feita mediante a instalacdo de um
ponto cirargico sobre uma céanula de polietiieno (PE10) na artéria descendente
anterior, ligada na altura da juncdo atrio-ventricular com fio prolene 6-0, o que
facilitou a remocéo da sutura apés 90 minutos de isquemia. O tempo de isquemia foi
escolhido baseado em resultados prévios do laboratério (ESPORCATTE et al., 2010)
que observaram que as alteracdes teciduais acarretaram em disfuncéo cardiaca. Em
seguida, a musculatura peitoral foi suturada com o ponto chuleio simples e o0 acesso
da pele fechado com o ponto “boca de saco” previamente preparado. O suporte

ventilatorio foi retirado entre 1 a 5 minutos apGs a cirurgia.

3.10. Eletrocardiograma (ECG)

O eletrocardiograma foi realizado a partir do protocolo descrito por Passipieri
e colaboradores (2014).

As avaliagOes eletrocardiogréficas foram realizadas na derivacdo bipolar D1,
uma ou 24 horas apos a intervencéo cirurgica, com o animal fora ou dentro do plano
anestésico, dependendo grupo experimental (estabelecimento do modelo ou analise
de producdo de ERO e terapia celular). Para realizagcdo dessa derivacao
implantamos trés eletrodos de ago inoxidavel no tecido subcutaneo dos animais, em
trés regides distintas: na regido glutea esquerda, linha axilar média esquerda (polo
positivo) e linha axilar média direita (P6lo negativo) com o auxilio de uma agulha de
21G (Descarpack). Logo, a partir desta distribuicdo dos eletrodos forma-se um
triangulo (conhecido como triangulo de Einthoven) que € o numero minimo de
pontos de aquisicao para ser possivel obter o sinal ECG.

O eletrocardiograma foi realizado utilizando o aparelho Axon CNS Digidata

1440A da Molecular Devices, calibrado para a velocidade de 50 mm/s e voltagem de
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1 mV (20 mm). As andlises foram efetuadas através do programa LabChart7

(ADInstruments) e Clampfit 10.2 (Molecular Devices).

3.11. Ecocardiografia (ECO)

Os ecocardiogramas foram realizados 28 dias ap0s o infarto do miocardio por
isquemia e reperfusdo a partir do protocolo descrito por Passipieri e colaboradores
(2014), a fim de caracterizar o modelo. Os animais foram fixados a plataforma apés
a perda do reflexo postural no aparelho VEVO 770 (VisualSonics). A andlise
ecocardiografica foi realizada sob anestesia com isoflurano 1,5% (Cristalia®) e 100%
de O2. Na regiao precordial, foi realizada uma tricotomia da objetivando melhorar a
janela acustica. Em seguida, foi aplicado o gel de ultra-som (Carbogel®) para
estabelecer o acoplamento acustico entre o transdutor e o tecido cardiaco, além de
manter o foco do feixe ultrassdnico na profundidade desejada, a fim de obter
imagens com boa resolucéo.

O exame foi realizado utilizando um transdutor de 17,5 MHz. A frequéncia
cardiaca (FC) foi monitorada com ECG continuo, sendo o exame realizado entre 300
e 350 batimentos por minutos (bpm).

As imagens do eixo longo do coracdo foram obtidas com o transdutor
posicionado na regido paraesternal com uma angulacdo de 45° em relagdo ao
esterno. O eixo longo compreende a distancia entre a via de saida da aorta e o apice
do coracéo.

Para a obtencéo das imagens de eixo curto, iniciando-se da base do coragao
e seguindo em direcdo ao apice do Orgdo, o transdutor foi posicionado
transversalmente ao torax na regido paraesternal, permitindo a captacdo das
imagens nas posicdes 1, 2, 3 e 4. A imagem referente ao eixo curto 1 incluiu o
ventriculo esquerdo (paredes anterior e posterior), parede septal interventricular e
parte do ventriculo direito, como referéncia utilizamos a valvula mitral. Com relacéo
ao eixo curto 2, a visualizacdo dos musculos papilares foi utilizada como orientacao.
A aquisicao do eixo curto 3 foi realizada posicionando-se o transdutor logo abaixo do
eixo curto 2, proximo a ponta do coracdo. A imagem do eixo curto 4 compreendeu a
porcdo mais distal do 6rgéo.

Os parametros avaliados compreenderam analise da anatomia cardiaca e da

funcao sistdlica do ventriculo esquerdo (VE). O mesmo operador realizou todos os
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exames em um mesmo dia, desconhecendo 0s grupos experimentais aos quais 0s
animais pertenciam.

As medidas de volume diastdlico final (VDF), volume sistolico final (VSF),
débito sistdlico (DS) e fracdo de ejecao do ventriculo esquerdo (FE) foram realizadas

em modo bidimensional pelo método de Simpson.

3.12. Técnica de Langendorff

Para a realizacdo do estudo em coracdes isolados foi utilizado o protocolo
descrito por Bell e colaboradores (2011). Para tal, os animais foram heparinizados
com injecéo intraperitoneal (5 Ul/g de peso do animal) e sacrificados por inalacéo de
CO:2 seguida de deslocamento cervical. Os coragdes foram removidos rapidamente e
colocados em solucao salina fisiolégica [Krebs- Henseleit (KHB): NaCl 118 mM, KCI
4,7 mM, NaHCOs3 25 mM, KH2PO4 1,2 mM, MgSOa4 1,2 mM, glicose 11 mM, e CaClz
1,25 mM]. A fim de se obter uma solucdo de KHB oxigenada e com pH em 7,4, essa
foi aquecida a 37°C e saturada com mistura gasosa carbogénica (95% O2/ 5% COx).

Sequencialmente, a artéria aorta ascendente foi canulada e conectada a um
Sistema de Langendorff modificado. Apos a canulacdo, os coracfes foram mantidos
imersos em solugédo KHB no interior de um recipiente.

A perfusdo do coragéo isolado com solugdo KHB a um fluxo constante de 10
mL/min, mantido por uma bomba peristaltica (Gilson Minipuls 3, Villiers le Bel,
France), preservou a funcdo mecanica do orgdo. A perfuséo iniciada pela artéria
aorta chega a rede coronariana uma vez que folhetos da valvula adrtica estdo
fechados, em fungdo do fluxo retrogrado. A drenagem do fluxo foi feita através da
artéria pulmonar seccionada.

Um pequeno baldo de latex conectado por uma canula a um transdutor de
presséo foi inserido no ventriculo esquerdo através do atrio esquerdo. O volume do
baldo, preenchido com &gua, foi ajustado para uma pressédo diastdlica inicial de 0
mmHg. O transdutor conectado a um amplificador ML110 (ADInstruments) permitia o
registro da pressao intraventricular esquerda. A cada 2 minutos, foram acrescidos ao
baldo 20 pyL de &gua e os registros de pressdo sistdlica e diastdlica foram
digitalizados através de uma interface analdgico-digital (PowerLab 400,
ADInstruments) e armazenados em computador para posterior analise com o

programa LabChart7 (ADInstruments).
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A fim de analisar estatisticamente os dados funcionais obtidos através da
técnica de Langendorff, calculou-se a integral da curva de pressao vs. volume que
corresponde a area sob a curva, por meio do programa MATLAB 7.0. Os valores de
volume foram padronizados para variar de 0 a 1 para todos os animais e os valores

de pressao foram mantidos.

3.13. Preparacao histolégica

Ao final do protocolo experimental os animais foram eutanasiados e seus
coracOes foram parados em diastole, com a infusdo de cloreto de potassio (40 mM).
O coracéo foi cortado transversalmente em duas porcées (base e apice) e foi fixado
com uma solucao de paraformaldeido 4%. Em seguida, o tecido foi emblocado em
parafina, cortada em micr6tomo (6 pum) e corado com picrosirius para avaliacdo da

fibrose na area infartada.

3.14. Morfometria

A coloragdo de picrosirius foi utilizada para marcar as fibras colagenas
viabilizando a delimitacédo da cicatriz fibrotica.

As laminas coradas foram digitalizadas com resolucdo de 2400 pixels e
analisadas no programa Image-Pro Plus 7.0.1. A coloracdo da é&rea infartada foi
quantificada, assim como a area total do ventriculo esquerdo na secéo transversal
analisada. Desta forma, o percentual de area de infarto pode ser calculado. As

analises foram realizadas desconsiderando a parede livre do ventriculo direito.

3.15. Preparacdo do homogenato do tecido cardiaco para posterior avaliacéo
da producao de ERO

A fim de quantificar a produgcdo de ERO, a borda do infarto e &rea infartada
foram homogeneizadas com o auxilio do Tissue Ruptor (Qiagen), em 1,5 mL de
tampdo H [tampdo fosfato de sbédio 50 mM; pH 7,2 contendo sacarose 0,25 M;
ditiotreitol 0,1 mM; EGTA 1 mM; aprotinina 0,01 mg/mL e fluoreto de fenilmetilsulfonil
(PMSF) 0,2 mM]. O homogenato foi centrifugado a 3000 x g, por 10 minutos a 4°C.
O sobrenadante foi coletado e centrifugado novamente a 46000 rpm
(aproximadamente 100000 x g) por 35 minutos a 4°C na ultracentrifuga Optima XE-
90 (Beckman Coulter, USA), utilizando o rotor 70 Ti (Beckman Coulter). O
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precipitado foi ressuspenso em 1,5 mL de tampao A2 (tampéo fosfato de sddio 50
mM; pH 7,2, contendo sacarose 0,25 M; MgCl2 1 mM; aprotinina 0,01 mg/mL e
PMSF 0,2 mM) e centrifugado novamente como da ultima vez. O precipitado foi
ressuspenso em 300 pL de tampéo A2 e as amostras obtidas foram armazenadas a

-70°C para posterior medida da atividade de geracédo de H20..

3.16. Dosagem da atividade geradora de H20:2

A geracdo de H20: foi quantificada pelo método Amplex Red / HRP
(Molecular Probes), que detecta o acimulo de produtos oxidados fluorescentes. As
fracBes particuladas dos tecidos foram incubadas com tampé&o fosfato de sodio 0,3
M, pH 7,2; EGTA 1 mM, superoxido dismutase (100 U/mL; Sigma), peroxidase de
raiz forte (0,5 U/mL; Roche), Amplex red (50 uM; Molecular Probes), NADPH (1
mM; Sigma), na auséncia de cloreto de calcio e a fluorescéncia emitida foi medida
imediatamente no leitor de microplacas (VictorX5, Perkin Elmer) utilizando os
comprimentos de onda de excitagdo em 530 nm e emissdo em 595 nm. Para
determinacdo da atividade especifica das NADPH oxidases, a atividade geradora
de H20:2 obtida na presenca de NADPH foi subtraida da atividade na auséncia de
NADPH, sendo o resultado desta subtracdo relacionado a concentracdo de
proteina na amostra (FORTUNATO et al, 2010).

3.17. Viabilidade e injecdo das CeSaM

No dia da injecao intramiocardica, as CeSaM foram removidas da placa com a
tripsina-EDTA 0,25% (Sigma). Uma aliquota foi separada para o teste de viabilidade
por exclusdo das células coradas com azul de Trypan. Em cada animal
experimental, foram administradas 5x10° CeSaM na borda do infarto e na area
infartada. As células foram ressuspensas em uma mistura de soro fisiolégico estéril
com 25% de Matrigel™ Matrix (Corning Life Sciences) e injetadas com auxilio de
uma seringa de insulina com agulha de 30G (Becton Dickinson) em um volume final

de 40 yL em cada regiao.
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3.18. Niveis de RNA mensageiro das NADPH oxidases e enzimas antioxidantes

3.18.1. Extracdo do RNA total

O &cido ribonucleico (RNA) total do tecido cardiaco foi extraido utilizando o kit
RNeasy Fibrous Tissue (Qiagen), seguindo as recomendacdes do fabricante.
Resumidamente, 15 - 30 mg de tecido foram lisados e homogeneizados em tampéao
desnaturante e o lisado foi filtrado, centrifugado e aplicado em uma microcoluna
contendo uma membrana de silica. A coluna foi lavada 3 vezes, com posterior eluicdo
do RNA com agua livre de RNAse.

Em seguida, o RNA total foi quantificado por espectrofotometria no aparelho
NanoDrop (Thermo Scientific), através da mensuracdo da absorbancia no
comprimento de onda de 260 nm (Az60). As relacdes Azeo:A2s0 € A260:A230 também
foram obtidas e indicam a pureza do RNA. As relacdes Azeo:Azs0 entre 1,9 e 2,1 e a
relacdo Azeo:A230 entre 1.9 e 2,2 foram consideradas ideais, uma vez que razdes
abaixo desses valores sugerem presenca de contaminantes, tais como proteinas ou

fendis. Por fim, as amostras foram armazenadas a -70°C.

3.18.2. Reacao da Transcricdo Reversa

O cDNA foi sintetizado a partir de 1 pg de RNA total por reacéo de transcricao
reversa, utilizando o kit High-capacity cDNA Reverse Transcription (Applied
Biosystems), de acordo com as instruces do fabricante. Além disso, cada amostra
teve um RT- correspondente, sem a enzima transcriptase reversa, 0s quais foram
incluidos para verificar eventuais contaminacdes por DNA genémico. Ao final da

reacao, o cDNA foi estocado em freezer —20°C até o momento do ensaio de PCR.

3.18.3. Reacao em Cadeia da Polimerase (PCR) em tempo real

Um e meio nanograma de cDNA em &gua livre de RNase foram amplificados
no termociclador modelo ViiA™7 (Applied Biosystems) em 12 uL de solugdo
contendo 7,5 puL de 2x Power SYBR (Applied Biosystems), 4 yL de agua livre de
RNAse, 0,5 pL do primer senso e antissenso na concentragcdo de 10 pyM. O
programa de amplificagdo consistiu em um aquecimento a 50°C por 2 minutos,
seguido de desnaturacao e ativacdo da Taq polimerase a 95°C por 10 minutos, 40
ciclos de desnaturacdo a 95°C por 15 segundos, anelamento a 60°C por 30

segundos e extensdo a 72°C por 30 segundos. Em seguida, prosseguimos com as
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curvas de dissociacdo para verificar a especificidade da reacdo. Para tal, foi
realizada a desnaturacdo a 95°C por 15 segundos, anelamento a 60°C por 1 minuto
e novamente desnaturacao a 95°C por 15 segundos.

A eficiéncia das amplificagdes foi avaliada utilizando as diluigbes seriadas do
cDNA molde e somente foram utilizados primers que apresentaram eficiéncia entre
90 - 110% (Tabelas 1 e 2). Cada cDNA foi amplificado em duplicata e uma amostra
correspondente sem a enzima transcriptase reversa (amostra RT-) foi incluida como
controle negativo. Além disso, a expressdo dos genes das NADPH oxidases e
enzimas antioxidantes foi normalizada pela expressdo do gliceraldeido-3 fosfato
desidrogenase (GAPDH) que foi usado como controle enddgeno.

A quantificacdo relativa dos produtos de amplificacdo foi feita através da
comparacao relativa dos produtos de PCR durante a fase log-linear do processo de
amplificacdo. Para tal, foi utilizado o método 299t sendo ddCt = [(dCt experimenta - dCt
controle). O dCt € a subtragcdo entre numero do ciclo em que a molécula alvo atinge o
limiar pelo numero do ciclo em que o controle endoégeno atinge o limiar. O Ct refere-
se ao numero do ciclo no qual a fluorescéncia é detectada (threshold cycle) e é
determinado em cada amplificacdo pelo software Viia™7 Software versdo 1.1
(Applied Biosystems).

Os resultados foram apresentados em escala logaritmica na base 10, a fim de
evidenciar melhor graficamente as possiveis diferencas.

As sequéncias dos primers que foram utilizados estdo na tabelas 1 e 2.

Tabela 1. Sequéncia de primers que foram utilizados para detec¢éo dos transcritos das NADPH

oxidases e controle enddgeno (GAPDH).

G Sequéncia do primer senso Tamanho Eficiéncia
ene
Sequéncia do primer antissenso (bp) do Primer
CAATTC ACA CCATTG CAC ATC
NOX 2 181 bp 100,67%

CGA GTC ACA GCCACATACAG

TCCATCAAG CCAAGATTCTGAG
NOX 4 192 bp 97,32%
GGT TTC CAGTCATCCAGT AGAG

CCATCAACG ACCCCTTCATT
GAPDH 110 bp 106,97%
GAC CAG CTT CCCATT CTC AG

NOX — NADPH oxidases; GAPDH - gliceraldeido-3 fosfato desidrogenase.
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Tabela 2. Sequéncia de primers que foram utilizados para deteccéo dos transcritos das

enzimas antioxidantes.

Eficiéncia
Sequéncia do primer senso Tamanho .
Gene do Primer
Sequéncia do primer antissenso (bp)

CAA GCT GGT TAATGC GAATGG
CAT 141 bp 109,66%
TTG AAA AGA TCT CGG AGG CC

TGT GTCCAT TGAAGATCG TGT G

SOD1 138 bp 105,24%
CTTCCAGCATIT CCAGTCTITG
GGA CAAACCTGA GCCCTA AG

SOD2 81 bp 104,11%
CAA AAG ACC CAA AGT CACGC

GACCTG GAGATCTGG ATG GA
SOD3 213 bp 108,65%
GTG GTT GGA GGT GTT CTG CT

AAT CAG TTC GGA CAT CAG GAG
GPX1 150 bp 105,49%
GAA GGT AAA GAG CGG GTG AG

TGATTC TAC CCA CGG CAAGT
GPX3 145 bp 109,80%
AGCATCACCCCATTT GAT GT

CAT - catalase; SOD - superdxido dismutase; GPX — glutationa peroxidase.

3.19. Anélise Estatistica

A escolha do teste empregado foi feita de acordo com a finalidade e com as
caracteristicas da variavel envolvida. No caso da comparagdo entre dois grupos,
como por exemplo o falso operado versus infartado, foi utilizado o teste t de Student
para grupos ndo-pareados. Para comparacao entre 3 grupos ou mais, foi utilizado o
teste Analise de Variancia (ANOVA) de uma ou duas entradas, com pos-teste de
Bonferroni. Em todos os testes, o grau minimo de significancia considerado foi de
95% (P<0,05) e os calculos estatisticos foram feitos com o programa Graph Pad

Prism 5.0°9.
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Os valores obtidos foram apresentados como média + desvio padrdo da

média.
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4. Resultados

4.1. Isolamento e cultivo das células estromais mesenquimais derivadas do

sangue menstrual

A fim de enriquecer a fracdo isolada das células derivadas do sangue
menstrual em células estromais mesenquimais, nosso primeiro passo foi isolar a
fracdo aderente ao frasco de cultura. Para tal, apés 48 horas de plaqueamento, as
células ndo aderentes foram removidas. Assim, foi possivel observar a existéncia de
uma subpopulacdo aderente ao plastico da placa de cultura, derivada do sangue
menstrual total. As células aderentes encontravam-se isoladas ou em grupos com
pequeno numero de células aderidas (entre 3 a 100 células) (Figura 3A).
Observamos que essas células aderentes apresentam um formato fibroblastéide
(delgadas e alongadas), que se tornou mais evidente com o passar do tempo, uma
caracteristica semelhante a de células estromais mesenquimais (Figura 3B).

Caso nao houvesse crescimento celular ap6s duas semanas, o material era
descartado. As culturas foram monitoradas diariamente para observagéo de possivel
contaminagcdo por bactérias e/ou fungos, se essa ocorresse, as culturas eram
descartadas.

Para o inicio dos experimentos, era necessario que as células
apresentassem, em até 20 dias, confluéncia na area plagueada de 80-90%. Caso

contrario, também eram descartadas.



64

Figura 3: Microscopia 6ptica de contraste de fase das células humanas derivadas do sangue
menstrual em cultura. Grupos de células aderidas no segunda dia de cultivo, ap6s a remocao do
sobrenadante e lavagens (A). Células em quinta passagem, utilizadas nos experimentos (B). A barra
de calibragéo é de 200 pum.

4.2. Avaliacado da adesao celular nas diferentes condi¢cdes de cultivo

A propriedade de adeséo das células € importante para a terapia celular, uma
vez que é necessario que as células sejam capazes de se fixar, pelo menos por um
periodo, no tecido ou 6rgdo em que foram injetadas para que assim possam
desempenhar a sua funcdo e promover algum beneficio. Em doencas isquémicas, o
ambiente em que essas células séo injetadas € hostil e ha elevacdo do estresse
oxidativo, bem como reducédo da concentracdo de oxigénio e nutrientes, sendo essa
uma importante barreira a ser vencida.

Inicialmente, decidiu-se testar se as CeSaM, em microambiente com auséncia
de soro e privacdo de oxigénio in vitro, teriam uma capacidade de aderéncia
deficiente. Observou-se que, 2 horas apos o plaqueamento, as CeSaM aderiram e
ndo foi observada diferenca significativa no percentual relativo de células aderidas,
independente da concentracdo de soro e oxigénio (Figura 4A) (n=6, em cada
condicdo experimental). Sabendo que esse microambiente ndo reduziu a sua
capacidade de adesdo em duas horas, avaliamos qual o impacto de periodos de
cultivo mais longos na quantidade de células aderidas, reflexo do balanco entre
sobrevivéncia, proliferacdo e morte celular.

Quarenta e oito horas apdés o plaqueamento também ndo foi observada

diferenga significativa no percentual de células aderidas, independente da
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concentracdo de soro e oxigénio (Figura 4B) (n=6, em cada condicdo experimental).
Entretanto, esse percentual foi significativamente reduzido pela auséncia de soro
apos 7 dias de cultivo, ao passo que a reducdo concentracdo de oxigénio nao
impactou negativamente o percentual de células aderidas (Figura 4C), mantendo a
adesao em niveis semelhantes a normoxia (n=6, em cada condicdo experimental).

1 Normoxia 21%
Hipoxia 5%
El Hipoxia 1%
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Figura 4: Ensaio de adesao e quantificacado celular na presenca (20%) ou auséncia de
soro e nas diferentes concentracdes de O,. A privacdo de soro e oxigénio nao
comprometeu a adesdo celular em duas horas (A), bem como ndo alterou o percentual de
células aderidas em 48 horas (B). Entretanto, a auséncia de soro por 7 dias, independente
da concentracdo de O, reduziu o percentual de células aderidas (### p <0,001 comparado
com a mesma concentracéo de O, na presenca de soro) (C).
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Adicionalmente, através da microscopia Optica de contraste de fase
constatamos que a morfologia das CeSaM se manteve fibroblastoide, alongada e
delgada nas diferentes condigBes de oxigénio e soro, apds 7 dias de cultivo (Figura
5). Além disso, a partir dessas imagens € possivel observar que a auséncia de soro

implicou em uma reducdo do numero de células presentes na cultura ao final do
protocolo experimental (n=12).

COM SORO SEM SORO

%TZ BIXQWLION

%G eIxodiH

%T exodiH

Figura 5: Microscopia Optica de contraste de fase das CeSaM apo6s 7 dias em cultivo nas
diferentes condi¢cdes de concentragdo de oxigénio e privacdo de soro. Imagem representativa
das CeSaM cultivadas em norméxia (21%) com e sem soro (A e D), hipéxia 5% com e sem soro (B e
E) e hipoxia 1% (C e F) com e sem soro. A barra de calibragdo é de 200 um.
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4.3. Avaliacdo da susceptibilidade a morte celular nas diferentes condi¢cdes de

cultivo

A reducao de oxigénio para células aerdbicas pode induzir morte celular, bem
como a auséncia de soro. Logo, investigamos o efeito desse microambiente na
viabilidade celular apés 48 horas e 7 dias de cultivo. Neste experimento,
demonstrou-se que nao houve diferenca significativa no percentual de células
viaveis, independente da condicdo e do tempo de cultivo realizado (Figura 6A e 6B)
(n=6, em cada condicao experimental). Isso indica que nas CeSaM apresentam uma

elevada sobrevivéncia mesmo quando privadas de soro e oxigénio.
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Figura 6: Ensaio de viabilidade celular com azul de Trypan na presenca (20%) ou
auséncia de soro e nas diferentes concentracdes de O,. A privacdo de soro e oxigénio
ndo comprometeu a viabilidade das células em 48 horas (A) e em 7 dias (B).
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4.4. Quantificagdo do percentual de células apoptéticas nas diferentes
condic¢des de cultivo

A fim de avaliar o efeito da auséncia de soro, bem como da reducéo do aporte
de oxigénio, sobre o numero de CeSaM em diferentes estagios de apoptose, foi
realizado ensaio de Anexina V / 7TAAD. Observamos que apés 48 horas e 7 dias de
cultivo, ndo houve diferenca significativa no percentual de CeSaM em estagios
iniciais de apoptose, bem como em estagios tardios ou mortas, independente da
condicdo e do tempo realizado (Figura 7A a 7D) (n=4, em cada condi¢cao
experimental). Logo, o baixo nimero de células apoptéticas se manteve semelhante
a condi¢cdo normoxia com soro.
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Figura 7: Ensaio de apoptose com Anexina V / 7AAD na presenca (20%) ou auséncia de soro e
nas diferentes concentracdes de Oz. A privac@o de soro e oxigénio ndo alterou significativamente o
namero de células em apoptose em estagio inicial (A e B), bem como em estagio tardio ou mortas (C
e D), independente do tempo de cultivo.
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4.5. Avaliagdo do ciclo celular nas diferentes condi¢gdes de cultivo

Considerando que ao final de sete dias de cultivo houve uma reducao
significativa no percentual de células aderidas, devido a auséncia de soro e
independente da concentracdo de oxigénio, e que o percentual de células viaveis e
de células apoptéticas se mantiveram semelhantes, € possivel que a proliferacao
das CeSaM tenha se reduzido ao longo desse periodo, justificando o resultado
descrito acima. Para investigar essa possibilidade, realizamos o ensaio de ciclo
celular com iodeto de propidio, para avaliar o percentual de células em cada fase do
ciclo.

Observamos, apos 48 horas de cultivo, que o percentual de células na fase
G1 e G2 (Figura 8A e 8C) néo foi influenciado pela auséncia de soro e privacdo de
O2. Entretanto, um numero menor de células estava duplicando o DNA na auséncia
de soro, independente da concentragao de Oz. Logo, houve um menor percentual de
CeSaM na fase S (Figura 8B). Além disso, ao final de 7 dias de cultivo, ndo foi
observada diferenca significativa no percentual de células nas fase G1, S e G2

(Figura 8D, 8E e 8F) (n=4, em cada condicao experimental).
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Figura 8: Ensaio de ciclo celular com iodeto de propideo na presenca (20%) ou auséncia de
soro e nas diferentes concentragdes de Oz2. Em 48 horas, houve redugdo somente no percentual
de células na fase S cultivadas na auséncia de soro (B), mantendo nimeros semelhantes nas fases
Gl e G2 (A e C). J4 em 7 dias, ndo houve diferenca significativa em nenhuma das fases do ciclo
celular (D, E, F) (¥ p<0.05, # p<0.01, #* p<0.001 comparado com a mesma concentracdo de Oz na

presenca de soro).
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4.6. Ensaio de atividade das enzimas antioxidantes nas diferentes condic¢des

de cultivo

Considerando que diversas doencas isquémicas cursam com a elevacdo da
producdo de espécies reativas de oxigénio, determinamos a atividade das enzimas
antioxidantes das CeSaM in vitro, em condicdes semelhantes ao microambiente
Isquémico.

Apbs 48 horas de cultivo na presenca de soro, a condicdo hipéxia 1% reduziu
significativamente a atividade da catalase, quando comparada a condicdo norméxia
(Figura 9A). Adicionalmente, a auséncia de soro promoveu uma reducéo significativa
da atividade da glutationa peroxidase, independente da concentracdo Oz (Figura
9C). Além disso, na presenca de soro ha uma reducéo significativa da atividade da
GPX nas células cultivadas em 1% de O2, quando comparadas a 5%. Ja a atividade
da superoéxido dismutase foi semelhante em todas as condicdes (Figura 9B).

Ao avaliarmos as CeSaM no sétimo dia de cultivo, ndo houve diferenca
estatistica entre as amostras com relacdo a atividade da catalse e GPX (Figura 9D e
9F). Entretanto, ao consideramos a atividade da SOD, houve diferenca significativa
na presenca de soro entre normoxia e hipoxia 1%, bem como entre hipdxia 5% e 1%

(Figura 9E) (n=3, em cada condicao experimental).
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Figura 9: Atividade das enzimas antioxidantes das CeSaM nas diferentes condi¢cdes de
concentracdo de oxigénio e privagdo de soro. O cultivo em hipdxia 1% na presenca de soro
promoveu uma reduc¢édo significativa na atividade da catalase (Figura 8A) e GPX (Figura 8C) em 48
horas, bem como em 7 dias de superoxido dismutase (Figura 8E). Adicionalmente, a auséncia de
soro induziu reducdo da atividade da GPX, independente da concentracdo de O: (Figura 8C).
(*p<0.05 guando comparadas as CeSaM cultivadas em norméxia com soro e ## p<0.001 comparado
com a mesma concentracdo de Oz na presenca de soro).
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4.7. Estabelecimento do modelo animal de infarto do miocéardio

4.7.1. Mortalidade Cirargica e P4s-cirurgica

O procedimento cirargico para a inducdo do infarto do miocardio (n=22)
resultou em um indice de mortalidade de 36,6% dos animais infartados envolvidos
no estudo, entretanto nenhum animal sham morreu durante a mesma cirurgia, porém
sem oclusdo da artéria coronéaria descendente anterior.

Em seguida, os animais que sobreviveram ao procedimento cirdrgico foram
acompanhados por 28 dias e ao final do protocolo, cerca de 75% dos sham e 46,1%

dos infartados estavam vivos (Figura 10).
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Figura 10: Curva de sobrevivéncia pés-cirurgica. Ao final do protocolo experimental, sobreviveram
cerca de 75% dos animais sham (n=3) e 46,1% (n=6) dos animais infartados.
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4.7.2. Avaliacdo da atividade elétrica cardiaca

O registro eletrocardiografico foi realizado 50 minutos ou 24 horas apés o
procedimento cirargico, com os animais (sham (n=4) e infartados (n=18)) dentro e
fora do plano anestésico, respectivamente.

A presenca de supradesnivelamento do segmento ST, que caracteriza a
isquemia miocardica, e/ou onda Q patoldgica (primeira onda negativa do complexo
QRS maior do que um terco da primeira onda positiva que a sucede) na derivacao
D1, que caracteriza inatividade elétrica na parede livre do ventriculo esquerdo
(Figura 11B), foram utilizados como critérios para a confirmacdo de que o
procedimento de oclusdo da artéria coronaria esquerda foi bem-sucedido. Através
do eletrocardiograma, constatamos que cerca de 9% dos animais ndo apresentaram
as alteracbes eletrocardiograficas descritas acima e foram excluidos do
experimento, indicando que o procedimento de oclusdo da artéria ndo foi bem-

sucedido nesses casos.

(A) ECG - Sham

>

E oy A A
500 ms

(B) ECG - Isg/Rep

> ﬂ
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Figura 11: llustragao representativa dos registros eletrocardiograficos. ECG na derivagédo D1 de
um animal fora do plano anestésico, falso operado (A) e ocluido transitoriamente (B), 24 horas apds a
cirurgia. Seta menor em (B) destaca a presenca da onda Q patolégica e a seta maior aponta para o
supradesnivelamento do segmento ST.
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4.7.3. Avaliacdo da funcgéo cardiaca

Ao final do protocolo experimental, foram realizados exames
ecocardiograficos, a fim de avaliarmos a funcédo cardiaca dos animais infartados
(n=6) e falso-operados (n=3). Os resultados claramente mostraram que a oclusdo
transiente da artéria coronaria impactou negativamente na funcéo cardiaca, gerando
uma queda significativa da fracdo de ejecdo (Figura 12B). Além disso, o débito
sistélico reduziu (Figura 12C) e por consequéncia o volume sistolico final aumentou
significativamente (Figura 12A), indicando um prejuizo principalmente da funcéo
sistdlica. Por fim, o volume diastélico final permaneceu inalterado, ndo havendo

diferenca significativa entre os infartados e os falso-operados (Figura 12D).
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Figura 12: Analises ecocardiograficas no vigésimo oitavo dia do protocolo experimental. Os
animais infartados apresentaram diferenca significativa nos parametros fracdo de ejecdo, volume
sistélico final e débito sistélico (A, B e C, respectivamente), entretanto o volume diastdlico (D) final
permaneceu semelhante ao do grupo falso-operado. (*p<0.05 e ***p<0.001 quando comparados aos
animais sham).
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4.7.4. Avaliacdo da mecéanica cardiaca

Por meio da técnica de Langendorff &€ possivel mensurar ex vivo as pressdes
sistélicas e diastdlicas do ventriculo esquerdo quando submetidos a volumes
crescentes, permitindo inferir como esta a funcdo mecanica cardiaca. Notavelmente,
as curvas pressdo sistolica x volume (Figura 13A), pressao diastdlica x volume
(Figura 13B) e pressao desenvolvida x volume (Figura 13C), séo diferentes entre os
dois grupos de animais. Logo, considerando as pressoes sistolicas e diastélicas, o
animal infartado (n=6) apresentou menor pressdo que o animal falso-operado (n=3)
para um mesmo volume.

A fim de analisamos estatisticamente essas curvas pressdo x volume,
realizamos a analise da area sob a curva, a qual evidenciou uma deficiéncia
sistélica, uma vez que os animais infartados apresentaram uma menor area quando
comparados aos animais falso-operados (Figura 13D). Em contraste, ndo houve
diferenca significativa nas areas sob a curva diastdlica e desenvolvida (Figura 13E e
13F).
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Figura 13: Andlises das pressdes sistdlicas, diastélicas e desenvolvidas em determinados
volumes, no vigésimo oitavo dia do protocolo experimental. As curvas pressao x volume sdo
notoriamente diferentes entre os animais falso operados e infartados (A, B e C), entretanto
considerando a area sob a curva de cada grupo, houve somente diferenca significativa na funcao
sistélica (*p<0.05 quando comparados aos animais falso operados).



78

4.7.5. Avaliacdo da éarea infartada do ventriculo esquerdo

A coloracdo de picrosirius foi realizada post mortem, ao final do protocolo
experimental. Observamos que os animais infartados (n=6) apresentaram cerca de
26,24 + 8,24% do ventriculo esquerdo com depdsito de colageno, evidenciando a

area de infarto (Figura 14).

(A) (B)

4_., ‘,%l"
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Figura 14: Coloracédo de picrosirius do ventriculo esquerdo cardiaco. Imagem representativa de
um corte histolégico do ventriculo esquerdo, no animal falso-operado (A) e no animal infartado (B),
evidenciando a area infartada marcada pela elevada deposi¢éo de colageno, corado em vermelho.

4.8. Estabelecimento do ponto de maior producdo de espécies reativas de

oxigénio apos isquemia e reperfusdo do miocardio

A fim de analisar a producdo de espécies reativas de oxigénio geradas pelo
coracdo apoés isquemia e reperfusdo do miocéardio, os animais foram infartados,
utilizando o método de ocluséo transiente da artéria coronaria descendente anterior.
Apos 1, 2, 6 e 24 horas da reperfusdo miocardica, os animais foram eutanasiados e
separadas as seguintes regides do coracao: regido infartada do ventriculo esquerdo
e a borda do infarto (n=3, em cada tempo pos infarto). Em seguida, o lisado dessas
regides foi obtida e a producdo de ERO quantificada. Nesse experimento, avaliamos
também a contribuicdo das NADPH oxidases para a producdo de ERO, ja que a
Unica funcdo destas enzimas nos sistemas bioldgicos é produzir espécies reativas
de oxigénio. O ventriculo esquerdo e direito de animais falso-operados (sham, n=9)
foram utilizados como controle.

Observamos que a producdo de ERO aumentou significativamente nos
animais sham na presenca de NADPH, sendo cerca de 3 vezes maior quando

comparada ao mesmo tecido do mesmo animal na auséncia de NADPH. Ja as



79

regides infartadas (INF) e borda de infarto (Bl) do animais infartados aumentaram
significativamente cerca de 6 vezes a producdo de ERO, em todos os tempos
analisados, quando comparada a producdo ERO da mesma regido € no mesmo
tempo pos reperfusdo na auséncia de NADPH (Figura 15A). Além disso, ndo ha
diferenca significativa entre os diferentes tecidos analisados, infartados ou néo, na
auséncia de NADPH. Adicionalmente, ndo existe diferenca significativa entre os
tecidos dos animais infartados, independente do tempo pos reperfusdo, na presenca
de NADPH, entretanto ha diferenca significativa quando comparado aos sham na
mesma condicao.

A partir deste experimento, realizamos a subtracdo da producdo com
NADPH, substrato da enzima NADPH oxidase, pela producdo sem NADPH.
Verificamos que a producéo de ERO na area infartada (INF) realizada pela NADPH
oxidase é cerca de 2,2 vezes maior do que no ventriculo esquerdo dos animais
controle (sham) (Figura 15B). Além disso, a producédo de ERO é cerca de 2,2 vezes
maior na borda do infarto (BlI) quando comparada a quantidade produzida pelo
ventriculo direito dos animais sham (Figura 15B). Cabe ressaltar que ndo ha
diferenca estatistica na producdo de ERO pelas NADPH oxidases entre as
diferentes regides do infarto e nos diferentes tempos pos reperfusdo. Portanto, a
producdo de ERO é aumentada pelas NADPH oxidases na regido do infarto e na
borda infartada nesses diferentes tempos analisados. Considerando que sado nessas
regidbes que as células utilizadas na terapia celular sdo injetadas
intramiocardicamente, estas deveriam ser resistentes as espécies reativas que estao

sendo geradas para que elas possam sobreviver e exercer a sua fungao.
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Figura 15: Atividade da geracdo de espécies reativas de oxigénio pelas NADPH oxidases. Sem
NADPH, todos os falso-operados e os infartados dos diferentes tempos pés reperfusdo, tanto na area
infartada quanto na borda do infarto produzem ERO de forma semelhante. Entretanto, ao
adicionarmos NADPH, todos os animais apresentam uma produ¢do mais acentuada (A) (***p<0.001
quando comparados aos animais de mesmo grupo sem NADPH). Ao realizarmos a subtracdo da
producdo com NADPH, pela producdo sem NADPH, observamos que NADPH oxidases séo
responsaveis por um aumento expressivo de ERO na &rea infartada e na borda do infarto (B)
(***p<0.001 quando comparados aos animais falso operados). Bl — borda do infarto; INF — regido
infartada.
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4.9. Impacto da terapia celular na producao de ERO e na defesa antioxidante

4.9.1. Niveis de RNA mensageiro das NADPH oxidases no tecido
cardiaco

Considerando a importancia das NADPH oxidases para produgdo de ERO
para a fisiopatologia da lesdo por isquemia e reperfusdo, investigamos a sua
expressdo por RT-PCR quantitativo. Duas horas apés o inicio da reperfusdo
miocéardica e terapia celular, a expressdo de NOX2 foi semelhante entre os animais
falso-operados (n=6) e os infartados tratados (n=5) ou ndo (n=4) com as CeSaM,
considerando tanto a borda do infarto quanto a area infartada (Figuras 16A e 16B,
respectivamente). Adicionalmente, NOX4 foi expressa em todos grupos
experimentais, sem diferenca estatistica entre eles, em ambas as regides analisadas
(Figura 16C e 16D).
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Figura 16: Avaliacao da expressédo das diferentes NADPH oxidases 2 horas apés reperfuséo e
terapia celular. NOX2 (A e B) é expressa em todos 0s grupos experimentais, assim como NOX4 (C e
D), sem diferenca significativa entre eles, tanto na borda (Bl) quanto na area infartada (INF). Cel —
CeSaM.
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Além disso, a expressdo dessas NADPH oxidases também foi avaliada 24

horas apds a reperfusdo e terapia celular. Observamos que os animais infartados

tratados com CeSaM (n=4) aumentaram significativamente a expressdo de NOX2,

tanto na borda quanto na area infartada (Figura 17A e 17B, respectivamente)

guando comparados ao sham (n=6) e aos animais infartados néo tratados (n=5). No

caso da NOX4, nao houve diferenca significativa entre os grupos, independente da

area analisada (Figura 17C e 17D) .
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Figura 17: Avaliacdo da expressao das diferentes NADPH oxidases 24 horas apds reperfuséo e
terapia celular. Considerando a expressdo de NOX2, os animais infartados e tratados com CeSaM
apresentaram um aumento significativo na borda (BI) (A) (**p<0.01 vs sham e *p<0.05 vs 24h INF) e
na area infartada (INF) (B) (***p<0.001 vs sham e **p<0.01 vs 24h INF). J& NOX4 manteve expressao
semelhante em todos os grupos experimentais, sem diferenca significativa entre eles, independente

da regido analisada (C e D). Cel — CeSaM.
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4.9.2. Producado de espécies reativas de oxigénio ap0s a terapia celular
no coragdo dos animais infartados

A produgéo de ERO pelas NADPH oxidases, ao realizarmos a subtragao da
producdo com o substrato NADPH, pela producdo sem NADPH, é semelhante entre
0s animais infartados tratados (n=5) ou ndo (n=5) com CeSaM, em ambos tempos,
pos reperfusdo analisados, independente da regido, borda do infarto (Figura 18A) ou

area de infarto (Figura 18B).

(A)
Produgéo de H,O, pelas NADPH oxidases
80~ BI
© 1 Sem Célula
S -|_ Bl Com Célula
2 60 -|_
a
()]
E 401
=
R
gN 20-
S
£
c 0 T T
2 horas 24 horas
(B)
Produgéo de H,0, pelas NADPH oxidases
80~ INF
© 3 Sem Célula
g . -I_ Bl Com Célula
2 -
B T
(@]
E 401
=
R
g(\l 20_
S
£
c 0 T T
2 horas 24 horas

Figura 18: Atividade da geracédo de espécies reativas de oxigénio pelas NADPH oxidases 2 e 24
horas apés reperfuséo e terapia celular. Ao realizarmos a subtracdo da producdo com NADPH pela
producdo sem NADPH, observamos que na borda do infarto (A) e na &rea infartada (B) a producéo de
ERO é semelhante entre os animais infartados tratados ou ndo, em ambos tempos pos reperfusédo
analisados.
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4.9.3. Niveis de RNA mensageiro das enzimas antioxidantes no tecido

cardiaco

A expressdo de enzimas antioxidantes foi avaliada por RT-PCR quantitativo.
Duas horas ap6s a reperfuséo, considerando a borda do infarto, ndo houve diferenca
entre 0s grupos experimentais nos niveis de RNA mensageiro das enzimas catalase,

superoxido dismutase 1, 2, 3 e glutationa peroxidase 1 e 3 (Figura 19A-F).
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Figura 19: Expressao das diferentes enzimas antioxidantes na borda do infarto 2 horas ap6s
reperfusdo e terapia celular. Os niveis de RNA mensageiro de catalase (A), SOD1 (B), SOD2 (C),
SOD3 (D), GPX1 (E) e GPX3 (F) foram semelhantes em todos 0s grupos experimentais, sem
diferenca significativa entre eles. CAT- catalase; SOD — superdxido dismutase; GPX — Glutationa

peroxidase; cel - CeSaM.
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Adicionalmente, ao analisarmos a area infartada duas horas apés a
reperfusdo, ndo houve diferenca entre os grupos experimentais nos niveis de RNA
mensageiro das enzimas catalase, superoxido dismutase 1, 3 e glutationa
peroxidase 1 e 3 (Figura 20A, B, D, E e F, respectivamente). Entretanto, os animais
infartados néo tratados apresentaram reducéo significativa na expressao da SOD2

(Figura 20C) quando comparados aos animais falso-operados e infartados tratados.
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Figura 20: Expressdo das diferentes enzimas antioxidantes na area infartada 2 horas apos
reperfusdo e terapia celular. Os niveis de RNA mensageiro de catalase (A), SOD1 (B), SOD3 (D),
GPX1 (E) e GPX3 (F) foram semelhantes em todos os grupos experimentais, ao passo que a
expressdo de SOD2 (C) reduziu significativamente nos animais infartados ndo tratados quando

comparados aos outros dois grupos experimentais (*p<0.05 vs sham e **p<0.01 vs 24h INF + cel).

CAT- catalase; SOD — superédxido dismutase; GPX — Glutationa peroxidase; cel — CeSaM.
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Além disso, assim como na andlise de duas horas, 24 horas apds a
reperfusdo ndo houve diferenca entre 0s grupos experimentais nos niveis de RNA
mensageiro das enzimas catalase, superoxido dismutase 1, 2, 3 e glutationa

peroxidase 1 e 3 na borda do infardo (Figura 21A-F).
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Figura 21: Expresséo das diferentes enzimas antioxidantes na borda do infarto 24 horas apés
reperfuséo e terapia celular. Os niveis de RNA mensageiro de catalase (A), SOD1 (B), SOD2 (C),
SOD3 (D), GPX1 (E) e GPX3 (F) foram semelhantes em todos 0s grupos experimentais, sem
diferenca significativa entre eles. CAT- catalase; SOD — superdxido dismutase; GPX — Glutationa
peroxidase; cel — CeSaM.



90

Entretanto, ao analisarmos a area infartada, 24 horas apos a reperfusao, os
animais infartados tratados apresentaram aumento significativo na expressdo de
GPX1 (Figura 22E) quando comparados aos animais falso-operados. Ao
considerarmos os niveis de RNA mensageiro das enzimas catalase, SOD1, 2, 3 e
GPX3 (Figura 22A, B, C, D e F, respectivamente) ndo houve diferenca entre os

grupos experimentais.
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Figura 22: Expressédo das diferentes enzimas antioxidantes na éarea infartada 24 horas apoés
reperfuséo e terapia celular. Os niveis de RNA mensageiro de catalase (A), SOD1 (B), SOD2 (C),
SOD3 (D) e GPX3 (F) foram semelhantes em todos 0S grupos experimentais, ao passo que a
expressdo de GPX1 (E) aumentou significativamente quando comparada ao grupo sham (**p<0.01).
CAT- catalase; SOD — superoxido dismutase; GPX — Glutationa peroxidase; cel — CeSaM.
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49.4. Andlise da atividade das enzimas antioxidantes no tecido cardiaco

Uma vez que uma reducdo ou aumento nos niveis de mRNA ndo indica
necessariamente que a enzima € menos ou mais ativa, foram realizados ensaios
para determinar a atividade das enzimas antioxidantes. Vinte e quatro horas apos a
reperfuséo e terapia celular, as atividades da catalase e superdxido dismutase tanto
na borda do infarto (Figura 23A e B) quanto na &rea infartada (Figura 23D e E) foram
semelhantes ao compararmos 0S grupos experimentais, ndo havendo diferenca
estatistica, em com concordancia com os niveis de RNA mensageiros. Entretanto, a
atividade da glutationa peroxidase foi significativamente maior no grupo infartado
tratado com CeSaM quando comparado ao grupo sham, ao passo que foi
semelhante quando comparada ao grupo infartado néo tratado com células, tanto na
borda (Figura 23C) quanto na regido infartada (Figura 23F).
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Figura 23: Atividade das enzimas antioxidantes na borda do infarto e area infartada 24 horas
apos reperfusdo e terapia celular. A terapia com as CeSaM nao alterou atividade da catalase (A e
D), SOD (B e E), ndo havendo diferenga significativa entre 0s grupos experimentais, na borda e na
area infartada. Entretanto ha um aumento significatico de atividade de GPX ao compararmos o grupo
sham com grupo o infartado tratado em ambas as regides (E e F) (**p<0.01 e ***p<0.001) CAT-
catalase; SOD — superoxido dismutase; GPX — Glutationa peroxidase; cel - CeSaM.
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Discussao

Nos ultimos 20 anos, as células estromais mesenquimais tém atraido atencao
como uma ferramenta promissora para terapia celular e medicina regenerativa no
tratamento de diversas patologias cardiacas, cerebrais, 0sseas, musculo
esqueléticas, diabetes e cancer (CHEN et al., 2004; TORRENTE e POLLI, 2008;
KOSZTOWSKI et al., 2009; UNDALE et al., 2009; WILLIAMS e HARE, 2011). A
cada ano, diferentes trabalhos evidenciam o potencial terapéutico das MSC devido a
sua acao paracrina mediante a secrecao de fatores que favorecem a protecdo do
tecido lesado (RUAN et al.,, 2005; DHARMASAROJA, 2009; CAPLAN e SORREL,
2015). Além disso, ja foi descrito que as MSC apresentam um perfil
imunomodulatério, sendo capazes de regular resposta imune do organismo (LE
BLANK e RINGDEN, 2007; HO et al., 2015; CARRILLO-GALVEZ et al., 2015).

As MSC podem ser isoladas a partir da medula 6ssea, tecido adiposo,
placenta, corddo umbilical, sangue menstrual, entre outras fontes (FRIEDSTEIN,
1977; ERICES et al., 2000; LUND et al., 2009, CUI et al., 2007). No organismo, as
MSC residem em nichos, ou locais anatbmicos especificos, que modulam suas
atividades durante o desenvolvimento, sendo fundamentais para a manutencao e
reparo tecidual (SPRADLING, et al., 2001; SCADDEN, 2006). Ja € bem estabelecido
gue a maioria das células tronco in vivo estdo em nichos com baixa ou muito baixa
presséo parcial de O2 (PO2z), com valores entre 5 e 50 mmHg (0,7% - 7%) (FISHER e
BAVISTER, 1993; SIMON e KEITH 2008; LIN et al., 2008; MA et al, 2009; IVANOVIC
2009). Varios estudos revelaram que esses nichos com niveis bastantes reduzidos
de Oz podem influenciar as MSC, promovendo proliferacdo, bem como inibindo a
diferenciacdo (KEITH 2007; HOLZWARTH et al.,, 2010). Logo, essas células sao
sensiveis as variacdes de POz no meio circundante.

Dessa forma, nos dultimos anos, diferentes pesquisadores realizaram
experimentos in vitro em baixas concentracdes de Oz, a fim de investigar a resposta
das células estromais mesenquimais (BURAVKOVA et al., 2014). No entanto, os
diferentes protocolos experimentais utilizados variam o tipo celular e a fonte de
obtencéo, a presenca de nutrientes, o tempo de duracdo do cultivo, bem como a
concentracdo de O2 (0 a 5%), dificultando comparacdes e conclusdes sobre o papel

da hipoxia sobre a biologia da MSC. Além disso, os dados sobre a resposta as
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condicfes de hipoxia sdo bastantes controversos, tanto mostram efeitos prejudiciais
guanto benéficos. No entanto, a tensdo de oxigénio é, sem duvida, um regulador
importante na determinacdo do destino das células e da manutencdo das MSC no
estado indiferenciado (BIANCO et al., 2008; MOHYELDIN et al., 2010).
Considerando que um dos objetivos dos estudos com células-tronco € avaliar
0 potencial terapéutico, tanto em modelos pré-clinicos quanto em ensaios clinicos,
para futura utilizacdo na medicina regenerativa, € mandatéria a expansao das
células in vitro, para aumentar o nimero de células isoladas inicialmente. Entretanto,
apesar de as células estromais mesenquimais serem provenientes de tecidos com
baixa concentracdes de oxigénio e serem transplantadas em grande numero, a
eficacia da terapia pode ser limitada devido ao comprometimento celular induzido
pelo microambiente extremamente hostil e pré-apoptético do tecido receptor (GENG,
2003). Portanto, devido ao fornecimento de sangue deficiente e baixa tensédo de
oxigénio no coracao infartado e em outras doencas, estudar os efeitos da hipoxia é
de extrema importancia. Sabe-se que um fator critico associado com privacdo de
oxigénio € o aumento do estresse oxidativo, como consequéncia do aumento da
producdo de espécies reativas de oxigénio que pode levar a disfuncdo mitocondrial e
morte celular (GUZY e SCHUMACKER, 2006; PETERSON et al., 2011).
Diante deste panorama, as MSC derivadas do sangue menstrual despertam
grande interesse, uma vez que essas células apresentam elevada sobrevivéncia e
aderéncia na presenca altas concentracdes de peroxido de hidrogénio, além de
grande atividade das enzimas antioxidantes (ASENSI et al., 2014), caracteristicas
essenciais para vencer 0 estresse oxidativo gerado em diversas patologias.
Entretanto, apesar de ser amplamente conhecido que a concentracdo de O2 uterina
€ em torno de 1,5% a 7% (FISHER e BAVISTER, 1993), nenhum estudo foi
realizado até hoje visando analisar as respostas das CeSaM cultivadas nessas
condi¢des. Assim, neste trabalho avaliamos o impacto da hipdxia e privacao de soro,
mimetizando o ambiente isquémico, na adesao, viabilidade, proliferacéo e potencial
antioxidante das células estromais mesenquimais derivadas do sangue menstrual,
mediante a privagcdo de oxigénio e soro.
Inicialmente, foi realizado o isolamento da célula objeto de estudo, as CeSaM,
a partir do sangue menstrual coletado pela prépria doadora. Conforme observado,
estas células sdo capazes de aderir ao frasco de cultura, atendendo ao primeiro

critério de classificacdo de MSC publicado pela Sociedade Internacional de Terapia
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Celular (ISCT) (DOMINICI et al., 2006) (Figura 3), apresentando uma morfologia
fibroblastéide (delgadas e alongadas), formando morros e vales.

Além disso, as CeSaM ja foram caracterizadas sob outros aspectos, tais como
perfil imunofenotipico, capacidade de diferenciacdo e potencial proliferativo por
alguns pesquisadores (MENG et al., 2007; PATEL et al., 2008; CUI et al., 2007),
bem como pelo nosso grupo de pesquisa (ASENSI et al., 2014). Brevemente, as
CeSaM cultivadas in vitro mostram uma expressdo menor que 2% de antigenos
associados a linhagens hematopoiéticas (CD45, CD34, CD19 e HLA-DR) e
endoteliais (CD133 e CD31). Adicionalmente, apresentam elevada expressdo de
CD73, CD90 e CD105, sendo que este perfil estd de acordo com o segundo critério
descrito pela ISCT. Considerando a capacidade de diferenciacdo, estudos indicam
gue as CeSaM sao multipotentes, sendo capazes de se diferenciar em diferentes
linhagens derivadas dos trés folhetos embrionarios, na presenca de fatores indutores
especificos, tais como: cardiacas, neuronais, hepaticas, osteogénicas,
condrogénicas, adipogénicas, epiteliais, endoteliais, pancreéticas (CUI et al., 2007;
MENG et al.,, 2007; PATEL et al., 2008; HIDA et al., 2008; DARZI et al., 2012;
ASENSI et al., 2014; RAHIMI et al., 2014).

Atualmente, na literatura todos os estudos que utilizam as CeSaM a fim de
caracterizar efeitos celulares e bioquimicos in vitro, bem como avaliar seu potencial
terapéutico in vivo, expandiram essas ceélulas em normoxia (21% de O2). Logo, o
presente estudo foi pioneiro em caracterizar as respostas dessa célula mesenquimal
in vitro na presencga de concentracdes reduzidas de oxigénio (hipdxia 1% e 5%), em
conjunto ou ndo com auséncia de soro. Assim, estamos mimetizando um ambiente
isquémico, encontrado em diversas doencas na fase aguda para quais a terapia
celular € uma opcao terapéutica, tais como infarto do miocéardio e acidente vascular
cerebral.

Uma das limitac6es dos modelos de hipdxia in vitro é que a pressédo parcial de
O:2 definida na incubadora, ndo necessariamente reflete a pO2 no meio de cultura
proximo as células. A primeira dificuldade € que sédo necessarias algumas horas
para que a pO2 do meio de cultura seja equilibrada com baixa concentracdo de O2
presente na incubadora, uma vez que, anteriormente, este estava exposto a PO:2
atmosférica (WESTFALL et al., 2008). Dessa forma, periodos curtos de hipdxia, por
poucas horas, ndo garantem que as células de fato foram expostas a pO2 desejada,

e, se foram, com certeza o tempo € mais curto do que o que estiveram na
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incubadora. Cultivos mais longos em hipdxia apresentam outra limitacdo, que € a
necessidade de troca do meio de cultura e a passagem das células geralmente em
uma camara de fluxo laminar com PO2 atmosférica. A fim de superar parcialmente
esses obstaculos, optamos pelo tempo de 48 horas de cultivo, que garantiria mais
de 1 um dia de fato em hipdxia, na concentracdo desejada. Além disso, optamos
pelo cultivo por 7 dias, sendo realizada a troca do meio de cultura no terceiro dia
apos o plagueamento, proporcionando alguns dias em hipoxia antes e ap0s essa
troca.

Nesse contexto, avaliamos inicialmente a capacidade de adesdo das células
em um microambiente semelhante ao isquémico in vitro, uma vez que é fundamental
que as CeSaM sejam capazes de se fixar, pelo menos por um periodo, no tecido em
gue foram injetadas, para que assim possam desempenhar a sua funcéo e promover
algum beneficio. Observamos que a privacdo de soro e oxigénio ndo comprometeu a
adesdo celular em duas horas, bem como ndo alterou o percentual de células
aderidas apds 48 horas de cultivo (Figura 4A e 4B). Adicionalmente, o cultivo por
periodos mais longos (7 dias) com 5% ou 1% de O2 e na presenca de soro, mostrou
gue esse parametro ndo alterou a quantidade de células aderidas ao final desse
periodo. Em 2011, Kim e colaboradores demonstraram entretanto, que o cultivo de
células estromais mesenquimais humanas derivadas do tecido adiposo (hMSC-AT),
por 3 ou 6 dias em hipoxia de 2%, aumentou o numero de células quando
comparado a normoéxia. No entanto, os autores ndo mostraram o efeito da auséncia
de soro na quantidade final de células.

Adicionalmente, nosso trabalho mostrou que a auséncia de soro por 7 dias,
independente da concentracdo de Oz, reduziu o percentual de células aderidas
significativamente (Figura 4C), corroborando com os dados de Wan Safwani e
colaboradores (2016) em hMSC-AT cultivadas em hipoxia de 2%.

Dessa forma, questionamos se a limitada capacidade de expanséo das CeSaM
na auséncia de soro, seria devido a uma reducéo na viabilidade celular, uma vez
gue essa condicdo, em conjunto com a hipéxia por 48 horas ou mais prolongada
(menos de 1% de O2z por 5 dias), foi capaz de induzir apoptose de 13% e 99% das
MSC de medula 6ssea humanas, respectivamente (POTIER et al., 2007). Neste
mesmo trabalho, os autores demonstraram que esse percentual de células em
apoptose reduzia para 50% quando a hipOxia era realizada na presenca de soro por

5 dias. Outros pesquisadores demonstraram que as MSC murinas quando cultivadas
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por 24 horas em pressao parcial reduzida de Oz (24 mmHg, aproximadamente 1%),
apresentaram elevado indice de células apoptéticas em estagios iniciais e tardios,
quando comparado a normodxia, e que a privacado de soro potencializou ainda mais
esse efeito, induzindo apoptose dependente de caspases e liberacdo do citocromo ¢
mitocondrial (ZHU et al., 2006). Resultados semelhantes foram descritos mais tarde
por outros grupos, indicando que a hipoxia em combinagdo com a privacao de soro
aumentou para 50% o numero de células apoptoticas (NIE et al., 2011; ZHANG et
al., 2009). Além disso, ja foi demonstrado que as hMSC-AT, na auséncia de soro,
apresentaram uma reducao da viabilidade celular de cerca de 50% em normoxia e
30% em hipoxia (2%) (WAN SAFWANI et al., 2016). Esses resultados sugerem que
a combinacao de hipdxia e privacdo de soro aumentam as taxas de morte celular na
mesma extensdo em que a observada com a privacdo de soro por si so. Isto sugere
que entre Oz e privagdo de nutrientes, a privacdo nutrientes é o fator que mais
influencia na sobrevivéncia apdés o transplante das MSC em periodos curtos de
hipoxia.

Diante desses fatos, investigamos o percentual de células viaveis e o nimero
de células apoptoéticas. A viabilidade celular foi avaliada com o corante azul de
Trypan, que ndo é incorporado por células saudaveis. Entretanto, quando as células
estdo mortas essa substancia consegue penetrar, devido a desestabilizacdo da
membrana, resultando em uma coloracéo azulada e possibilitando a contagem das
células viaveis, que ndo sdo coradas. Ja no ensaio de apoptose utilizamos a anexina
V a fim de detectar o fosfolipideo fosfatidilserina, que € translocado e exposto na
face externa da membrana em células que j& iniciaram a apoptose. JA 0 composto
fluorescente 7-amino-actinomicina (7-AAD) é um intercalante de DNA, que penetra
na célula mediante desestabilizacdo membrana na fase final do processo de
apoptose ou necrose. Assim, nesses ensaios, observamos que independente do
tempo cultivo, da concentracdo de oxigénio ou privacdo de soro, as CeSaM
apresentaram elevada viabilidade (superior a 90%), bem como um baixo nimero de
células em apoptose em estagios iniciais e tardios (inferior a 8%) (Figura 6 e 7).
Logo, as CeSaM podem ser consideradas uma ferramenta terapéutica promissora,
uma vez que apresentam elevada sobrevivéncia mesmo quando privadas de soro e
oxigénio.

Considerando que a morte celular parece ndo explicar a reducao significativa

do percentual de células presentes na cultura devido a auséncia de soro ao final de
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7 dias, avaliamos as fases do ciclo celular. Para tal, utilizamos o iodeto de propidio
(PI), que € um intercalante de acidos nucléicos, comumente utilizado na citometria
de fluxo para avaliagao das fases do ciclo celular. Observamos que o percentual de
células na fase G1 e G2 néo foi influenciado pela auséncia de soro e privacdo de Oz
apos 48 horas de cultivo (Figura 8A e 8C). Entretanto, a auséncia de soro implicou
em um numero menor de células duplicando o DNA (Fase S), independente da
concentracdo de O: (Figura 8B). Dessa forma, uma possivel explicagdo para a
reducdo do percentual das CeSaM ao final do protocolo experimental € que a
auséncia de soro reduziu o percentual de células duplicando o DNA (Fase S),
observado ja em 48 horas pela citometria de fluxo. Esse menor potencial proliferativo
pbde ser detectado em longo prazo, uma vez que em 7 dias as células cultivadas na
presenca de soro ja duplicaram seu material genético mais de 4 vezes, ja que as
CeSaM tém um tempo de duplicacédo da populacédo de 36 horas (ASENSI K.D. et al,
2014). Cabe ressaltar que ndo observamos um aumento do namero de células na
fase G1 ou G2 quando cultivadas na auséncia de soro, apesar de ter ocorrido uma
reducao na fase S em 48 horas.

Em contraste, ao final de 7 dias de cultivo ndo foi observada diferenca
significativa no percentual de células nas diferentes fases do ciclo celular devido a
auséncia de soro ou concentracdo de oxigénio (Figura 8D-F). Uma possivel
explicacédo para tal fato é a inibicdo da proliferacdo por contato, jA que as CeSaM
cultivadas na presenca de soro aumentaram bastante em nuamero, permanecendo
em uma mesma area, atingindo uma confluéncia préxima a 100%. Logo, ao final do
protocolo experimental, o percentual de células na fase S se mostrou reduzido,
igualando-se ao percentual encontrado no cultivo sem soro.

Neste contexto, pesquisadores cultivaram MSC derivadas da medula 6ssea de
ratos em hipodxia (1% de O2) por 48 horas e constataram um aumento do numero de
células na fase GO/G1 do ciclo celular. Esse efeito foi potencializado quando as MSC
foram também cultivadas em conjunto com a privacéo de soro (KUMAR e VAIDYA,
2016), possivelmente devido a auséncia de nutrientes necessarios para dar inicio a
duplicacado do DNA e posterior citocinese.

Considerando que a hip6xia gera producao de espécies reativas de oxigénio
(GUZY e SCHUMACKER, 2006; PETERSON et al., 2011), determinamos a atividade
das enzimas antioxidantes presentes nas CeSaM in vitro, em condi¢des

semelhantes ao microambiente isquémico. O cultivo em hipoxia com 5% de Oz, na
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presenca de soro, ndo alterou a atividade das diferentes enzimas antioxidantes
analisadas. Entretanto, ao considerarmos a condi¢cdo de hipéxia em 1% de Oz, na
presenca de soro, houve uma reducgdo significativa na atividade da catalase e GPX
em 48 horas, bem como da superdxido dismutase em 7 dias (Figura 9). Resultados
semelhantes foram encontrados por Peterson e colaboradores (2011) em MSC de
medula 6ssea de rato, uma vez que observaram uma reducdo da proteina catalase,
entretanto a SOD permaneceu inalterada ap6s 24 horas de cultivo em hipdxia 1%.
Adicionalmente, em nosso trabalho a auséncia de soro induziu reducéo da atividade
da GPX, independente da concentracdo de O2 (Figura 9C), apos 48 horas de cultivo,
permanecendo inalterado em 7 dias. Dessa forma, apesar de as CeSaM terem
reduzido modestamente as atividades das enzimas antioxidantes devido & hipoxia
1% ou privacdo de soro, cabe ressaltar que essa reducédo talvez ndo impacte de
forma significativa fisiologicamente.

Umas das possiveis e provaveis explicacbes para manutencdo da
sobrevivéncia das CeSaM, mesmo em concentragdes reduzidas de O: (inferior a
5%) e na auséncia de fatores de crescimento e nutrientes, € a estabilizagédo do fator
induzido por hipoxia (HIF-1la). Ja foi demonstrado em MSC que ocorre a
translocacdo do HIF-1a para o nucleo apds 6 a 24 horas de exposicao a hipéxia (HU
et al., 2008; CHACKO et al., 2010; DESCHEPPER et al., 2011; PETERSON et al.,
2011). A estabilizacdo desta proteina modula diversas vias de sinalizagdo nas MSC,
podendo proporcionar uma resposta adaptativa a reducdo da concentracdo de
oxigénio (BURAVKOVA et al., 2014). Estudos mostraram que a hipéxia pode induzir
um modesto aumento nas relagbes Akt fosforilada/Akt e Bcl-2/Bax, bem como
reduzir a relagéo ERK 1-2 fosforilada/ERK 1-2 (CHACKO et al., 2010; PETERSON et
al., 2011). Adicionalmente, a superexpressao de HIF-1a em MSC protege contra a
morte celular e a apoptose desencadeada por condi¢cdes hipoxicas, ao passo que
sua inibicdo apresenta efeito contrario (KIANI et al., 2013).

Logo, diante dos resultados apresentados, as CeSaM, em um microambiente
semelhante ao isquémico, mantiveram a adeséo e viabilidade celular, bem como
continuaram proliferando mesmo em condicbes de auséncia de soro e baixa
concentracdo de oxigénio. Dessa forma, constituem uma opcao terapéutica
interessante e viavel, uma vez que a auséncia de soro ndo impactou negativamente

na viabilidade celular, diferentemente das outras MSC ja estudadas.
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Na busca de um tipo celular ideal para a aplicacdo nas cardiopatias, MSC de
diferentes fontes j4 foram administradas localmente ou sistemicamente, visando a
regeneracao cardiaca e sdo consideradas uma terapia promissora e emergente para
o infarto do miocéardio. Entretanto, diferentes trabalhos ja mostraram que a isquemia
tecidual pode causar danos e morte celular, bem como seu desaparecimento,
reduzindo o potencial terapéutico das MSC (VAN DER BOGT et al., 2008; NOORT et
al., 2010; DE ALMEIDA et al., 2011). O transplante de células estromais
mesenquimais derivadas de medula 6ssea em modelos de isquemia miocérdica
provoca morte macica das células transplantadas em menos de 4 dias (TOMA et al.,
2002). Resultados semelhantes foram descritos para as MSC derivadas da placenta
no modelo de infarto do miocardio: o sinal bioluminescente das células
transplantadas desaparece em 3 dias (PASSIPIERI et al.,, 2014). Outro trabalho
corrobora essas observacdes uma vez que somente 1% das MSC transplantadas
estdo presentes no coracdo de ratos infartados apos 24 horas (MCGINLEY et al.,
2013). Porém, os mecanismos que levam a perda de MSC ainda sao
desconhecidos.

Apesar de diversos estudos pré-clinicos ja terem sido realizados nesta area
(MAZHARI e HARE, 2007; BOYLE, 2006, GNECCHI et al., 2005), até hoje nao
existe um protocolo padrdo a ser adotado para a terapia com células-tronco no
modelo de IM. Os dados obtidos até os dias atuais s&o variaveis e diversas questdes
ainda sao levantadas, tais como o tipo celular mais adequado, dose ideal, via de
administracé@o e a janela temporal para injecéo das células apos o IM. Diante desse
quadro cientifico, tanto em relagdo aos beneficios da injecdo de células quanto aos
mecanismos envolvidos quando ha melhora da fungédo cardiaca, mais estudos pre-
clinicos utilizando modelos de inducdo do infarto do miocardio sdo fundamentais
para a melhor compreenséo dos efeitos da terapia celular.

O infarto do miocéardio ja foi induzido com sucesso em diversos modelos
animais, tais como gatos, coelhos, roedores, caes e primatas (DIKSHIT et al., 1987,
DIKSHIT et al., 1992; KLOCKE et al., 2007). Entretanto, o0 modelo mais utilizado
mundialmente é o infarto do miocardio em roedores, devido ao facil manuseio,
habitacdo e menor custo envolvido na sua experimentacdo (BHINDI et al., 2006).
Véarios métodos tém sido utilizados para induzir cirurgicamente o infarto do
miocardio, como o oclusor hidraulico em forma de anel, o catéter de balédo

intracoranario e a oclusdo da coronaria mediante ponto cirtrgico (KLOCKE et al.,
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2007). Dentre esses, 0 procedimento mais amplamente utilizado € a ligadura da
artéria corondria descendente anterior esquerda, a qual foi realizada pela primeira
vez em animais de pequeno porte em 1954 (JOHNS e OLSON, 1954).

Na pratica médica, a cirurgia de revascularizacdo do miocardica e a
angioplastia coronariana, em conjunto com a terapia farmacoldgica, sdo amplamente
utilizadas para o tratamento do infarto agudo do miocardio. Nesse contexto, também
foram adotadas abordagens a fim de permitir a reperfusdo do miocardio em modelos
pré-clinicos. O primeiro trabalho relatando esse tipo de procedimento foi em caninos
em 1960 por Jennings e colaboradores (1960). De forma semelhante aos modelos
de IM, em animais de pequeno porte, a artéria coronéria € ocluida mediante a
realizacdo de um ponto cirdrgico, entretanto um pequeno tubo de polietileno (PE-10)
é colocado entre o vaso ligado e 0 no, que permite a remocao mais facil e segura da
oclusdo, sem lesar o miocardio (KLOCKE et al., 2007).

Dessa forma, a segunda parte deste trabalho consistiu em estudar o efeito
das CeSaM no modelo de infarto do miocardio por isquemia e reperfusdo, avaliando
se essas foram capazes diminuir essa producdo de ERO, bem como modular a
defesa antioxidante, reduzindo os danos as células locais. Devido as caracteristicas
vantajosas das CeSaM previamente discutidas, € plausivel que essas células
sobrevivam no ambiente hostil do infarto. Adicionalmente, cabe ressaltar que ndo ha
trabalhos na literatura utilizando as CeSaM no modelo de infarto por isquemia e
reperfuséo.

Para tal, estabelecemos o modelo de infarto do miocéardio por isquemia e
reperfuséo resultando no comprometimento da funcéo elétrica e mecanica cardiaca.
A isquemia pode ser verificada pela subita palidez do miocardio abaixo da regido
ocluida e por alteracdes no eletrocardiograma. Ja a reperfusdo € verificada pelo
aparecimento de hiperemia na regido previamente palida, mediante a remocéo da
canula e do ponto cirargico. O procedimento cirargico para a inducao do infarto do
miocardio por I/R resultou em um indice de mortalidade de 36,6% (Figura 10). Dos
animais sobreviventes (63,4%), 91% estavam infartados, uma vez que apresentaram
inatividade elétrica da parede livre do ventriculo esquerdo, evidenciado pelo
eletrocardiograma. O restante, que ndo apresentou alteracdo elétrica (9%), foi
descartado do estudo.

Em seguida, os animais falso-operados e infartados que sobreviveram ao

procedimento cirtrgico foram acompanhados para avaliar a sobrevivéncia por 28
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dias e, ao final desse periodo, 3 falso-operados e 6 infartados permaneceram vivos,
sendo realizadas as analises morfofuncionais do coracdo. Os exames
ecocardiograficos (Figura 11) mostraram que a oclusdo transiente da artéria
coronaria impactou negativamente na funcao cardiaca. O débito sistolico (DS), que é
o0 volume de sangue ejetado a cada sistole, reduziu cerca de 40% nos animais
infartados, indicando um prejuizo no volume de sangue ejetado. Por consequéncia,
0 volume que permanece na camara cardiaca ao final da sistole (VSF) aumentou
cerca de 3 vezes, entretanto volume diastdlico final (VDF) permaneceu inalterado.
Observou-se uma queda significativa do percentual de sangue ejetado a cada sistole
(FE%), uma vez que nesse modelo existe uma reducédo do DS e manutencao VDF,
estabilizando em torno de 42%, semelhante aos dados descritos por Arslan e
colaboradores (2013).

Adicionalmente, neste trabalho a funcdo mecanica cardiaca foi avaliada ex
vivo pela técnica de Langendorff (Figura 12). Ao realizamos a analise da area sob a
curva, foi evidenciada somente uma deficiéncia sistélica, uma vez que os animais
infartados apresentaram menor area quando comparado aos animais falso-
operados. Logo, 28 dias apds da inducédo do infarto, os dados de pressao sistélica
indicam menor capacidade contratil.

A analise morfométrica realizada post mortem, ao final do protocolo
experimental, mostrou que o0s animais infartados apresentaram depdsito de
colageno (26,24 + 8,24%) no ventriculo esquerdo, evidenciando a dimenséo da area
de infarto. Além disso, observamos que a lesdo na parede livre do ventriculo foi
transmural, o que contribui para a disfungéo sistélica encontrada. As areas de infarto
encontradas nesse trabalho sdo homogéneas e semelhantes as areas descritas em
ratos por outros pesquisadores (YELLOW e HAUSENLOY, 2007; ARSLAN et al.,
2013), bem como as encontradas em camundongos (MICHAEL et al., 1995).

Com o modelo de isquemia e reperfusdo estabelecido e devidamente
caracterizado histologicamente pela perda de musculo contratil evidenciado pela
fibrose cardiaca, bem como funcionalmente, pelo comprometimento da funcéo
sistdlica do ventriculo esquerdo, prosseguimos o estudo caracterizando a producao
ERO apos reperfusdo miocardica.

A restauracao do fluxo sanguineo no miocardio isquémico atenua os danos
gerados devido a isquemia, no entanto, pode gerar ainda mais danos por meio de

mecanismos diferentes. Este fendmeno, designado de lesdo de reperfusdo do
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miocéardio, pode reduzir paradoxalmente os efeitos benéficos da reperfusdo do
miocardio (BRAUNWALD e KLONER, 1985; YELLOW e HAUSENLOQY, 2007). Um
dos mediadores dessa "lesdo de reperfusdo” € a formacdo de espécies reativas de
oxigénio, que aumenta logo nos primeiros minutos de reperfusdo do miocardio,
sendo produzidas por uma variedade de fontes (MCCORD, 1985; ZWEIER;
FLAHERTY; WEISFELDT, 1984). Uma das consequéncias diretas da producdo de
ERO nas células cardiacas, durante a reperfusdo, sdo a peroxidacéo lipidica, lesdes
proteicas, oxidacdo do DNA e a ativacdo de metaloproteases de matriz.
Adicionalmente, a elevada geracédo de ERO induz a abertura do poro de transicéo de
permeabilidade mitocondrial, podendo resultar em alteracdes celulares irreversiveis
e morte celular devido a liberacdo de fatores pro-apoptéticos (KALOGERIS; BAO;
KORTHUIS, 2014).

Uma das proteinas responsaveis pela a grande producdo de ERO durante a
lesdo de reperfusdo € a NADPH oxidase, que constitui uma familia de enzimas,
associadas as membranas celulares, que catalisam a reducéo de oxigénio molecular
utilizando NADPH como um doador de elétrons. No coracdo, ja foi descrito que as
NOX desempenham um papel crucial na mediacédo de efeitos patoldgicos, incluindo
a apoptose, hipertrofia, fiborose e disfungcdo mitocondrial (MAEJIMA et al., 2011),
sendo NOX2 e NOX4 as principais.

Ja se sabe que animais NOX2 -, quando infartados, apresentam reducéo da
morte celular dos cardiomiocitos e melhora da sobrevivéncia dos animais, indicando
que essa NADPH oxidase apresenta importancia fundamental na geracdo do
estresse oxidativo no infarto (AKKI et al., 2009).

Outro estudo desenvolvido por Braunersreuther e cols. (2013) demonstrou
gue apos isquemia e 24 horas de reperfusdo, houve uma reducao significativa no
tamanho do infarto do miocardio em animais NOX2 /-, mas ndo em ratos NOX4 ”-. No
entanto, nenhuma protecdo foi observada no modelo de isquemia por oclusao
permanente, o que indica que o dano oxidativo mediado por NOX2 ocorre durante a
reperfusdo. Por fim, o efeito cardioprotetor nos animais NOX2 - foi associado a
diminuicdo de ERO no tecido e a fosforilagdo das moléculas Stat3 e Erk.

Adicionalmente, Matsushima et al. (2013) também mostrou diminuicdo da
lesédo miocardica ap0Os isquemia/reperfusdo em camundongos com delecéo cardiaca
especifica de NOX2 e NOX4. Isso sugere que a NOX4 presente nos cardiomidcitos

também desempenha um papel importante na mediacao de leséo por I/R.
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Neste contexto, esses estudos que utilizaram o0s animais geneticamente
modificados avaliaram, principalmente, o impacto da auséncia de determinada
NADPH oxidase na sobrevivéncia das células miocardicas, bem como no
remodelamento e funcdo cardiaca. Complementarmente, alguns desses trabalhos
quantificaram indiretamente a producdo total ERO com sondas fluorescentes,
entretanto, nenhum deles avaliou a atividade das NADPH oxidases na geragcao de
ERO mediante lesdo por isquemia e reperfusao.

Assim, neste trabalho, avaliamos a contribuicdo das NADPH oxidases no
estresse oxidativo gerado no miocéardio, quantificando, de forma inédita, sua
atividade no coracdo em diferentes tempos apdés a reperfusdo. Como resultado
obtivemos que, de fato, existe um aumento significativo na produ¢cdo de ERO na
area ao redor do infarto e na &rea infartada devido as NADPH oxidases (Figura 15).
O aumento ja era evidente 1 hora apos a reperfusdo em ambas as regifes, quando
comparado aos animais falso-operados, mantendo-se elevado mesmo apos 24
horas, ndo havendo diferenca significativa na produ¢cdo ERO nos diferentes tempo
analisado.

Sendo assim, diante dos resultados previamente descritos neste trabalho,
optamos por realizar a terapia celular no momento da reperfuséo, ao invés de no
ponto de maior producdo de ERO. Para tal, as células foram injetadas por via
intramiocardica, uma vez que ja foi demonstrado um maior percentual de MSC
retidas no coracao por essa via, quando comparado com a intracoronariana (HOU et
al., 2005). Dessa forma, investigamos se as CeSaM seriam capazes de atenuar a
geracdo de ERO mediada pelas NADPH oxidases, bem como modular a atividade
antioxidante miocardica, uma vez que apresentam elevada resisténcia ao estresse
oxidativo e alta atividade das enzimas antioxidantes.

Inicialmente, apds 2 e 24 horas do restabelecimento do fluxo sanguineo e
administragcdo concomitante das CeSaM, investigamos a expressao de NOX2 e
NOX4 por RT-PCR quantitativo. A expressao de NOX5, presente em células
endoteliais e musculares lisas, nédo foi avaliada neste estudo jA que essa NADPH
oxidase ndo é expressa em ratos (BEDARD e KRAUSE, 2007; LASSEGUE e
CLEMPUS, 2003).

Apoés duas horas, a expressdo de NOX2 e NOX4 foi semelhante entre os
animais falso-operados e os infartados tratados ou ndo com as CeSaM,

considerando tanto a borda do infarto quanto a area infartada (Figura 15).
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Entretanto, apés 24 horas houve um aumento significativo da expressdo de NOX2
nos animais infartados tratados com CeSaM, tanto na borda quanto na area
infartada, quando comparados ao falso-operados e aos animais infartados nao
tratados (Figura 17). Cabe ressaltar, que a CeSaM expressa NOX2, entretanto o
primer € especifico para rato. Adicionalmente, a maior expressdao de NOX2 néao
necessariamente refletira em maior atividade de geracdo de ERO pela NADPH
oxidase, uma vez que a ativagdo de NOX2 ocorre por meio de uma série complexa
de interagbes entre diferentes proteinas. Para tal, a NOX2 se associa
constitutivamente com p22phox e € instavel na auséncia do mesmo. Em seguida,
para ativacdo de NOX2 € necessdria a translocacdo de fatores citosélicos para o
complexo NOX2/p22phox. A fosforilagdo de p47phox conduz a uma alteragao
conformacional que permite interacdo com a p22phox e, adicionalmente, organiza a
translocacdo de outros fatores citosdlicos. A localizacdo de p47phox na membrana
favorece o contato de p67phox com NOX2, o qual € considerado o ativador da
subunidade. Finalmente, subunidade p40phox e a GTPase Rac interagem com
NOX2, permitindo a geracdo de ERO (BEDARD e KRAUSE, 2007).

Outra hip6tese para explicar esse fato seria que a presenca da célula
mesenquimal humana derivada do sangue menstrual no tecido cardiaco do rato
induziu um aumento de células inflamatérias no local. Logo, é possivel que o
aumento de expressdo dessa NADPH oxidase seja devido aos neutrofilos e
macrofagos que migraram para essas regides, uma vez que essas ceélulas
expressam principalmente NOX2. Entretanto, essa hipotese, apesar de possivel, é
pouco provavel, uma vez que ja esta devidamente comprovado que as MSC
apresentam um perfil imunomodulatério, sendo capazes de regular resposta imune
do organismo in vitro e in vivo (LE BLANK e RINGDEN, 2007; HO et al, 2015;
CARRILLO-GALVEZ et al.,, 2015). Especificamente, ja foi demonstrado que
diferenciacéo fenotipica dos mondcitos em células dendriticas imaturas foi inibida
mediante co-cultivo com esse tipo celular (BOZORGMEHR et al., 2014). Além disso,
demonstrou-se que a adicdo das CeSaM apoOs a estimulacdo de linfocitos com
lipopolissacarideos resulta na supressdo da proliferacdo, inibicdo da secre¢do de
IFN-y e TNFa e estimulacdo da secrecéo de IL-4 (MURPHY et al., 2008). Outro fato
gue comprova que essas células ndo tenham gerado resposta inflamatoria € a sua
utilizacdo em animais imunocompetentes sem a utilizacdo de imunosupressores,
resultando em beneficios terapéuticos (MURPHY et al., 2008, BORLONGAN et al.,
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2010). Indicando que mesmo em transplantes xenogénicos essas células modulam a
resposta imune do hospedeiro evitando a rejeicao.

Apesar de ocorrer um aumento na expresséo de NOX2 mediante o tratamento
com a célula, isso ndo refletiu em uma maior producdo de ERO pelas NADPH
oxidases, sendo semelhante entre animais infartados tratados ou ndo com CeSaM,
em ambos tempos pés reperfusdo analisados, independente da regido analisada
(Figura 17). Esse resultado sugere um possivel papel antioxidante das CeSaM,
modulando negativamente a producédo de ERO pelas NADPH oxidases, 24 horas
pos reperfusdo, uma vez que o possivel aumento da atividade dessa enzima foi
inibido pela acéo antioxidante da célula.

A elevada producédo de ERO pelas NADPH oxidases no infarto do miocardio
por isquemia e reperfusdo é prejudicial, uma vez que pode desencadear a apoptose
ou necrose, por meio de danos ao DNA, lipidios, proteinas, bem como por meio da
ativacdo de moléculas sinalizadoras ativadas por ERO. Essa sinalizacdo pré-
apoptoética das ERO pode ocorrer por meio da ativacdo de MAP quinases (BEDARD;
KRAUSE, 2007). Adicionalmente, as ERO derivadas das NADPH oxidases vém
sendo sugeridas como reguladores dos canais de calcio presentes na membrana
plasmatica (ZIMMERMAN et al., 2002; WANG et al.,, 2004), bem como o0s
intracelulares (receptor de rianodina) (Yl et al., 2006), promovendo um aumento
ainda maior de calcio citoplasmatico durante a reperfusdo miocardica, contribuindo
ainda mais para o fenébmeno de hipercontratura, ativacdo de proteases e abertura do
poro de transicao de permeabilidade mitocondrial.

Fisiologicamente, o coracdo normal apresenta uma capacidade significativa
de neutralizar as espécies reativas de oxigénio que estdo sendo geradas em
condicGes basais. No entanto, em situacdo patoldgicas, a defesa antioxidante nao
consegue conter a quantidade de ERO em excesso (HILL e SINGAL, 1996). Nesse
sentido, foi demonstrado, em coracdes de ratos, que 0s niveis de superéxido
dismutase, catalase, glutationa peroxidase estavam diminuidos apos IM (HILL e
SINGAL, 1997; SUN, 2009). Entretanto, existem outros trabalhos demonstrando que
a atividade dessas enzimas antioxidantes permanecem inalteradas apos a
reperfuséo tecidual (FERRARI et al., 1985; HARAMAKI et al., 1998).

A enzima antioxidante glutationa peroxidase desempenha um papel
significativo na eliminagcédo do H202 no coragdo, uma vez que sua atividade € muito

maior que a da catalase. Um estudo utilizando camundongos knockout confirmou o
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papel essencial da glutationa peroxidase na cardioprotecdo contra a injuria pés
isquemia e reperfusdo. Os animais transgénicos reduziram significativamente a forca
desenvolvida do coracédo, bem como apresentaram um aumento do tamanho da
area infartada apos 120 minutos de reperfusdo (YOSHIDA et al., 1996).

A catalase é uma enzima intracelular presente nos peroxissomos, entretanto,
a sua atividade foi também observada na matriz mitocondrial (STEARE; YELLON,
1993). Os efeitos protetores da catalase enddgena na isquemia e reperfusdo sédo
controversos na literatura, alguns trabalhos mostram beneficios dessa enzima na
reducéo da geracdo H202, arritmias e peroxidacao lipidica (NOHL, 1980; MOCANU
et al., 1993), enquanto outros estudos ndo observaram tais efeitos (KARMAZYN et
al., 1990; KONOREV et al., 1993).

Ja a superdxido dismutase exerce no coracdo um papel fundamental na
converséo do Oze em H202, sendo encontrada no citoplasma (SOD1), no interior das
mitocdndrias (SOD2), bem como no meio extracelular (SOD3). Ja foi demonstrado
gue a administracdo de SOD e catalase, em conjunto, impediu as alteracées na
funcdo do miocérdio, preservando a funcdo das bombas que compdem o reticulo
sarcoplasmatico em coracoes isolados de ratos submetidos a isquemia seguida de
reperfusdo (TEMSAH et al., 1999).

Outros antioxidantes enddgenos, incluindo a vitamina E (tocoferdis), vitamina
C (&cido ascorbico) e vitamina A (retinol) também estdo presentes no miocardio
(KEANEY, SIMON, FREEDMAN, 1999; NESS, POWLES, KHAW, 1996; PALACE et
al., 1999).

Neste contexto, uma alternativa naturalmente plausivel para atenuar ou
prevenir o estresse oxidativo, apos injuria de isquemia e reperfusdo, é a terapia
antioxidante, enzimatica ou ndo (YELLON; HAUSENLOY, 2007).

Algumas abordagens genéticas com antioxidantes em modelos pré-clinicos
atenuaram o remodelamento cardiaco, como, por exemplo, a superexpressao de
glutationa peroxidase (YOSHIDA et al., 1996; SHIOMI et al., 2004), superoxido
dismutase (CHEN et al, 1998), bem como a transferéncia cardiaca de vetores com
genes que codificam SOD e catalase (WOO et al., 1998).

Atualmente, ja foram realizados diversos estudos clinicos com antioxidantes
em um grande numero de pacientes antes da intervencdo coronariana ou apos
trombdlise, entretanto, os resultados sdo conflitantes. Alguns estudos observaram

gue a administracdo de edaravone e alopurinol melhora a funcao cardiaca e atenua
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o0 estresse oxidativo tecidual (TSUJITA et al., 2006, GUAN et al. 2003). Em
contraste, inumeros estudos utilizando enzimas antioxidantes ou diversas doses de
diferentes vitaminas ndo demonstraram beneficios (RAPOLA et al., 1997; BAILEY et
al., 2006; VIVEKANANTHAN et al., 2003, COOK et al., 2007; SESSO et al., 2008;
YUSUF, 2000).

Existem algumas razbes para esse fracasso terapéutico, tais como:
administragao por via oral, o que dificulta a entrada no sistema vascular, a
incapacidade do antioxidante para entrar na célula-alvo, a meia vida curta, bem
como a conversao dos antioxidantes em agentes pré-oxidantes mediante a presenca
de radicais livres (KLEIKERS et al.,, 2012). Adicionalmente, uma vez que esses
estudos empregaram condicbes experimentais diferentes, como a gravidade do
infarto, a duracdo e/ou protocolo de isquemia e reperfusdo e os métodos de andlise
antioxidante, é esperado que os resultados sejam variaveis. Logo, os diferentes
resultados dos estudos ja realizados dificultam a compreensdo de como o sistema
de defesa antioxidante do tecido cardiaco opera contra a lesdo provocada por
radicais livres.

Assim, neste trabalho observou-se também o impacto das CeSaM na
atividade das enzimas antioxidantes no tecido cardiaco apos a injuria de isquemia e
reperfusdo. Essas células poderiam contribuir para reducdo do estresse oxidativo,
uma vez que apresentam elevada atividade antioxidante, principalmente a enzima
catalase, eliminando parte das ERO que estdo sendo produzidas em excesso.
Adicionalmente, poderiam modular positivamente a defesa antioxidante do préprio
tecido cardiaco.

Assim, os niveis de transcritos de varias enzimas antioxidantes no nivel do
RNA mensageiro foram avaliados. Duas horas apds a reperfusdo, observamos que
somente a area infartada apresentou reducao significativa na expressado da SOD?2
gquando comparados ao animais falso-operados e infartados tratados com CeSaM
(Figura 20). Isso indica que o processo de isquemia e reperfusdo pode contribuir
para um comprometimento dos niveis de superoxido dismutase presente nas
mitocondrias. Consequentemente, aumentam a chance de abertura do poro de
transicdo de permeabilidade mitocondrial, uma vez que € possivel que a
detoxificacdo das espécies reativas de oxigénio neste local esteja prejudicada,
podendo gerar morte celular. Cabe ressaltar que os animais infartados e tratados

com a célula, ndo apresentaram essa redugéo, indicando um possivel beneficio das
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CeSaM na manutencdo da expressao da SOD2 no miocardio. Entretanto, 24 horas
apos a reperfusdo, ndo observamos essa reducdo de SOD2 na regido infartada dos
animais falso-operados, indicando que possivelmente as préoprias células cardiacas
restauraram a expressdo dessa enzima. Entretanto, € provavel que os danos
anteriores, devidos a sua reducado, tenham permanecido.

Além disso, 24 horas apds a reperfusdo, somente a area infartada dos
animais infartados tratados com CeSaM apresentaram aumento significativo na
expressdo de GPX1 quando comparados aos animais falso-operados (Figura 22).
Vale ressaltar que a glutationa peroxidase é de extrema importancia no coracdo uma
vez que sua atividade é bastante elevada no muasculo cardiaco. O aumento de sua
expressdo devido ao tratamento com as células €& bastante entusiasmante,
considerando que isso pode resultar na reducdo do estresse oxidativo no tecido
cardiaco, potencialmente reduzindo a morte dos cardiomiécitos e lesGes vasculares
neste tipo de injuria.

Neste estudo também foram determinadas as atividades das enzimas da
catalase, superoxido dismutase e glutationa peroxidase, em ambas as areas
analisadas, foram semelhantes ao compararmos 0s grupos infartados tratados ou
nao com CeSaM (Figura 23). Adicionalmente, os animais infartados nao tratados
mantiveram as atividades das enzimas antioxidantes semelhantes ao grupo sham,
24 horas pos reperfusao, corroborando com outros trabalhos da literatura (FERRARI
et al., 1985; HARAMAKI et al., 1998). Entretanto, hA um aumento significativo da
atividade da GPX ao compararmos os animais infartados tratados com CeSaM e o
grupo sham, indicando que possivelmente essas células podem apresentar um
efeito antioxidante benéfico na fisiopatologia do infarto. Vale salientar que
atualmente, ndo ha na literatura trabalhos que estudem o efeito das MSC na defesa
antioxidante cardiaca in vivo.

Também concluimos que a administracao de células estromais mesenquimais
derivadas do sangue menstrual, no modelo de infarto por isquemia e reperfusdo, nao
atenuou significativamente a producdo elevada de ERO pelas NADPH oxidases
guando comparado aos animais infartados néo tratados. Entretanto, mais estudos
sd0 necessarios para avaliar se ocorreu aumento da atividade de NOX, devido ao
aumento de expressao de NOX2 mediante ao tratamento. Adicionalmente, se essa
producdo de ERO foi atenuada pelo efeito antioxidante das CeSaM, modulando

negativamente as subunidades ativadoras das NADPH oxidases, levando ao
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resultado encontrado. Contudo, é factivel também que as CeSaM possam interagir
com outras vias produtoras de ERO, atenuando sua ativacédo e/ ou producéo, bem
como detoxificar parte da grande quantidade de espécies reativas que estdo sendo
produzidas no miocéardio por meio de suas enzimas antioxidantes.

Por fim, ainda € possivel que as CeSaM possam gerar beneficio terapéutico
funcional no modelo de isquemia e reperfusdo cardiaco. Tal possibilidade ja foi
demonstrada em alguns trabalhos, uma vez que as MSC sdo capazes de secretar
fatores angiogénicos e anti-apoptéticos, tais como fatores de crescimento, citocinas,
MRNA, miRNA e exossomos (RATAJCZAK et al., 2012; LI et al., 2016) favorecendo
a sobrevivéncia das células cardiacas, bem como liberar metaloproteinases de
matriz, que apresentam um efeito antifibrético (QUEVEDO et al., 2009). A injecdo de
MSC no miocérdio infartado de ratos, uma semana apos I/R, diminuiu o tamanho do
infarto (TANG et al., 2006). J&4 a administracdo de exossomos derivados de MSC
regularam elementos chaves da lesdo de reperfusdo por meio da sinalizacéo
paracrina, promovendo aumento nos niveis de ATP e NADH, reducdo da morte
celular e do estresse oxidativo (ARSLAN et al., 2013). Experimentos em coragdes
isolados submetidos a I/R também revelaram o efeito paracrino protetor das MSC,
mediado pela via fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) (ANGOULVANT et al., 2011).

Assim, esse conjunto de dados sugere que diferentes intervencdes
terapéuticas ainda podem ser realizadas com as CeSaM, visando reduzir os danos

gerados pela isquemia e reperfusdo do miocardio.
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Conclusoes

1) As CeSaM cultivadas em um microambiente semelhante ao isquémico
mantiveram a adesao e viabilidade celular, bem como continuaram proliferando
mesmo em condi¢cdes de baixa concentracdo de oxigénio e auséncia de soro.
Adicionalmente, o cultivo com 1% de oxigénio ou a auséncia de soro, reduziu
apenas modestamente as atividades de algumas enzimas antioxidantes. Dessa
forma, as CeSaM podem ser consideradas uma opcgéao terapéutica em potencial para

doencas isquémicas.

2) O modelo de infarto do miocardio por isquemia/ reperfusao foi realizado com
sucesso, uma vez que as areas de infarto obtidas impactaram negativamente na
funcéo sistdlica cardiaca. Além disso, a producdo de ERO pelas NADPH oxidases
elevou-se nas primeiras horas apés isquemia e reperfusédo tanto na borda como na
area infartada. Entretanto, a terapia realizada com as MSC derivadas do sangue
menstrual, no momento da reperfusdo, nao reduziu a producéo de ERO, bem como
nao aumentou a atividade das principais enzimas antioxidantes cardiaca. Contudo,
ainda é possivel que as CeSaM sejam capazes de agir por meio de outros
mecanismos paracrinos, ndo avaliados neste estudo, atenuando o remodelamento

cardiaco.
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO DE JANEIRO
Hospital Universitario Clementino Fraga Fitho
Faculdade de Medicina
Comité de Etica em Pesquisa - CEP

CEP - MEMO — n.°408/09 Rio de Janeiro, 01 de Junho de 2009.
Da: Coordenadora do CEP
A (0): Sr. (a) Pesquisador (a): Prof*. Regina Coeli dos Santos Goldenberg
Assunto: Parecer sobre projeto de pesquisa.
Sr. (a) Pesquisador (a),

Informo a V. S.a. que o CEP constituido nos Termos da
Resolugio n.° 196/96 do Conselho Nacional de Saide e, devidamente
registrado na Comissfio Nacional de Etica em Pesquisa, recebeu, analisou e
emitiu parecer sobre a documentagdio referente ao protocolo de pesquisa
paginas 001 a 043 e seu respectivo Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido, conforme abaixo discriminado:

Protocolo de Pesquisa: 056/09 - CEP

Titulo: “Sangue menstrual: uma fonte alternativa de célula-
tronco.”

Pesquisador (a) responsavel: Prof’, Regina Coeli dos Santos
Goldenberg

Data de apreciagdo do parecer: 28/05/2009

Parecer: "APROVADCO™

Informo ainda, que V. Sa. deverd apresentar relatdrio
semestral, previsto para 28/11/2009, anual e/ou relatério final para este

Comité acompanhar o desenvolvimento do projeto. (item VIL' 13.d., da
Resolugéo n. ® 196/96 — CNS/MS).

Atenciosamente,

Qua Wse N UG

Proft. Alice Helena Dutra Violante
Coordenadora do CEP
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Anexo B — Aprovacio da Comissao de Etica de Uso

de Animais em Experimentacao Cientifica



Rio de Janeiro, 30 de abril de 2014

Prezada Professora Regina Coeli dos Santos Goldenberg

A Comissao de Etica no Uso de Animais (CEUA) em Experimentacéo Cientifica
do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Rio de Janeiro registrada
no Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA) sobre o
nimero de processo 01200.001568/2013-87 certifica que o projeto sob sua
coordenacdo e intitulado: “Alta resisténcia ao estresse oxidativo: possivel
vantagem terapéutica das células-tronco mesenquimais derivadas do sangue
menstrual no infarto do miocardio.”, onde é indicada a utilizagdo de 180 ratos, foi
aprovado por esta comissdo no dia 30/04/14 sob o numero de referéncia 022/14. Este
protocolo tem validade unicamente para os 180 animais solicitados até o prazo de
maio de 2017.

Atenciosamente;

Prof. Marcel Frajblat
Coordenador da Comissao de Etica no Uso de Animais - CCS

Decania do CCS: Av. Carlos Chagas Filho, 373 Prédio do Centro de Ciéncias da Seaiide, Bloco K, 2" andar -
Cidade Universitaria - CEP 21941-590 — Rio de Janeiro — Brasil
Tel: (21) 2562.6705 - Fax: (21) 2270.1749 - www.ccsdecania.ufrj. br
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Anexo C — Tabelas dos Resultados dos Experimentos in

vitro
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a) Tabelas referentes a figura 4 - Ensaio de adesdo e quantificacdo celular na

presenca (20%) ou auséncia de soro e nas diferentes concentracdes de O..

Ensaio de Adesao Celular - 2 horas

Nomoxia Hipoxia 5% Hipoxia 1%
Com Soro Sem soro Com Soro Sem soro Com Soro Sem soro
média 100 100,14 96,39 101,33 101,47 97,01
desvio padrdo 9,35 4,20 8,25 3,29 10,49 8,61
Quantificacdo Celular - 48 horas
Nomoxia Hipoxia 5% Hipdxia 1%
Com Soro Sem soro Com Soro Sem soro Com Soro Sem soro
média 102,18 82,89 120,19 95,89 98,85 85,44
desvio padrdo 4,92 12,79 18,65 24,65 9,92 13,16
Quantificacdo Celular - 7 dias
Nomoxia Hipoxia 5% Hipoxia 1%
Com Soro Sem soro Com Soro Sem soro Com Soro Sem soro
média 101,68 31,48 112,18 31,45 109,27 29,67
desvio padrdo 12,02 12,99 16,91 6,66 21,52 6,32

b) Tabelas referentes a figura 6 - Ensaio de viabilidade celular com azul de Trypan na

presenca (20%) ou auséncia de soro e nas diferentes concentracdes de O..

Viabilidade Celular - 48 horas

Nomoxia Hipdxia 5% Hipdxia 1%
Com Soro Sem soro Com Soro Sem soro Com Soro Sem soro
média 94,18 94,31 92,03 94,38 92,32 90,01
desvio padrao 3,47 0,97 2,53 0,45 0,82 3,57
Viabilidade Celular - 7 dias
Nomoéxia Hipoxia 5% Hipoxia 1%
Com Soro Sem soro Com Soro Sem soro Com Soro Sem soro
média 93,47 92,44 91,04 90,70 91,69 89,96
desvio padrdo 0,97 1,28 3,89 2,93 3,66 4,39
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c) Tabelas referentes a figura 7 - Ensaio de apoptose com AnexinaV / 7 AAD na

presenca (20%) ou auséncia de soro e nas diferentes concentragdes de O,.

Apoptose Celular - Estagio Inicial - 48 horas

Nomoxia Hipoxia 5% Hipoxia 1%
Com Soro Sem soro Com Soro Sem soro Com Soro Sem soro
média 5,73 3,10 4,03 1,53 5,73 4,37
desvio padrdo 2,61 1,31 0,91 0,82 2,15 1,84
Apoptose Celular - Estégio Inicial - 7 dias
Nomoxia Hipdxia 5% Hipdxia 1%
Com Soro Sem soro Com Soro Sem soro Com Soro Sem soro
média 0,50 0,97 0,93 0,57 2,30 2,00
desvio padrdo 0,36 0,46 0,25 0,09 0,91 0,94
Apoptose Celular - Estagio Tardio - 48 horas
Nomoéxia Hipdxia 5% Hipdxia 1%
Com Soro Sem soro Com Soro Sem soro Com Soro Sem soro
média 1,33 1,07 1,03 0,30 4,60 3,33
desvio padrdo 0,93 0,96 0,25 0,22 1,87 1,92
Apoptose Celular - Estdgio Tardio - 7 dias
Nomoéxia Hipoxia 5% Hipoxia 1%
Com Soro Sem soro Com Soro Sem soro Com Soro Sem soro
média 0,57 0,43 0,87 0,37 1,50 1,67
desvio padrdo 0,17 0,47 0,47 0,21 0,51 0,45
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d) Tabelas referentes a figura 8 - Ensaio de ciclo celular com iodeto de propideo na

presenca (20%) ou auséncia de soro e nas diferentes concentragdes de O,.

Ciclo Celular - Fase G1 - 48 horas

Nomoxia Hipoxia 5% Hipdxia 1%
Com Soro Sem soro Com Soro Sem soro Com Soro Sem soro
média 62,03 65,87 59,10 67,70 49,33 68,00
desvio padrdo 3,68 7,49 2,36 5,65 3,09 7,12
Ciclo Celular - Fase S - 48 horas
Nomoxia Hipoxia 5% Hipdxia 1%
Com Soro Sem soro Com Soro Sem soro Com Soro Sem soro
média 21,40 13,37 22,90 14,57 25,00 13,67
desvio padrao 1,26 1,36 1,06 0,66 3,74 2,87
Ciclo Celular - Fase G2 - 48 horas
Nomoxia Hipoxia 5% Hipdxia 1%
Com Soro Sem soro Com Soro Sem soro Com Soro Sem soro
média 20,73 17,13 21,63 21,03 23,33 18,00
desvio padrdo 1,21 3,27 2,60 2,87 1,25 4,24
Ciclo Celular - Fase G1 - 7 dias
Nomoxia Hipoxia 5% Hipoxia 1%
Com Soro Sem soro Com Soro Sem soro Com Soro Sem soro
média 70,10 68,40 65,63 78,23 73,33 77,67
desvio padrdo 8,95 6,81 7,28 3,92 1,89 1,25
Ciclo Celular - Fase S - 7 dias
NomaOxia Hipdxia 5% Hipoxia 1%
Com Soro Sem soro Com Soro Sem soro Com Soro Sem soro
média 8,80 12,17 12,18 8,03 5,33 6,00
desvio padrao 5,90 3,69 2,44 1,62 2,05 2,16
Ciclo Celular - Fase G2 - 7 dias
Nomoxia Hipoxia 5% Hipoxia 1%
Com Soro Sem soro Com Soro Sem soro Com Soro Sem soro
média 18,37 18,03 18,20 9,00 20,67 13,33
desvio padrdo 4,51 6,22 4,74 2,37 1,25 2,05
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e) Tabelas referentes a figura 9 — Atividade das enzimas antioxidantes da CeSaM nas

diferentes condi¢cBes de concentracdo de oxigénio e privacéo de soro.

Atividade Catalase - 48 horas

Nomoxia Hipoxia 5% Hipoxia 1%
Com Soro Sem soro Com Soro Sem soro Com Soro Sem soro
média 280,44 238,81 214,06 181,57 188,26 152,01
desvio padrdo 6,85 35,46 21,52 31,14 29,49 20,28
Atividade Superoxido Dismutase - 48 horas
NomOxia Hipdxia 5% Hipdxia 1%
Com Soro Sem soro Com Soro Sem soro Com Soro Sem soro
média 6,00 7,03 6,40 6,93 5,27 4,80
desvio padrdo 0,37 0,68 1,23 0,74 0,37 0,41
Atividade Glutationa Peroxidase - 48 horas
Nomoxia Hipoxia 5% Hipoxia 1%
Com Soro Sem soro Com Soro Sem soro Com Soro Sem soro
média 12,45 10,12 12,82 11,08 11,15 9,70
desvio padrdo 0,71 0,70 0,20 1,02 0,22 0,63
Atividade Catalase - 7 dias
Nomoxia Hipoxia 5% Hipoxia 1%
Com Soro Sem soro Com Soro Sem soro Com Soro Sem soro
média 147,53 196,12 201,73 214,61 124,65 133,80
desvio padrdo 19,83 21,69 59,81 56,14 10,61 35,10
Atividade Superoxido Dismutase - 48 horas
NomaOxia Hipdxia 5% Hipdxia 1%
Com Soro Sem soro Com Soro Sem soro Com Soro Sem soro
média 7,60 5,93 7,03 5,73 4,90 4,63
desvio padrdo 0,54 0,21 0,17 0,82 0,64 0,19
Atividade Glutationa Peroxidase - 48 horas
Nomoxia Hipoxia 5% Hipoxia 1%
Com Soro Sem soro Com Soro Sem soro Com Soro Sem soro
média 10,97 10,54 10,81 9,72 10,81 9,72
desvio padrdo 1,07 0,23 0,70 0,46 0,70 0,46
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Anexo D — Tabelas dos Resultados dos Experimentos

in vivo
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a) Tabelas referentes a figura 12 — Andlises ecocardiograficas no vigésimo oitavo dia

do protocolo experimental.

Ecocardiograma - Volume Sistélico Final

Sham Infartado
média 86,53 257,68
desvio padrdo 26,75 77,21

Ecocardiograma - Fracdo de Ejecdo

Sham Infartado
média 77,32 43,28
desvio padrdo 2,84 8,16

Ecocardiograma - Débito Sistolico

Sham Infartado
média 287,08 195,17
desvio padrdo 45,85 38,56

Ecocardiograma - Volume Diastolico

Final
Sham Infartado
média 373,61 452,86
desvio padrdo 70,71 90,63
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b) Tabelas referentes a figura 13 — Analises das &reas sob a curva das pressfes

sistodlicas, diastolicas e desenvolvidas em determinados volumes.

Langendorff - Pressao Sistdlica
Sham Infartado
média 176,33 163,33
desvio padrao 2,49 9,57

Langendorff - Pressdo Diastolica

Sham Infartado
média 95,67 66,00
desvio padrao 16,21 24,36

Langendorff - Pressao
Desenvolvida

Sham Infartado
média 80,67 94,83
desvio padrao 14,88 21,47

c) Tabelas referentes a figura 15 — Atividade da geracdo de espécies reativas de

oxigénio pelas NADPH oxidases.

Producdo de ERO em diferentes tempos pas Infarto - Sem NADPH

Sham VE 1h INF 2h INF 6h INF 24h INF
média 13,69 15,56 17,84 12,01 18,07
desvio padrdo 2,48 2,49 7,24 2,77 8,80

Producéo de ERO em diferentes tempos pos Infarto - Sem NADPH

Sham VD 1h BI 2h Bl 6h Bl 24h BI
média 9,94 17,14 20,64 18,79 15,65
desvio padrdo 1,44 5,18 7,89 5,12 4,33

Producdo de ERO em diferentes tempos pos Infarto - Com NADPH

Sham VE 1h INF 2h INF 6h INF 24h INF
média 34,83 67,73 71,37 53,11 58,06
desvio padrdo 2,69 5,21 3,64 7,56 3,80

Producdo de ERO em diferentes tempos pds Infarto - Com NADPH
Sham VD 1h BI 2h BI 6h BI 24h BI

média 31,63 71,65 60,36 57,80 63,16

desvio padrao 3,29 2,69 11,94 5,01 2,96






