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RESUMO

Devido suas caracteristicas e propriedades, células-tronco mesenquimais vém
sendo frequentemente utilizadas no tratamento de doencas que acometem grande
parte da populacdo e que acarretam custo elevado para o sistema de salde. No
entanto, até o momento, pouco se sabe sobre a funcionalidade de células-tronco
mesenquimais derivadas da medula 6ssea de individuos doentes, para utilizacdo em
terapia celular. Desse modo, no presente estudo, avaliamos a influéncia da
hipercolesterolemia sobre células-tronco mesenquimais derivadas da medula-6ssea
de camundongos apoE knockout. Foram avaliados a colesterolemia e o estresse
oxidativo plasmatico, bem como a producdo de espécies reativas de oxigénio, a
porcentagem de apoptose e de senescéncia e possiveis alteracbes morfoldégicas em
células-tronco mesenquimais derivadas da medula éssea de camundongos apoE™
(hipercolesterolémicos) e camundongos C57 (normocolesterolémicos), com 2 meses
de idade. Observou-se que a hipercolesterolemia, a qual se desenvolve
espontaneamente em camundongos apoE~’", promove aumento no estresse oxidativo
plasmatico (apoE 729,83 + 3,58 pmol/mg vs. C57: 11,20 + 1,89 umol/mg, p< 0,001,
teste t de Student), bem como aumento na producdo de O2- (1,5 vezes, p< 0,01,
teste t de Student), H202 (1,4 vezes, p< 0,01, teste t de Student) e NO (1,3 vezes,
p<0,05, teste t de Student) em células-tronco mesenquimais da medula Gssea.
Consequentemente, houve um aumento na porcentagem de células senescentes
(apoE”: 4,1 + 0,53% vs. C57: 0,7 + 0,12%, p< 0,001, teste t de Student) e
apoptoticas (apoE”: 7,48 + 0,32% vs. C57: 2,31 + 0,15%, p< 0,0001, teste t de
Student), bem como aumento no tamanho (apoE”: 30529 + 664,5 a.u. vs. C57:
27429 + 589,8 a.u. p< 0,01, teste t de Student), area celular (apoE": 6142 + 603,6
um? vs. C57: 3682 + 267,7 um?, p<0,001, teste t de Student) e area nuclear (apoE":
127,6 + 8,31 pym? vs. C57: 106 + 4,69 um?, p<0,05, teste t de Student), além de
alteracdes morfolégicas em cultura e ao nivel mitocondrial nessas células. Desse
modo, a hipercolesterolemia influencia a funcionalidade de células-tronco
mesenquimais da medula 0ssea, podendo afetar a eficacia no uso dessas células

para tratamento, cura e ou prevencao de doencas.

Palavras-chave: Hipercolesterolemia. Células-tronco mesenquimais. Espécies

reativas de oxigénio. Senescéncia. Apoptose.



ABSTRACT

Due to its characteristics and properties, mesenchymal stem cells have often been
used in the treatment of diseases that affect a large part of the population and which
entail high costs for the health system. However, to date, little is known about the
functionality of mesenchymal stem cells derived from bone marrow of diseased
individuals, for use in cell therapy. Thus, in the present study, we evaluated the
influence of hypercholesterolemia on mesenchymal stem cells derived from bone
marrow of apoE knockout mice. We evaluated the blood cholesterol and plasma
oxidative stress and the production of reactive oxygen species, the percentage of
apoptosis and senescence and possible morphological changes in mesenchymal
stem cells derived from bone marrow of apoE~ mice (hypercholesterolemic) and C57
mice (normocholesterolemic), at 2 months of age. It was observed that
hypercholesterolemia, which develop spontaneously in apoE 7 mice promotes
increased plasma oxidative stress (apoE 29,83 + 3,58 umol/mg vs. C57: 11,20 *
1,89 umol/mg, p< 0,001, Student t test), as well as increased production of Oz2-+ (1.5
fold, p <0.01, Student t test), H202 (1.4 fold, p <0.01, Student t test) and NO (1.3-fold,
p <0.05, Student t test) in mesenchymal stem cells from bone marrow. Consequently,
there was an increase in the percentage of senescent (apoE”: 4,1 + 0,53% vs. C57:
0,7 + 0,12%, p< 0,001, Student t test) and apoptotic cells (apoE’": 7,48 + 0,32% vs.
C57: 2,31 + 0,15%, p< 0,0001, Student t test) and increase in size (apoE’: 30529 +
664,5 a.u. vs. C57: 27429 + 589,8 a.u. p< 0,01, Student t test), cell area (apoE’:
6142 + 603,6 um? vs. C57: 3682 + 267,7 pm?, p<0,001, Student t test) and nuclear
area (apoE”: 127,6 + 8,31 um? vs. C57: 106 + 4,69 um?, p<0,05, Student t test), in
addition to morphological changes in culture and these cells at the mitochondrial
level. Thus, hypercholesterolemia affects the functionality of mesenchymal stem cells
from bone marrow, which may affect the effectiveness of using these cells to treat,

cure or prevention of diseases.

Keywords: Hypercholesterolemia. Mesenchymal stem cells. Oxygen-reactive

species. Senescence. Apoptosis.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Dados referentes a mortalidade proporcional por grupo de causas,
Espirito Santo, 2001, 2012 € 2013 ........uuuuuuuuuuruiiuneernnernneeneennernrrrrrrar———————————————— 13
Figura 2 - Estagios no desenvolvimento das lesdes ateroscleroticas ..........cc.......... 15
Figura 3 - Niveis plasmaticos de Colesterol Total, HDL Colesterol e Triglicerides em

camundongos ApoE knockout heterozigotos e homozigotos comparados com

=L g P VRSN 1] 0 = 1 PR 17
Figura 4 - Principais geradores celulares de ROS ............ccoociiiiiiiiiiiiiieee 19
Figura 5 - Representacdo esquematica da geracdo de ROS ..........cccccceeeiiiieeeennnnns 20
Figura 6 - Enzimas antioxidantes e as reacfes que elas catalizam ........................ 21
Figura 7 - Capacidade de diferenciacdo das CTMs de medula éssea .................... 25
Figura 8 - Porcentagens de ensaios clinicos envolvendo CTMs em doengas ......... 28
Figura 9 - Mecanismos de ativagéo da senescéncia celular ..............cccccvvvevnnnnnnnnnne 31
Figura 10 - Vias que conduzem a morte celular ..........ccccccoeeeiiieieiiiiiiiiici e, 34
Figura 10 - Analise morfométrica celular e nuclear das CTMs em cultura .............. 44

Figura 12 - Concentracao plasmatica dos produtos avancados de oxidacao proteica
(AOPP) em camundongos apOE™ € C57 ...c.ccceciuieiiieiiieiiee st 48
Figura 13 - Caracterizacao imunofenotipica das CTMS ..........ccceevviiiiiiiiiiieieeeeeeenns 49
Figura 14 - Gréficos de tamanho e complexidade interna de CTMs de camundongos
APOET 8 C57 oottt ettt 50
Figura 15 - Efeitos da hipercolesterolemia sobre a producdo de espécies reativas de
oxigénio em CTMs de camundongos apoE™ € C57 ....c..ccceceeeecveeeiiieeecee e 51
Figura 16 - Efeitos da hipercolesterolemia sobre a porcentagem de apoptose celular
em amostras de CTMs de animais apoE" € C57 ........ccccccvevviiieiiieecie e 52
Figura 17 - Influéncia da hipercolesterolemia sobre a senescéncia em CTMs ........ 53
Figura 18 - Morfologia das CTMs derivadas da medula éssea de camundongos

21010 =Rl =X 1 AR 54
Figura 19 - Area celular e nuclear das CTMs de camundongos apoE” e C57 ........ 55
Figura 20 - Micrografias eletronicas de transmissédo de CTMs de camundongos

210 1o)X 1Y AR 57



Figura 21 - Micrografias eletrénicas de transmissao de CTMs de camundongos

APOET 8 €57 ettt et araers 58
Figura 22 - Micrografias eletronicas de transmissao de CTMs de camundongos
21010 =l Y 1Y AR 59

LISTA DE TABELAS

Tabela 1- Valores de colesterol total, LDL e triglicérides em camundongos C 57 e



DCVs
AVC
CID-10
LDL
ROS
LDL-ox
SMCs
apoE
KD
apoE
C57
VLDL
IDL
HDL
Ooe-
NO

ClO-
ONOO-
O3

H202
ER
LCFA
SOD
CAT
GPX
GRX
CTEs
CTAs

LISTA DE SIGLAS

Doencgas Cardiovasculares

Acidente vascular cerebral

Cadigo Internacional de doencas
Lipoproteina de baixa densidade
Espécies reativas de oxigénio
Lipoproteina de baixa densidade oxidada
Células do musculo liso

Apolipoproteina E

KiloDalton

Camundongo knockout para apoliproteina E
Camundongo selvagem

Lipoproteina de muito baixa densidade
Lipoproteina de densidade intermediéaria
Lipoproteina de alta densidade

Anion superéxido (Oze-)

Oxido nitrico

Radical hidroxila

Hipoclorito

Peroxinitrito

Ozbnio

Oxigénio molecular

Peroxido de hidrogénio

Reticulo endoplasmatico

Acidos graxos de cadeia longa
Superoxido dismutase

Catalase

Glutationa peroxidase

Glutationa redutase (GRX)
Células-tronco embrionérias

Células-tronco adultas



CSCs Células-tronco espermatogonias

CTMs Células-tronco mesenquimais

ISCT Sociedade Internacional de Terapia Celular
SFB Soro fetal bovino

DDR Respostas de dano ao DNA

ATP Trifosfato de adenosina

AOPP Produtos avancados de oxidagao proteica
PBS Tampao salina fosfato

DHE Dihidroetideo

DCFH-DA 2,7’ -diacetato de diclorofluoresceina

DAF 4,5- diaminofluoresceina-2/diacetato
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium,

MFI Intensidade de fluorescéncia média

X-gal 5-bromo-4-cloro-3-indol-B-D-galactopiranosideo
CT Colesterol total

EPM Erro Padréo da Média

B-gal B-galactosidase

a.u. Unidades arbitrarias



SUMARIO

L INTRODUGAO ...ttt nnanas 12
1.1 ATEIOSCIEIOSE oo 12
1.1.1 Doencas Cardiovasculares e AteroscleroSe .......cccoveeevveveiiviiiiineeennn. 12
1.1.2 O Modelo apoE Knockout de AteroScleroSe ..........ccccccveevvevvinninnnnnnnns 16

1.2 ESIresse OXidatiVO .....coooviiiiiiiiiiiiie e 18
1.3 Introducao as CElIUIAS-TIONCO ......uuuiiiie e 23
1.3.1 Células-Tronco MeSeNnqUIMAIS ........cccuueiiieieeeiiiiiiiiiiieee e e e siiieeeee e 25

1.4 Efeitos do Estresse Oxidativo Sobre Células-Tronco Mesenquimais ..... 28
1.4.1 SENESCENCIA CIUIAN ....uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii bbb 29
AN 0 o ] 0] (0 1] PP 32

122 18 1S I 1 O N Y 35
S OBUIETIVOS ..ottt e e e e e e e e e e e e aaaas 36
I O oY= ALY o I 1= - | 36
3.2 Objetivos ESPECITICOS .oiiiiiiiieicie e 36

A METODOLOGIA oot e e e e e e e e e e e e e e e e e e e eanes 37
4.1 ANIMaAIS EXPEIriMENTAIS .....uuviuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiib i 37

4.2 Dosagem Plasmética de Colesterol Total, Colesterol LDL e Triglicérides

.............................................................................................................................. 37
4.3 Andlise de Produtos Avancados de Oxidacédo Proteica — AOPP ............. 38
4.4 1solamento de Células Mononucleares da Medula-6ssea e Separacao das
Células-tronCco MeSENQUIMAIS .....ccceeiiiiiiiiiiiiiieee et e e e e e s e e e e e e e e 38
4.5 Andlise das Células-tronco Mesenquimais por Citometria de Fluxo ...... 39

4.5.1 Caracterizag8o FEeNOtipPIiCa .....coovviiviiiiii e 39

4.5.2 Determinacédo dos Niveis Citoplasmaticos de Espécies Reativas

(013 ) q o = o TR 40

4.5.3 Determinacao da Apoptose Celular ........cccciiiiiiiiiiiiiicc e, 41
4.6 Determinacao da Senescéncia Celular Associada a -Galactosidase ....42
4.7 Caracterizagdo Morfologica das Células-tronco Mesenquimais .............. 43

4.7.1 Caracteristicas morfolégicas das Células-tronco Mesenquimais

(<] (T O] (U = S 43

4.7.2 Andlise Morfométrica Celular @ Nuclear ........coooeoeiiiiiciiiiiiiieieen, 43



4.7.3 ANAlIISE UHIaeStrUtUTal . ...oonieeeeee e, 45

4.8 ANAlISE EStAtiSTICA ...uvvvuurririiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeraeeraarrraeaenrarsaeeeaesnennnnnnnnnnnes 46

5 RESULTADOS ..ottt ettt e e ettt e e e e e e s s st e e e e e e e e s s nnsnnbreeeeeaens 47
5.1 Niveis Plasmaticos de Colesterol Total, Colesterol LDL e Triglicérides .47
5.2 Niveis de Estresse Oxidativo Plasma&tiCO .......ccccccvvvvvvvviiiiiiiiiiiiiiiieiiieeeeee, 48
5.3 Analise das Células-tronco Mesenquimais por Citometria de Fluxo ...... 49
5.3.1 ImMuNOfenOtiPagemM ....cooveeiiii e 49
5.3.2 Tamanho Celular e Complexidade Interna ..........cccooeeeeeevveveiiicinn e, 50

5.3.3 Efeitos da Hipercolesterolemia sobre os Niveis Citoplasméticos
de Espécies Reativas de Oxigénio em Células-tronco Mesenquimais ..... 51
5.3.4 Efeitos da Hipercolesterolemia Sobre a Apoptose em Células-
troNCO MESENQUIMAIS .evvviiiiiieeeeeiieeieee e e e et e e e e e et e e e e e e e e e s 52
5.4 Efeitos da Hipercolesterolemia Sobre a Senescéncia em Células-
trONCO MESENQUIMEAS ....uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie s 53

5.5 Efeitos da Hipercolesterolemia sobre a Morfologia das Células-

troNCO MESENQUIMAIS . .cciiiiiiiiiiiii e e e e e e et e e e e e e et s e e e e e e e e e e e e e e eeeeeennes 54
5.5.1 Morfologia €m CUlTUIA .........uuuuiumiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 54
5.5.2 Area Celular € NUCIBAI .......c.ccvecueieeceeceeeeeee e 55
5.5. 3 UIFABSTIULUIA ..uuuiiieiiiieeeiii ettt e e e e e e e aaan e e e e 56

B DISCUSSAOD ....oouiiiieiitiieieieiei ettt ettt et ee e 60
7 CONCLUSAOQ ..ottt ettt 71

B REFERENCIAS ..o 72



12

1 INTRODUCAO

1.1 Aterosclerose

1.1.1 Doencgas Cardiovasculares e Aterosclerose

As doencas cardiovasculares (DCVs) sao um grupo de doencas do coracao e dos
vasos sanguineos, as quais representam a principal causa de morte no mundo.
Dados de 2012, mostram que 17,5 milhdes de pessoas morreram de DCVs,
representando cerca de 31% de todas as mortes globais. Dessas mortes, destacam-
se a doenca cardiaca coronariana com 7,4 milhGes e o acidente vascular cerebral
(AVC) com 6,7 milhdes de dbitos (OMS, 2015).

No Brasil, dados do Ministério da Saude (2011), mostram que as DCVs sao
responsaveis por 29,4% de todas as mortes registradas. Isso significa que mais de
308 mil pessoas faleceram principalmente de infarto e AVC, colocando o pais entre
0s 10 paises com maior indice de mortes por DCVs.

No estado do Espirito Santo, uma analise dos 6bitos listados por capitulo do Cadigo
Internacional de doencgas (CID-10), mostra que as principais causas de mortes séao
oriundas de doencas no aparelho circulatério, as quais incluem as DCVs,
representando um total de 29,5%. Além disso, se comparados os dados referentes
ao ano de 2001 a 2013, observamos um aumento de 2,9 % em causas de Obitos
referentes ao aparelho circulatério (Figura 1) (INSTITUTO JONES DOS SANTOS
NEVES, 2013).

A principal caracteristica das DCVs é a presenca da aterosclerose. A aterosclerose
pode ser definida como uma doenca inflamatoria cronica de origem multifatorial que
ocorre em resposta a agressao endotelial, acometendo principalmente a camada

intima de artérias de médio e grande calibres (ROSS, 1993).
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2001 2012 Hl 2013
Todas as demais Causas | — 7,2 20,5
/.1 16,8
Causas externas de morbidade e mortalidade | —————— 155
33 17,9
Afecgbes originadas no periodo perinatal | %L'g !
3,6
i ‘ ‘74,8
Doencas do aparelho digestivo [y 51 T
Doencas do aparelho respiratorio — 99,:[:5
- : ‘ 26,6 594
Doengas do aparelho circulatério | 29’5
‘ 1,2 '
Doengas do sistema nervoso | 3.3
32,8
D décri tricionai taboli "5,9
oengas enddcrinas nutricionais e metabdlicas | 23
NEOP'HS\HS [tumores) - ________________________|] 1’7 5
3,2 !
Algumas doengas infecciosas e parasitarias |y %,91

% 0,0 50 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0 35,0

Figura 1: Dados referentes a mortalidade proporcional por grupo de causas, Espirito Santo,
2001, 2012 e 2013. Fonte: (INSTITUTO JONES DOS SANTOS NEVES, 2013).

No estégio inicial do desenvolvimento da placa aterosclerética, o endotélio da
parede arterial esta intacto e ndo ha expressdo de moléculas de adesdo para
leucdcitos em sua superficie. No entanto, o endotélio quando sujeito a estimulos
irritativos, tais como dislipidemia e hipertensdo, favorece a adesao leucocitaria
(LIBBY etal., 2011).

Como consequéncia da disfun¢édo endotelial, ha um aumento da permeabilidade da
camada intima as lipoproteinas plasmaticas, favorecendo a retencdo das mesmas
no espaco subendotelial. Retidas, as particulas de LDL (Low Density Lipoproteins)
sofrem oxidacdo por espécies reativas de oxigénio (reactive oxygen species- ROS)
produzidas por células endoteliais, macréfagos residentes e células musculares
lisas, modificando sua estrutura e causando a exposicdo de diversos epitopos,

tornando-as imunogénicas (XAVIER et al., 2013).

As LDL’s oxidadas (LDL-ox) aumentam a permeabilidade a outras LDL e o
surgimento de moléculas de adesdo leucocitaria na superficie endotelial,

promovendo a atracdo de mondcitos para a intimidade da parede arterial. Apés a
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adesdo ao endotélio, os mondcitos sdo induzidos por proteinas quimiotéticas a
migrarem para o espaco subendotelial e se diferenciarem em macréfagos. Na
camada intima, os macréfagos maduros via receptores scavengers, fagocitam LDL-
ox sem controle da quantidade recebida e tornam-se células-espumosas (LIBBY et
al., 2011; MOORE et al., 2013).

As células espumosas sdo o principal componente das estrias gordurosas, as quais
sdo lesBes macroscoépicas iniciais da aterosclerose. Apds ativacdo, os macrofagos
sdo, em grande parte, responsaveis pela progressdo da placa aterosclerdtica
mediante a secrecdo de citocinas, que amplificam a inflamacdo e de enzimas
proteoliticas capazes de degradar coladgeno e outros componentes teciduais locais
(XAVIER et al.,, 2013). Além do macrofago, o desenvolvimento do processo
aterosclerotico envolve a ativacdo de varios tipos de células (incluindo células
endoteliais, células musculares lisas, linfécitos e mondcitos) na camada intima
arterial, resultando em uma resposta inflamatoria local (CHINETTI-GBAGUIDI et al.,
2014).

Posteriormente, o processo inflamatério local criado estimula a migracéao,
proliferacédo e o recrutamento de células musculares lisas a partir da camada arterial
média para a camada arterial intima. Na camada intima, as células musculares lisas
passam a produzir ndo sé citocinas e fatores de crescimento, mas também
moléculas da matriz extracelular, como colageno e elastina, formando uma capa
fiborosa que cobre a placa. Esta capa fibrosa cobre varias células espumosas
derivadas de macréfagos, algumas das quais morrem (como por exemplo por
apoptose) e acabam liberando os lipideos que se acumulam no meio extracelular
(LIBBY et al., 2011).

A placa aterosclerdtica desenvolvida é constituida por elementos celulares,
componentes da matriz extracelular, ndcleo lipidico e necrotico, formado
principalmente por debris de células mortas. As placas plenamente desenvolvidas
podem ser de duas formas: estaveis ou instaveis. As placas estaveis possuem
predominantemente colageno, organizado em capa fibrosa espessa, apresentam

excasses de células inflamatérias e nucleo lipidico e necrético de proporcdes
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menores (LIBBY et al.,, 2011). Em contrapartida, as placas instaveis apresentam
atividade inflamatoéria intensa, especialmente nas suas bordas laterais, com grande
atividade proteolitica, nucleo lipidico e necroético proeminente e capa fibrossa menos
espessada. As placas instaveis, podem ainda, expor material lipidico altamente
trombogénico, através da ruptura da capa fibrossa, levando a formagdo de um
trombo. A formacao do trombo por rompimento da capa fibrossa menos espessada
das placas instaveis € um dos principais determinantes das manifestacdes clinicas
da aterosclerose (XAVIER et al., 2013). O processo de formacdo da placa
aterosclerotica pode ser resumido pela Figura 2:
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Figura 2: Estagios no desenvolvimento das les6es aterosclerdticas. (a) Artéria normal com suas
trés camadas. A camada intima, é a camada mais interior do vaso sanguineo, sendo revestida por
uma monocamada de células endoteliais e pela lAmina basal. A camada intima, contém ainda
algumas células do musculo liso (SMCs) residentes. A camada logo abaixo da camada intima é
chamada de camada média e contém SMCs incorporadas em uma matriz extracelular complexa; (b)
Esquema mostrando a adeséo leucdcitdria a monocamada endotelial através do aumento na
expressao endotelial de fatores de adesdo, como VCAM-1 e P-selectinas, devido a lesGes endoteliais
causadas por fatores de risco como hipercolesterolemia. Apds adesao, os leucécitos migram para a
camada intima, atraidos por fatores de atragdo e fagocitam principalmente moléculas de LDL-ox se
tornando células espumosas (foam cell); (c) Progresséo da leséo envolvendo a migracdo de SMCs a
partir da camada média para a camada intima, com aumento em sua proliferacao. Durante o avanco
das lesdes, células espumosas e SMSc morrem por apoptose liberando seu contetdo lipidico na
regido central da placa; (d) Formacédo do trombo, o qual se desenvolve para o interior do vaso,
podendo impedir a passagem sanguinea ou muitas vezes ser levado pela corrente sanguinea até
bloquear um vaso de menor calibre. Fonte: (Libby et al ., 2011).
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1.1.2 O Modelo apoE Knockout de Aterosclerose

Dentre as causas para o desenvolvimento da aterosclerose, estdo as mutacdes em
genes envolvidos no metabolismo de lipideos, como por exemplo, no gene que
codifica a apolipoproteina E (apoE). A apoE é uma glicoproteina com peso molecular
de aproximadamente 34kD, sendo um componente estrutural de todas as
lipoproteinas (exceto da LDL), a qual é sintetizada principalmente no figado, cérebro
e outros tecidos tanto em humanos quanto em camundongos. Uma das mais
importantes funcdes da apoE é como ligante de alta afinidade para os receptores de
apoE, apoliproteina B e de remanescentes de quilomicrons, permitindo assim a

absorcao especifica de particulas contendo apoE pelo figado (ZHANG et al., 1992).

Diante da necessidade de criacdo de um modelo animal que desenvolvesse
aterosclerose semelhantemente ao observado em humanos, foi desenvolvido,
inicialmente em 1992, o camundongo apoE knockout (apoE ), simultaneamente por
dois grupos distintos (PIEDRAHITA et al.,, 1992; PLUMP et al., 1992). Durante a
producdo de camundongos apoE”, o gene que codifica a apolipoproteina E foi
inativado em células-tronco embrionarias de um camundongo saudavel. Em seguida
essas células foram inseridas em blastbmeros de camundongos C57. Os
camundongos resultantes sdo chamados de apoE knockout, pois possuem esse
gene inativado. (PIEDRAHITA et al., 1992; PLUMP et al., 1992; HANSSON, 2002;
JAWIEN, 2012).

Se comparado com outros modelos animais de aterosclerose, os camundongos
apoE’- apresentam uma série de vantagens. Desenvolvem aterosclerose
espontaneamente, sem necessidade de uma dieta rica em colesterol (HANSSON,
2002; JAWIEN, 2012). Além disso, sdo animais pequenos e assim possuem
facilidades em sua criagdo e manutencdo em biotérios. Seu tempo de geracéo é
curto, ao redor de 9 semanas, 3 semanas para a gestacao e cerca de 6 semanas até
a maturidade sexual. (JAWIEN, 2012). Em relacdo as lesbes ateroscleréticas, é
observado no modelo apoE”- que estas situam-se ao longo da macrovasculatura,

principalmente na raiz da aorta, arco aortico, carotida comum, artéria mesentérica
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superior e as artérias renais e pulmonares. Estudos sobre a progressdo no
desenvolvimento das lesdes nos animais apoE” mostram que os primeiros sinais de
lesbes aparecem por volta de 6-8 semanas de idade, mostrado pela ligacdo de
mondcitos as células endoteliais. Apos 8-10 semanas aparecem as lesdes contendo
células espumosas e células musculares e apds 15-20 semanas aparecem as
placas fibrosas. Uma dieta do tipo Western promove uma aceleracao na severidade
de lesBes aterosclerdticas em todas as fases de seu desenvolvimento (NAKASHIMA
et al., 1994; COLEMAN et al., 2006; KOLOVOU et al., 2008; VASQUEZ et al., 2012).

Em relacéo ao contetido plasmatico, os animais apoE - apresentam a maior parte do
colesterol nas fracbes de lipoproteinas aterogénicas, como nas fracbes de
lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL), lipoproteina de densidade
intermediéaria (IDL) e LDL, sendo esse perfil agravado por uma dieta do tipo Western.
Em uma dieta normal, os camundongos apoE” exibem um aumento de 8 vezes em
seu colesterol total, 1,7 vezes em triglicérides, 18 vezes em VLDL + IDL e 14 vezes
em LDL, quando comparados com camundongos C57. Embora os niveis totais de
colesterol plasméatico sejam significativamente elevados nos animais mutantes, as
lipoproteinas de alta densidade (HDL) sdo apenas 45% do nivel normal (JAWIEN,
2012; VASQUEZ et al., 2012). Os valores de colesterol nos animais apoE - estdo

representados na Figura 3:

Animals Total cholesterol HDL cholesterol Triglyceride in

in mg/dl + SD (n) in mg/dl + SD (n) mg/dl = SD (n)

Normal 86 = 20 (46) 73 + 28 (34) 73 + 36 (32)
Heterozygous 88 + 22(47) 75 + 18 (29) 102 + 40 (41)
Homozygous 434 + 129 (40) 33 + 15 (28) 123 + 51 (42)

Figura 3: Niveis plasmaticos de Colesterol Total, HDL Colesterol e Triglicerides em
camundongos ApoE knockout heterozigotos e homozigotos comparados com animais
normais. Fonte: (ZHANG et al., 1992).

Portanto, sem a apolipoproteina E, o modelo apoE *- apresenta altos niveis de
colesterol plasmatico, além de desenvolver lesdes ateromatosas muito semelhantes
ao que € encontrado em humanos, sendo desse modo um dos melhores modelos

animais para estudo da aterosclerose.
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1.2 Estresse Oxidativo

O estresse oxidativo € um fenbmeno complexo, o qual pode ser definido com um
desequilibrio entre a producdo de ROS e sua degradacdo, em favor do estado pré-
oxidante (SIES, 1997).

As ROS sao moléculas pequenas derivadas do metabolismo do oxigénio, as quais
incluem radicais livres como o anion superéxido (Oze-), 6xido nitrico (NO), radical
hidroxila (*OH), hipoclorito (CIO") e peroxinitrito (ONOO"). Incluem também algumas
moléculas que ndo sao radicais livres, mas agentes oxidantes que podem ser
facilmente convertidos em radicais, como o0z6nio (Os), oxigénio singlet (‘O2) e
peroxido de hidrogénio (H202) (BEDARD; KRAUSE, 2007).

As ROS podem ser geradas a partir de fontes endégenas ou exégenas. As principais
fontes exdgenas sdo a poluicdo do ar e da agua, cigarro, alcool, metais pesados,
industrializacdo de alimentos e radiacdo. As fontes enddgenas sao resultados de
infecgbes, processos patolégicos, ativagdo imunitaria, inflamacdo e envelhecimento
(PHAM-HUY et al., 2008).

Apesar de serem geradas por inumeras fontes, a producdo de ROS de forma
enddgena € dada principalmente por compartimentos intracelulares, tais como a
mitocbndria, reticulo endoplasmatico, peroxissomos, nucleo, citosol e membranas
plasmaticas (BALABAN et al., 2005), sendo a cadeia de transporte de elétrons
mitocondrial o principal local de producdo de ROS na maioria das células de
mamiferos (BHATTACHARYYA et al., 2014). Outra fonte importante na producéo de
ROS ¢é através da acdo de enzimas como NADPH-oxidase, xantina oxidase,
lipoxigenases, mieloperoxidase, Oxido nitrico sintetase e ciclo-oxigenase
(BHATTACHARYYA et al, 2014). As principais fontes de geracdo de ROS

intracelulares estdo esquematizadas na Figura 4:
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Figura 4: Principais geradores celulares de ROS. Vérias organelas celulares podem gerar ROS,
incuindo mitocéndrias, reticulo endoplasmatico e peroxissomos. Além disso, varias enzimas incuindo
oxidases e oxigenases geram ROS a partir de reacdes enzimaticas. ER- reticulo endoplasmatico,
LCFA- &cidos graxos de cadeia loga. Fonte: (HOLMSTROM; FINKEL, 2014).
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As ROS sao geralmente formadas através do mecanismo de oxi-reducdo do
oxigénio. O oxigénio possui dois elétrons desemparelhados em orbitais separados
em sua camada externa. Esta estrutura eletronica faz com que o oxigénio seja
especialmente susceptivel a formacéo de radicais. A reducao sequéncial do oxigénio
molecular leva a formacéo de radicais livres, 0s quais sao estruturas com elétrons
desemparelhados altamente reativos e instaveis, como o Oze-, *OH, NO e outros que
possuem uma maior estabilidade como H202 e ONOO- (BHATTACHARYA, 2015).

O anion Og2e-, é gerado através da reacdo de reducdo do Oz, por meio de Vvarios
sistemas como a NADPH-oxidase, xantina oxidase e peroxidases. Essa reacéo
ocorre geralmente nas membranas mitocondriais. Uma vez gerado, o Oze-, participa
em varias reacdes diferentes produzindo outras ROS como o H202, «OH, ONOO e
HOCI (PHAM-HUY et al., 2008).

O Hz20: é formado a partir da redugdo do o Oz+-, ndo sendo considerado um radical,

mas de extrema importancia pois gera o *OH. O *OH ¢ o radical livre mais reativo in
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vivo, sendo formado pela reagédo de Ozs- com o H202 na presenca de Fez *ou Cu *
(reacdo de Fenton) (PHAM-HUY et al., 2008). A Figura 5 resume a formacao das
principais ROS:

Energy
absorption e Superoxide radical Peroxide Ion
102 < 302 » Oy > Oz"2
Singlet Molecular e
Oxygen oxygen
H' 2H"
Fe?*
HO; H,O,— 'OH
Perhydroyxl Hydrogen Fenton
radical Peroxide reaction

Figura 5: Representacdo esquemética da geracdo de ROS. A reducdo de um Unico elétron do O2
resulta na geracao de Ogze-. A dismutacéo de Ogze-
gera O2+-2, 0 qual apds protonagao resulta na geragdo de H202. Novamente, Oz¢- pode ser protonado
para formar o HO2-. Na presenca de metais de transicao tais como cobre e ferro, ocorre a reacdo de
Fenton formando o *OH. Fonte: (BHATTACHARYA, 2015).

Em relacdo ao tempo de atuacdo no organismo, o Oze- e 0 *OH sdo espécies
reativas que possuem uma meia vida limitada e normalmente agem localmente. Em
contraste o H202 possui uma meia vida longa, permitindo desse modo agir em locais
distantes de seu sitio de geracdo, além de possuir a capacidade de atravessar
camadas lipidicas facilmente, agindo no interior das células e gerando o radical *OH
(CHEN; KEANEY, 2012).

In vivo, existem varios mecanismos que controlam a producdo de ROS, os quais
estdo divididos em mecanismos antioxidantes enzimaticos e antioxidantes néo
enzimaticos. Os mecanismos celulares antioxidantes diretamente envolvidos na
neutralizacdo de ROS s&o: superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa
peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GRX) (PHAM-HUY et al., 2008).

A SOD é a primeira linha de defesa contra os radicais livres. Ela catalisa a
transformacao Oz2e- em H202. O H20:2 formado posteriormente € transformado em

H20 e O2 através da enzima CAT ou GPx. A GPx remove o H20z2, utilizando uma
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glutationa reduzida (GSH) e uma glutationa oxidada (GSSG) (PHAM-HUY et al.,
2008; BHATTACHARYA, 2015). As reacoes estao exemplificadas na Figura 6:

SOD

20, +2H H,O, + O,

CAT
2H,0, ——» 2H,0+0,
GPx

H,O, +2GSH ——— 2 H,O + GSSG

Figura 6: Enzimas antioxidantes e as reagcdes que elas catalizam. SOD-superéxido dismutase,
CAT-catalase, GPx- glutationa peroxidase, GSH-glutationa reduzida, GSSH-glutationa oxidada.
Fonte: (BHATTACHARYA, 2015).

Dentre os antioxidantes ndo enziméticos o GSH é provavelmente o mais importante
antioxidante presente em células. Portanto, as enzimas que geram GSH sé&o
essenciais para a protecao contra o estresse oxidativo. Além dele, existe um nimero
grande de outros compostos que atuam como antioxidantes, entre eles o NADPH,
vitamina E (alfa-tocoferol) e vitamina C (acido ascorbico) (BHATTACHARYA, 2015).

Portanto, em um estado fisiolégico normal, a concentracdo de ROS néao resulta em
danos ao organismo, pois sdo constantemente degradados pelos antioxidantes.
Além disso, as ROS séo de extrema importancia para o organismo, pois participam
de uma grande variedade de funcbes fisiolégicas como acdes contra
microorganismos, transducéo de sinal, sintese de horménios da tiredide; reproducao;
apoptose e necrose (POUROVA et al., 2010). Porém, se houver producao
exacerbada de ROS pode ocorrer oxidacdo de substratos biolégicos como lipideos,
proteinas e acidos nucleicos (BHATTACHARYYA et al., 2014).

As principais ROS que reagem com lipideos sdo *OH e ONOO-. Quando em
excesso atuam danificando membranas celulares e das lipoproteinas por um

processo denominado de peroxidacao lipidica. Esta reacdo conduz a formacéo de
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malondialdeido e compostos de dieno conjugado, os quais sao citotoxicos e
mutagénicos para as células. Além disso, a peroxidacdo lipidica ocorre por uma
reacdo em cadeia, ou seja, uma vez iniciado se espalha rapidamente e afeta um
grande numero de moléculas lipidicas (PHAM-HUY et al., 2008). Da mesma forma
proteinas também podem ser danificadas por ROS levando a mudancas estruturais
e perda de atividade enzimatica (HALLIWELL, 2007; PHAM-HUY et al., 2008). Em
relacdo ao DNA, os danos oxidativos conduzem a formacéo de diferentes lesdes que
podem causar mutacdes e mudancas na expressdo génica (PHAM-HUY et al.,
2008). Desse modo as ROS podem levar ao envelhecimento celular e tecidual
contribuindo para o desenvolvimento de uma grande variedade de doencas como as
doencas neurodegenerativas, diabetes, cancer e DCVs incluindo aterosclerose
(MORRELL, 2008; TAVERNE et al., 2013).

Em relacdo as DCVs, como no caso mais especifico da aterosclerose, muitos dos
componentes patogénicos da doenca estdo ligados ao estresse oxidativo. Por
exemplo, a oxidagdo de LDL, a disfuncdo endotelial e processos inflamatérios séo
mediados por um aumento da producdo de ROS (CHEN; KEANEY, 2012).
Evidéncias sugerem que fatores de risco para aterosclerose, como a
hipercolesterolemia, aumentam o risco de producdo de ROS livre a partir das células
endoteliais e células musculares lisas. Portanto a hipercolesterolemia aumenta a
producdo de ROS e estes podem induzir disfuncdo endotelial, o qual é um dos
passos iniciais da aterosclerose (VOGIATZI et al., 2009; PARK; PARK, 2015). Além
disso, 0 aumento na producédo das ROS causado pela hipercolesterolemia, causa a
oxidacdo das LDL gerando LDL-ox, as quais sao facilmente fagocitadas por
macréfagos aumentando ainda mais a producdo de ROS (VOGIATZI et al., 2009).

A hipercolesterolemia estimula a producdo de Ogze- a partir das células musculares
lisas dos vasos levando a um aumento na oxidacao de LDL (VOGIATZI et al., 2009).
O aumento na producdo de de Oqze- leva também a uma diminui¢cdo na producéo de
NO pelo endotélio, resultando em vasoconstricdo, agregacao de plaquetas e adeséo
dos neutrofilos ao endotélio. J& o aumento na producdo de H202 leva a producéo de

fatores que participam na expressao de moléculas de adesédo, aumentando a ligacéo
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de neutrofilos ao endotélio e alterando a permeabilidade vascular (VOGIATZI et al.,
2009).

Portanto, em condi¢@es fisiolégicas normais, a producdo de ROS pelas enzimas
oxidantes é contrabalanceada pelos mecanismos antioxidantes do organismo.
Porém, em situacbes de grande producdo de ROS, como no caso da
hipercolesterolemia e aterosclerose, as defesas antioxidantes ndo sao suficientes
para controlar sua producéo, resultanto em um ambiente com elevado estresse
oxidativo e desse modo podem causar danos as biomoléculas como proteinas,

lipideos, carboidratos e DNA.

1.3 Introducéo as Células-Tronco

Células-tronco, por definicdo, sdo um conjunto de células indiferenciadas, com
capacidade de se renovar por meio de divisdes mitGticas assimétricas, por longos
periodos sem mudancas significativas em suas propriedades gerais (MORRISON et
al., 1997).

As principais caracteristicas das células-tronco sdo a sua capacidade de
autorrenovacao (self-renewal) e multipotencialidade. Desse modo, é possivel sua
multiplicacdo e manutencdo de seu estado indiferenciado, proporcionando uma
reposicao ativa de sua populacdo de maneira constante nos tecidos. Além disso, sua
multipotencialidade permite a sua proliferagdo em diversos tipos celulares dentro de
um mesmo tecido (MORRISON et al., 1997; LEMISCHKA, 2005; NOMBELA-
ARRIETA et al., 2011; WEI et al., 2013).

Em relacdo ao seu local de origem as células-tronco podem ser divididas em dois
grandes grupos: 1) Células-Tronco Embrionarias (CTES) e 2) Células-Tronco Adultas
(CTAs). As CTEs sdo um conjunto de células derivadas da massa celular interna do

blastocisto embrionario, podendo se diferenciar em todos os tipos de células
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somaticas, bem como células germinais quando injetadas em um blastocisto,
formando todas as trés camadas germinativas embrionarias in vitro (endoderma,

mesoderma e ectoderma) (CAN, 2008).

As CTAs estdo presentes em tecidos especificos em estagios de desenvolvimento
posterior ao estado embrionario, possuindo a capacidade de autorrenovacdo e de
geracdo de diferentes células de uma linhagem especifica além da capacidade de
reconstituir tecidos e 6rgdos. Podem ser encontradas principalmente na medula
0ssea, sangue periférico, cérnea, retina, cérebro, pancreas, entre outros (CAN,
2008).

A segunda e mais funcional classificacdo de células-tronco é baseada de acordo
com o seu potencial de desenvolvimento. Assim, elas podem ser classificadas como
células-tronco totipotentes, pluripotentes, multipotentes e onipotentes (DIEZ
VILLANUEVA et al., 2012; LIN et al., 2012). Célula totipotente, como por exemplo o
zigoto, pode dar origem a um novo individuo se fornecido o suporte materno
apropriado. A medida que ocorre o desenvolvimento embrionario até o estagio de
blastocisto, as células passam a ser classificadas como pluripotentes, apresentando
um potencial mais restrito, uma vez que podem originar a quase todos os tecidos do
corpo, porém séo incapazes de produzir um novo individuo (DIEZ VILLANUEVA et
al., 2012; LIN et al., 2012). Células-tronco multipotentes, como por exemplo células-
tronco mesenquimais (CTMs) e células-tronco hematopoiéticas (CTHSs), apresentam
um potencial de diferenciacdo mais restrito que as CTEs, uma vez que originam
poucos tipos celulares, além de células diferenciadas pertinentes a seu tecido de
origem (DIEZ VILLANUEVA et al., 2012; LIN et al., 2012). Finalmente, células-tronco
unipotentes, tais como células-tronco espermatogdnias (CSCs), apresentam ainda
seu potencial de auto-renovacéo, sendo seu potencial de desenvolvimento limitado,
podendo dar origem a apenas um tipo restrito de células, tais como no caso das
CSCs o esperma (DIEZ VILLANUEVA et al., 2012; LIN et al., 2012; LOS ANGELES,
DE et al., 2015).
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1.3.1 Células-Tronco Mesenquimais

CTMs podem ser definidas como uma populagdo heterogénea de células, as quais
possuem caracteristicas como capacidade de proliferacdo in vitro, aderéncia ao
plastico, morfologia do tipo fibroblastoide, formacgéo de col6nias in vitro e capacidade
de diferenciacdo em osteoblastos, adipocitos e condrocitos (UCCELLI et al., 2008). A

capacidade de diferenciacdo das CTMs esta representada na Figura 7:
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Figura 7: Capacidade de diferenciacdo das CTMs de medula éssea. Fonte: (JAMES, 2013).

As CTMs foram primariamente descritas pelo pesquisador russo Friedenstein e seus
colaboradores, na década de 1970, apds estudos em medula 6ssea de murinos e
posteriormente de humanos. Ele as descreveu como sendo uma fragdo nao
hematopoiética de células da medula O6ssea, com morfologia semelhante a
fibroblastos e alta capacidade de adesdo a superficie plastica (PROCKOP, 1997;
WATT et al., 2013).
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Em 1991, Caplan sugeriu a expressao “células-tronco mesenquimais” para
descrever a capacidade de diferenciacdo dessas células em cartilagem e o0sso.
Posteriormente, Pittenger et al., 1999 demonstrou a multi-potencialidade dessa
linhagem celular apd6s observacdes que demostravam sua capacidade de
diferenciacdo adipogénica, condrogénica e osteogénica apds expansdes
clonogénicas in vitro (WATT et al., 2013).

Em 2006, a Sociedade Internacional de Terapia Celular (International Society for
Cellular Therapy -ISCT), definiu os critérios minimos para definicdo de células-tronco
mesenquimais. De acordo com a ISCT, uma determinada populacao de células sera
classificada como célula-tronco mesenquimal quando apresentar trés caracteristicas-
chave: 1) isolamento com base nas suas propriedades de adesdo seletiva a
superficie do material onde sdo cultivadas (geralmente plastica); 2) expressao de
determinados antigenos de membrana e, 3) que as células possam ser diferenciadas

em tecido 6sseo, gorduroso e cartilaginoso apos inducédo (DOMINICI et al., 2006).

As CTMs podem ser facilmente isoladas em uma grande variedade de tecidos como
medula 6ssea, tecido adiposo, corddo umbilical, figado, masculo e pulméo (WEI et
al.,, 2013). No entanto as CTMs isoladas da medula Ossea sdo as mais
caracterizadas e utilizadas na pesquisa devido a facilidade de isolamento e
expansao de células a partir desta fonte in vitro (PEISTER, 2004; UCCELLI et al.,
2008).

Apés extracdo, as CTMs por aderéncia ao plastico, podem ser facilmente isoladas e
expandidas por meio de repique celular, em meio contendo altas concentracdes de
soro fetal bovino (SFB) (WALKER et al., 2011). Diferentemente de outras células-
tronco, como células-tronco embrionérias, as CTMs em cultura exibem um potencial

de expanséo limitada in vitro (5-10 passagens) (WALKER et al., 2011).

Em relagéo aos antigenos de superficie, segundo a ISCT (2006), as CTMs quando
cultivadas sob condi¢cdes padrao devem expresssar CD 73, CD90, CD105 e né&o
expressar os marcadores CD45, CD34, CD14, CD11b, CD79, CD19 (DOMINICI et

al.,, 2006). Adicionalmente €& conhecido que as CTMs expressam diferentes
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marcadores de superficie de acordo com o tecido de origem e espécie a qual as
CTMs foram isoladas. No caso de camundongos, as CTMs derivadas da medula
O0ssea apresentam principalmente os antigenos CD 29, CD 44, CD 105 e SCa-1
(BOXALL; JONES, 2012).

Em relacdo a morfologia, as CTMs apresentam, apds isolamento a partir da medula
O0ssea de murinos e humanos e sob condi¢cdes padronizadas de cultura (SFB 10%),
uma morfologia fusiforme (fibroblast-like morphology) durante as passagens iniciais.
Apds extensivas passagens em cultura algumas CTMs continuam apresentando
uma morfologia do tipo fibroblastoide, no entanto a maioria das células apresenta
morfologia caracteristica de células com senescéncia replicativa como células largas
e achatadas (PASQUINELLI et al., 2007; KARAOZ et al., 2011)

As CTMs de medula éssea sdo uniformes em termos de ultraestrutura, geralmente
apresentando caracteristicas de células desenvolvidas e metabolicamente ativas
(KARAOZ et al., 2011). CTMs isoladas de camundongos, ratos e humanos s&o
morfologicamente idénticas em termos de ultraestrutura, apresentando muitos
pequenos pseudopodes ao redor de toda a célula. Além disso, as CTMs possuem
duas caracteristicas ultraestruturais principais que as distinguem de fibroblastos: 1)
possuem um nucleo excéntrico e de formato irregular, possuindo geralmente um ou
multiplos nucléolos; 2) possuem uma zona citoplasmatica interior, geralmente ao
redor do ndcleo rica em organelas, especialmente com mitocondrias arredondadas e
alongadas e aparelho de Golgi proeminente. Além disso, o reticulo endoplasmatico
rugoso estad presente tanto ao redor do nucleo como em zonas mais internas,
possuindo muitas vesiculas e vacuolos, dando ao citoplasma um aspecto
vacuolizado (RAIMONDO et al., 2006; PASQUINELLI et al., 2007; KARAOZ et al.,
2009; KARAOZ et al.,, 2011; MANTOVANI et al., 2012). Além do exposto, €
conhecido que CTMs possuem propriedades tais como multipoténcia, variabilidade
de proliferacdo, potencial de migracdo; secrecao de varias citocinas, quimiocinas e
fatores de crescimento; e fun¢cdes imunomoduladoras (LEE et al.,, 2015). Todas
essas caracteristicas das CTMs as tornam excelentes candidatas para aplicages
terapéuticas em diversas doencas (POLCHERT et al., 2008; WEI et al., 2013; LEE et

al., 2015). Existem até o momento 344 casos clinicos registrados em diferentes
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fases de estudo envolvendo a aplicacdo de CTMs. As porcentagens desses ensaios

em diversas doencas estdo representadas na Figura 8:

W Myocardial infarction (22.9%) M Graft versu host disease (16.0%)

m Diabetes (10.3% W Liver cirrhosis (10.3%)

| Spinal cord injury (9.2%) m Osteoarthritis (8.0%)

® Crobn's disease (3.8%) m Multiple scllerosis (3.4%)

W Aplastic anemia (1.5%) W Systemic lupus (1.1%)

B Rheumatoid arthritis (1.1%) W Parkinson’s disease (0.8%)
Brain injury (0.4%) Others (11.0%)

Figura 8: Porcentagens de ensaios clinicos envolvendo CTMs em doencas. Fonte: (WEI et al.,
2013).

1.4 Efeitos do Estresse Oxidativo Sobre Células-Tronco Mesenquimais

Como mencionado anteriormente, devido suas caracteristicas e propriedades, as
CTMs estdo sendo cada vez mais usadas na prevencéo de diversas doencas. No
entanto, existe uma série de fatores que podem influenciar o potencial terapéutico

das CTMs, sendo o aumento da producdo de ROS um fator determinante.

A medula 6ssea é uma das principais fontes de CTMs no organismo (JIN et al.,
2013). Em seu nicho, as células esté@o dispostas em um ambiente com baixa tensdo
de oxigénio, 0s quais sdo necessarios para a sobrevivéncia, expancao e proliferacdo
celular (RAY et al., 2012). Além disso, o estado oxidativo das células é regulado por
um balanco controlado entre producao e eliminacdo de ROS, através da geracédo de
antioxidantes enddgenos (SART et al., 2015; ATASHI et al., 2015).
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Niveis de ROS em células-tronco, tém uma clara correlacdo com funcdes celulares.
Baixos niveis de ROS funcionam como moléculas de sinalizacdo, mediando a
proliferacdo, migracao e diferenciacao celular, além da expressao génica (MARALDI
et al., 2015). Como exemplo, baixas concentracbes de H202, de origem exdgena,
aumentam a proliferacdo e migracdo celular, além de regular sua funcéo secretora.
Desse modo as CTMs estdo aptas para migrar para os locais de reparo e ou dano

tecidual e exercer suas funcdes (SART et al., 2015).

Por outro lado, algumas doencas produzem excesso de ROS, as quais podem afetar
o microambiente da medula 0ssea, prejudicando a homeostase das CTMs. O
estresse oxidativo criado prejudica a adesao das células, além de promover danos
ao DNA, encurtamento dos teldbmeros e parada do ciclo celular, levando desse
modo, a senescéncia e apoptose (SART et al., 2015).

Portanto, existe um equilibrio entre a geracdo de ROS e sintese de antioxidantes, 0s
quais regulam a homeostase das CTMs na medula 6ssea. Dessa forma os niveis
basais de ROS séo necessarios para a ativacao de varias vias celulares essenciais
para a proliferacdo e sobrevivéncia das CTMs. Entretanto, a acumulacdo excessiva
de ROS na medula 6ssea, leva a perda das funcdes celulares, além de induzir

senescéncia e apoptose celular.

1.4.1 Senescéncia Celular

Senescéncia celular pode ser definida como uma parada irreversivel da proliferacao
celular promovendo um declinio na homeostase de tecidos de mamiferos
(BORODKINA et al., 2014). Além do prejuizo homeostatico, essas células passam a
exibir alteracdes fenotipicas, alteracdes na expressdo génica e encurtamento dos
telomeros (FYHRQUIST et al., 2013; DEURSEN, VAN, 2014).

Os primeiros a introduzir o termo “senescéncia” foram Hayflick e Moorhead (1961),

para descrever o fendbmeno de parada irreversivel do ciclo celular de células
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humanas diploides apos extensivas passagens em cultura (DEURSEN, VAN, 2014).
Essa limitada capacidade replicativa é conhecida como o “limite de Hayflick”
(HAYFLICK, 1965) e esse tipo de senescéncia € denominado como senescéncia
replicativa (DEURSEN, VAN, 2014). Similarmente a outros tipos celulares que
apresentam um limite na capacidade de divisdo, as CTMs se submetem a
senescéncia replicativa apdés um numero fixo de divisdes celulares. No entanto se as
CTMs forem alvos de substancias que causam estresse celular como ROS, luz
ultravioleta e radiacdo gama podem entrar em um estado de senescéncia prematura
(BORODKINA et al., 2014).

Uma variedade de estressores intrinsecos e extrinsecos pode ativar a senescéncia
celular prematura. Esses estressores envolvem diversas cascatas de sinalizagéo
celular, mas finalmente ativam p53, pl16 ou ambos. O estresse oxidativo causa
senescéncia prematura das CTMs através da ativacdo continua de respostas de
dano ao DNA (DNA damage response -DDR). ROS promovem ativagao de DDR
provocando alteracdes na transcricdo génica e replicagdo do DNA, bem como
encurtamento dos teldbmeros (DEURSEN, VAN, 2014). Os mecanismos que 0S

agentes estressores causam senescéncia celular estdo representados na Figura 9.

Apés desenvolvida a senescéncia, as células passam a apresentar caracteristicas
distintas das células originais. Primeiramente, como ja dito, elas entram em um
estado de parada irreversivel do ciclo celular (KUILMAN et al., 2010). Em relacdo a
morfologia, as células apresentam um formato irregular e achatado, aumentam de
tamanho, podendo algumas vezes apresentar o dobro do tamanho de uma célula
normal, com nucleos alargados e ou multiplos, citoplasma disperso, complexo de
Golgi proeminente e vacuolizacdo do citoplasma. (KUILMAN et al., 2010; RODIER;
CAMPISI, 2011; BECKER; HAFERKAMP, 2013). Além disso, células senescentes
em cultura apresentam aumento na atividade da enzima [3-galactosidase devido a
uma expansao no compartimento lisossomal. O aumento da enzima [-galactosidase
pode ser medido em pH 6 e representa a principal forma de identificacdo de células
senescentes (KUILMAN et al., 2010).
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Figura 9: Mecanismos de ativacdo da senescéncia celular. Uma grande variedade de agentes
estressores celulares intrinsecos e extrinsicos podem ativar a senescéncia celular. Os agentes
estressores envolvem diversas cascatas de sinalizagé@o celular e ativam p53, p16INK4a ou ambos.
Tipos de estresses que ativam p53 através de sinalizacdo DDR sao indicados através das setas cinza
(ROS provocam ativacéo da DDR perturbando a transcricdo génica e replicacdo de DNA, bem como,
encurtando os telémeros). A P53 uma vez ativada induz p21, a qual induz uma paragem do ciclo
celular por inibicdo da ciclina Cdk2. p16INK4a também inibe a progressdo do ciclo celular, mas
através da segmentacdo da ciclina D-CDK4 e ciclina D-Cdk 6. Tanto p21 e pl6INK4a agem
impedindo a inativacdo do Rb, resultando em continuo repressdo de genes E2F requeridos para o
inicio da fase S. ApOs forte estresse (setas vermelhas), as células entram em um estado de parada
do ciclo celular. As células expostas a danos leves podem ser reparadas com sucesso e retomar a
progressdo normal do ciclo celular. Células que sofrem senescéncia induzem um estado pro-
inflamatério (pontos coloridos). Fonte: Adaptado de (DEURSEN, VAN, 2014).
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1.4.2 Apoptose

A morte celular é um fenbmeno biolégico béasico fundamental para o

desenvolvimento e regulagdo da homeostase nos tecidos (FAVALORO et al., 2012).

A morte de uma célula pode ser definida como uma perda irreversivel da integridade
da membrana plasmatica. Existem trés tipos de morte celular, as quais sao
distinguiveis em células de mamiferos por critérios morfolégicos. O tipo de morte
celular I, mais conhecida como apoptose, é um tipo de morte celular programada,
definido por alteracfes caracteristicas na morfologia nuclear. O tipo de morte celular
Il é caracterizada por um acumulo de vacuolos autofagicos de dupla membrana no
citoplasma. O tipo de morte celular Ill, mais conhecido como necrose, € muitas
vezes definido como uma forma negativa de morte celular o qual ndo sé&o
observadas as caracteristicas dos processos do tipo | e tipo Il (GOLSTEIN;
KROEMER, 2007).

A apoptose é um evento geneticamente controlado, atuando no desenvolvimento do
tecido e homeostase. Ela é definida por um padrao de alteracdes morfoldgicas e
moleculares que resultam no isolamento e remocdo de células. As células
comprometidas com a morte por apoptose sdo removidas pelos fagécitos para
impedir uma resposta imune do hospedeiro (CHIPUK; GREEN, 2006).

A apoptose também ocorre como um mecanismo de defesa, tais como em reacdes
imunes ou quando as células sdo danificadas por doencas ou agentes nocivos.
Embora haja uma grande variedade de estimulos e condi¢fes, tanto fisiolégicos e
patolégicos, que podem desencadear apoptose, nem todas as células

necessariamente morrem em resposta ao mesmo estimulo (ELMORE, 2007).

Morfologicamente, a morte celular por apoptose descreve o colapso programado de
uma célula caracterizado por vesiculacdo da membrana, retracdo celular,
condensacao da cromatina (picnose), fragmentacédo do DNA (cariorrexe), pequenas

alteracdes em organelas citoplasmaticas, encolhimento global da célula, vesiculacéo
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da membrana e formacdo de corpos apoptéticos os quais contém materiais
nucleares ou citoplasmaticos seguido por rapida fagocitose por células vizinhas.
Todas essas alteracdes ocorrem antes da perda na integridade da membrana
plasmatica, ndo liberando desse modo material citoplasmético para o meio
extracelular. A apoptose distingue-se da morte celular por necrose principalmente
pela auséncia de uma resposta inflamatéria associada (RENEHAN, 2001;
GOLSTEIN; KROEMER, 2007). As principais caracteristicas das diferentes formas

de morte celular estao representadas na Figura 10.

Duas principais vias moleculares levam a morte celular por apoptose: a via
extrinseca e a via intrinseca. A via extrinseca da apoptose € uma forma de morte
induzida por sinais extracelulares resultantes da ligacado de ligantes em receptores
de membrana especificos. Todos os receptores de morte funcionam de uma maneira
semelhante: apds a ligacao varias moléculas receptoras séo reunidas e submetidas
a alteracbes conformacionais que permitem a montagem de um grande complexo
multi-proteina conhecida como complexo de sinalizacao e iniciacdo de morte (Death
Initiation Signalling Complex -DISC) o qual induz a ativacao de caspases, levando a
morte celular (FAVALORO et al., 2012).

A via intrinseca de apoptose inicia-se na mitocéndria e é ativada por estresses intra
ou extracelulares. A via intrinseca é ativada em resposta a um namero de condicfes
de tensdo, incluindo danos no DNA, estresse oxidativo entre outros. Em todos os
casos as varias formas de estresse convergem para as mitocondrias e aumentam a
permeabilidade da membrana mitocondrial externa resultando na dissipacdo do
potencial de membrana mitocondrial e consequentemente na cessacgao da producao
de (adenosine triphosphate-ATP), assim como liberacdo de uma série de proteinas
gue contribuem para a ativacdo das caspases, liberacdo do citocromo ¢ para o
citoplasma e aumento de ROS (FAVALORO et al., 2012).
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Figura 10: Vias que conduzem a morte celular. As células saudaveis respondem a estimulos
indutores de morte e iniciam uma grande variedade de vias moleculares que conduzem a morte
celular. A apoptose conduz a morte da célula através da ativagdo de caspases iniciadoras as quais
ativam caspases efetoras, que clivam substratos celulares. As células apoptéticas demonstram
condensacédo citoplasmética e nuclear, danos no DNA, formac¢do de corpos apoptéticos, manutengéo
de uma membrana plasmética intacta e exposi¢do de moléculas de superficie para a fagocitose. Na
auséncia de fagocitose, os corpos apoptéticos podem proceder a lise e necrose ou apoptose
secundaria. Autofagia apresenta a degradacao de componentes celulares dentro da célula intacta em
vacuolos autofagicos. As caracteristicas morfolégicas de autofagia incluem vacuolizacdo, degradacao
do conteudo citoplasmaético e ligeira condensacao da cromatina. Células autofagicas também podem
ser fagocitadas. Necrose leva a morte celular, a qual é acompanhado por inchagco celular e de
organelas com posterior liberacdo de conteldo celular inflamatério. Fonte: Adaptado de (FINK;
COOKSON, 2005).
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2 JUSTIFICATIVA

Estudos demonstram que células-tronco mesenquimais (CTMs) apresentam
propriedades como multipoténcia, variabilidade de proliferacdo, potencial de
migracdo, secrecdo de varias citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento, além
de func¢des imunomoduladoras (LEE et al., 2015). Desse modo, a terapia com CTMs
vem sendo frequentemente utilizada em ensaios clinicos envolvendo doencas que
acometem grande parte da populacéo e que acarretam custo elevado para o sistema
de saude como aterosclerose (PORTO et al., 2011), infarto do miocardio (LEE et al.,
2009), danos a cornea (RODDY et al., 2011) e diabetes (EL-BADRI; GHONEIM,
2013).

Apesar de existirem muitos estudos que avaliem a aplicacdo de CTMs no tratamento
de doencas, pouco se sabe sobre a funcionalidade das CTMs originadas da medula
O0ssea de individuos doentes, para aplicacdo em terapia celular. Portanto, no
presente trabalho, investigamos a influéncia da hipercolesterolemia sobre as CTMs

da medula 6ssea de camundongos apoE .



36

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a influéncia da hipercolesterolemia sobre células-tronco mesenquimais

derivadas da medula 6ssea de camundongos apoE . .

3.2 Objetivos Especificos

No plasma de camundongos C57 (normocolesterolémico) e apoE’

(hipercolesterolémico):

e Avaliar a colesterolemia;

e Determinar o nivel de estresse oxidativo;

Em células-tronco mesenguimais de camundongos C57 e apoE™":

e Determinar o nivel de estresse oxidativo;
e Determinar a porcentagem de células apoptéticas;
e Determinar a porcentagem de células senescentes;

e Caracterizar morfologicamente;
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4 METODOLOGIA

4.1 Animais Experimentais

Foram utilizados 6 (seis) camundongos controles (Mus musculus) C57BL/6 (C57) e 6
(seis) camundongos knockout para apoliproteina E (apoE”) machos, com 2 meses
de idade, pesando cerca de 28 gramas. Todos os animais foram provenientes do
biotério do Laboratério de Fisiologia Translacional, pertencente ao Programa de Pés-
graduacdo em Ciéncias Fisiologicas da Universidade Federal do Espirito Santo, com
garantia de serem animais isogénicos. Os animais receberam agua e racdo ad
libitum e tiveram controlado o ciclo de 12 horas claro/escuro, bem como temperatura
(22+2°C) e umidade (70%) do ambiente. A utilizacdo dos animais foi realizada de
acordo com normas estabelecidas pela Comissdo Técnica Nacional de
Biosseguranca (CTNBIio) e a American Physiological Society (APS). O projeto foi
aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Escola Superior de Ciéncias
da Santa Casa de Misericérdia de Vitéria (CEUA-EMESCAM) sob o protocolo
ndmero 005-2013.

4.2 Dosagem Plasmética de Colesterol Total, Colesterol LDL e Triglicérides

Os animais foram eutanasiados com sobredose de anestésico tiopental sédico
(150mg/kg, intraperitoneal) e 0 sangue coletado através de puncédo intracardiaca
para posterior andlise bioquimica. O sangue foi coletado e imediatamente
centrifugado a 4000 rpm por 10 minutos. As dosagens de colesterol total,
triglicérides e colesterol LDL em soro de camundongos foram realizados pelo
método enzimatico colorimétrico de acordo com as instru¢des do fabricante -
BIOCLIN ®. As amostras, apds hidrélise enzimatica e oxidacdo do soro, foram lidas
em um espectrofotbmetro (Biospectro SP-220) a 500 nm (nandémetros) para

colesterol total e triglicérides e em 546 nm para colesterol LDL. A intensidade da cor
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obtida apds reacdo de cada amostra foi diretamente proporcional a concentracéo de
colesterol total, triglicérides e LDL na mesma quando comparada com um padréo de

concentracdo conhecida.

4.3 Andlise de Produtos Avancados de Oxidacéao Proteica — AOPP

A determinacédo plasmatica de produtos avancados de oxidacao proteica (Advanced
Oxidation Protein Products - AOPP) foi realizado por espectrofotometria em uma
leitora de microplacas de acordo com (WITKO-SARSAT et al., 1996).

Em situacdes de estresse oxidativo, proteinas podem ser oxidadas formando
residuos de aminoacidos carbonilados ou de ditirosina (DiTyr) e estas analisadas em
comparacao as reacfes de agentes oxidantes como as cloraminas (COLOMBO et
al., 2015).

Cerca de 200 uL de plasma foram adicionados em cada tubo e diluidos em 1:5 com
PBS (Phosphate Buffered Saline -Sigma-Aldrich, USA) e 10 pL de 1,16 M de iodeto
de potéassio (KI). Posteriormente foi adicionado em cada tubo 20 uL de acido acético.
Apés 2 minutos foi lida a absorbancia da reacdo em 340 nm. O branco da reacédo
continha 200uL de PBS, 20uL de &cido acético e 10uL de KI. O contetudo de
AOPP foi calculado com base numa curva padrao de 0 a 100 uM de equivalentes de
cloramina T. Os resultados foram expressos em pMol de equivalentes de cloramina

T/mg proteina.

4.4 I1solamento de Células Mononucleares da Medula-6ssea e Separacao das

Células-tronco Mesenquimais

Apoés anestesia com anestésico tiopental sédico (150mg/kg, intraperitoneal), houve

remocao de fémures e tibias dos animais (n=6). As respectivas epifises foram
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cortadas e realizado flush da medula utilizando meio de cultura DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium, Sigma-Aldrich, USA). A suspensdo de medula 6ssea foi
centrifugada a 1200 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi desprezado, as células
ressuspendidas em DMEM e as células mononucleares (CMN) isoladas utilizando
gradiente de densidade (1500rpm por 30 minutos). Apos a centrifugacdo, as CMN
foram cuidadosamente transferidas para um tubo coénico, onde foram lavadas com
solucéo salina tamponada e centrifugadas a 1200rpm por 10 minutos. Por fim, as
CMN foram ressuspendidas em 1 ml de DMEM e uma aliquota separada para

contagem em camara de Neubauer.

Para separacao das CTMs as CMN foram centrifugadas a 1200rpm por 10 minutos,
ressuspendidas em 3,5 ml de DMEM acrescido de 10% SFB, penicilina (100U/mL) e
estreptomicina (100ug/mL), colocadas em placas de cultura e incubadas a 37°C, em
atmosfera imida, contendo COz2. Apos sete dias, as células que aderiram a placa de
cultura, onde se encontram as CTMs, foram lavadas e incubadas com solucdo de
tripsina (0,25%) e EDTA (0,5%) por 5 minutos. Em seguida, foi adicionado DMEM
acrescido de 10% SFB, a suspensédo celular transferida para um tubo conico e
centrifugada a 1200 rpm por 10 minutos (ALLSOPP et al., 2001; ESLAMINEJAD et
al., 2006).

4.5 Andlise das Células-tronco Mesenquimais por Citometria de Fluxo

4.5.1 Caracterizagdo Fenotipica

Amostras de CTMs, em quinta passagem, foram analisadas para identificacdo e
confirmacédo de sua natureza mesenquimal através da analise imunofenotipica para
identificacdo de antigenos especificos expressos na superficie celular. A analise foi
realizada com os anticorpos especificos contra: CD 29 (BD -Becton Dickinson, San
Juan, CA, USA), CD 44 (BD) 105 (BD) e Sca-1(BD), associados a diferentes

fluorocromos e seus respectivos controles de isotipo, de acordo com protocolo do



40

fabricante. Para andlise, as células foram incubadas com 5puL de anticorpo marcador
ou anticorpo controle no escuro por 30 minutos a temperatura de 4°C.
Posteriormente, as células foram lavadas em PBS para remocdo do excesso de
anticorpo e finalmente realizada a aquisicdo de 10.000 — 50.000 eventos no
citobmetro de fluxo (FACSCanto Il - BD -Becton Dickinson, San Juan, CA, USA)
acoplado a um computador. Os dados adquiridos foram analisados pelos softwares
FACSDiva (BD -Becton Dickinson, San Juan, CA, USA) e FCSExpress (De Novo
Software, Los Angeles, CA, USA) (Porto, 2015).

Posteriormente, no citbmetro de fluxo, as CTMs de ambos os grupos foram
analisadas para determinacdo de seus respectivos tamanhos e complexidade

interna ou granulosidade.

4.5.2 Determinacdo dos Niveis Citoplasmaticos de Espécies Reativas de

Oxigénio

Para quantificacdo de ROS intracelulares (Oze-, NO e H202) por citometria de fluxo,
amostras de CTMs, na quinta passagem, foram analisadas através da mediana da
intensidade de fluorescéncia emitida pelos marcadores dihidroetideo (DHE), 2’,7° -
diacetato de diclorofluoresceina (DCFH-DA) e 4,5- diaminofluoresceina-2/diacetato
(DAF).

Para determinar os niveis intracelulares de Oze- e H202 foi usado o DHE e DCFH-
DA, respectivamente. O DHE é uma forma reduzida do brometo de etideo. Em seu
estado reduzido € livremente permeavel a células e se liga rapidamente com Oze- se
oxidando e formando o etideo. O etideo posteriormente se liga ao DNA e amplifica o

sinal de fluorescéncia vermelha (TONINI et al., 2013).

O DCFH-DA é permeavel a célula e indica producéo intracelular de H202. N&o é
fluorescente até entrar na célula e sofrer oxidacdo por esterases intracelulares,

resultando na formacéo de um composto intermediario (DCFH). O DCFH pode ser
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oxidado pelo H202 presente na célula, formando um composto fluorescente
(diclorofluoresceina-DCF), o qual € apolar e fica retido no interior celular (TONINI et
al., 2013).

Para estimar o teor de O2+- e H202, 10° células foram ressuspendidas em 1 ml de
PBS e incubadas com 20 pyL de DHE e 20 pL de DCF-DA por 30 minutos a 37°C no
escuro. Posteriormente, as células foram lavadas, ressuspendidas em PBS e
imediatamente levadas para o citdmetro de fluxo (FACSCanto Il, Becton Dickinson,
San Juan, CA, USA). Para controle positivo, amostras foram tratadas com 50 pM de

H202 por 5 minutos e para controle negativo células foram incubadas com etanol.

Para determinar os niveis intracelulares de NO, foi usado o diacetato de 4,5
diaminofluoresceina (DAF-2D). O DAF-2D, emite fluorescéncia verde na presenca
de NO, sendo sua intensidade proporcional a biodisponibilidade intracelular de NO
(TONINI et al., 2013). A suspensao de CTMs foi incubada com o DAF-2D a 37°C por
180 minutos no escuro. Como controle positivo, amostras foram incubadas com 10

KM de nitroprusianato de sédio.

Para a quantificacdo da fluorescéncia de DHE, DCF e DAF as células foram
excitadas a 488 nm e a fluorescéncia foi detectada utilizando filtros de banda de
585/42 para DHE e 530/30 para DCF e DAF. Os dados foram expressos como a

intensidade de fluorescéncia média (MFI).

4.5.3 Determinacao da Apoptose Celular

Para determinacdo da apoptose celular foi utilizada a marcacdo com o reagente
Annexin V-FITC Apoptosis Detection Kit ® (BD -Becton Dickinson, San Juan, CA,
USA), composto da proteina anexina V conjugada a fluoresceina (FITC).

A anexina V é uma proteina dependente de calcio que possui alta afinidade para a

fosfatidilserina dos fosfolipidios de membrana. Em células normais a fosfatidilserina



42

encontra-se situada na face interna da membrana plasmaética, entretanto, quando o
processo de morte celular programada (apoptose) € iniciado ela é translocada para a
face externa, permitindo a ligacdo da proteina anexina V. A anexina V pode ser
conjugada a um fluorocromo (fluoresceina) e assim servir como uma sonda sensivel
para andlise de células apoptéticas através da citometria de fluxo (HINGORANI et
al., 2011).

Para anadlise, aliquotas de 200 pL de células em quinta passagem, foram
centrifugadas a 1200 rpm por 10 minutos. Em seguida, 1x10°% células/mL foram
ressuspendidas em 400uL de tamp&o Binding Buffer 10% (10mmol HEPES, NaOH,
pH7,4, 140mmol NaCl, 2,5mmol CaClz). Em seguida, 100uL desta solugdo (1x10°
células) foram transferidos para um novo tubo, onde receberam 2,5 yL de anexina V-
FITC. ApOs incubagdo por 15 minutos, na auséncia de luz, as células foram
centrifugados por 10 minutos a 1200 rpm, adicionados a cada tubo 400 uL de PBS
com 10% SFB e as amostras analisadas em citdbmetro de fluxo FACSCanto I, (BD -
Becton Dickinson, San Juan, CA, USA). Para controle positivo foi utilizado peréxido
de Hidrogénio (H202). A analise dos dados foi realizada com auxilio do software
FACSDiva (BD -Becton Dickinson, San Juan, CA, USA) (Tonini, 2013).

4.6 Determinagao da Senescéncia Celular Associada a B-Galactosidase

Para determinacdo da senescéncia celular foi utilizado o kit Senescence Cells
Histochemical Staining (Sigma-Aldrich, USA), de acordo com o protocolo do
fabricante. A técnica se baseia na marcacao histoquimica da B—galactosidade celular
em pH 6. Nessas condicfes as células que apresentam atividade da enzima (—

galactosidade sao coradas em azul se diferenciando das células ndo senescentes.

Para realizacdo da técnica, as amostras de CTMs em quinta passagem, foram
semeadas em uma concentracdo de 5 x 10° células por poco. Apés aderéncia foram

lavadas 1 vez com PBS para retirada do meio de cultura. Posteriormente foram
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fixadas com tampdao de fixacdo por 7 minutos em temperatura ambiente. Apds nova
lavagem com PBS as células foram incubadas com uma solu¢do contendo 1 mM de
MgClz, 4,9 mM de KsFe(CN)s, 4,7mM de KsFe(CN)s e 2,4 mM de X-gal em PBS por 5
horas em uma incubadora a 37°C e sem a presenca de CO2. Posteriormente as
CTMs foram analisadas e as imagens obtidas com céamera acoplada a um
microscopio Nykon (Nykon Eclipse Ti, Melville, NY, USA), com uma objetiva de 20
vezes. Foram analisadas 1050 células por grupo estudado em campos aleatorios.
Os dados foram expressos como porcentagem de células marcadas em azul em

relacdo as ndo marcadas.

4.7 Caracterizacdo Morfologica das Células-tronco Mesenquimais

4.7.1 Caracteristicas morfolégicas das Células-tronco Mesenquimais em
Cultura

Para determinagdo das caracteristicas morfolégicas das CTMs em cultura, células
em quinta passagem foram analisadas e fotografadas por uma camera acoplada a
um microscépio Nykon (Nykon Eclipse Ti, Melville, NY, USA), utilizando uma objetiva

de 10 vezes.

4.7.2 Analise Morfométrica Celular e Nuclear

Para analise morfométrica celular e nuclear das CTMs em cultura, células em quinta
passagem foram fotografadas por uma camera acoplada a um microscopio Nykon
(Nykon Eclipse Ti, Melville, NY, USA), utilizando uma objetiva de 10 vezes. Foi
guantificada a area celular e nuclear de 90 células por grupo estudado, utilizando a

ferramenta “freehand selections” do software Image J versdo 1.4.8 (National
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Institutes of Health, Bethesda, USA). Foram excluidas da morfometria células
anucleadas, células situadas nas bordas da imagem e células sobrepostas. A
metodologia utilizada para analise morfométrica esta representada de forma

simplificada na Figura 11:
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Figura 11: Analise morfométrica celular e nuclear das CTMs em cultura. Figura (A): Imagem
original aberta pelo programa. Figura (B): Uso da ferramenta “freehand selections” para contorno da
célula analisada. Figura (C): Uso da ferramenta “freehand selections” para contorno do nucleo celular
analisado. Figura (D): Quantificacdo da area ocupada pela célula e ou nucleo celular em pm2 em
relagcdo a area total da imagem. Barra de escala: 100um.
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4.7.3 Andlise Ultraestrutural

Células em quinta passagem, apds confluéncia, foram lavadas com PBS (pH 7,2)
para remocdo de meio de cultura e fixadas em uma solucdo de glutaraldeido
2,5%(p/v) (Sigma-Aldrich, USA,) por 2 horas a temperatura ambiente. Apds esse
tempo, as amostras foram lavadas em tampdo cacodilato de sédio 0,1M (pH 7,2) e
pés-fixadas em tetroxido de dsmio (Sigma-Aldrich, USA) e ferrocianeto de potéssio
(Sigma-Aldrich, USA) por 45 minutos. Seguiu-se para desidratacdo em
concentracfes crescentes de etanol (30%, 50%, 70%, 90% e 3 vezes em 100%) por
10 minutos cada. Apés essa etapa as amostras foram infiltradas em etanol 100% e
Epon® na proporgdo de 1:1, durante 8-12 horas em temperatura ambiente.
Posteriormente foram incluidas em Epon® puro, durante 8-12 horas em temperatura

ambiente e colocadas em estufa a 60°C por 48-72 horas.

A etapa de inclusdo ocorreu dentro da placa de cultura, a qual posteriormente foi
quebrada para retirada das amostras de células incluidas no Epon®. Uma parte da
amostra foi cortada e fixada sobre um bloco de Epon® que serviu como apoio para a
obtencdo dos cortes. Secles ultrafinas (70 nandmetros) foram cortadas
horizontalmente utilizando uma faca de diamante (Diatome, USA) em um
ultramicrétomo (UCT, Leica Microsystems). Os cortes foram coletados e depositados
em grades fendadas (EMS, USA) de cobre de 2mm x 1 mm e cobertas por uma fina
camada de Formvar (EMS, USA). Para microscopia eletrbnica de transmissdo as
grades foram contrastadas com acetato de uranila (Sigma-Aldrich, USA) por 30
minutos e citrato de chumbo (Sigma-Aldrich, USA) por 5 minutos e as imagens

obtidas em um microscopio eletrénico de transmissao (JEM-1400, JEOL, USA inc).
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4.8 Anélise Estatistica

Os resultados foram expressos como média + EPM. Foi aplicado o teste t de
Student para amostras independentes. O software GraphPad Prism 6.0 (GraphPad
software, Inc, USA) foi usado para andlise estatistica e obtencdo dos graficos. As
diferencas foram consideradas significativas quando *p<0,05, **p<0,01, **p<0,001
ou ***p< 0,0001.
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5.1 Niveis Plasmaticos de Colesterol Total, Colesterol LDL e Triglicérides

Com o objetivo de demonstrar que o modelo apoE - desenvolve hipercolesterolemia

espontaneamente, realizamos a dosagem plasmatica de colesterol total, colesterol

LDL e triglicérides. Conforme esperado os animais apoE 7 apresentam niveis

plasmaticos de colesterol total (CT) e colesterol LDL superiores ao grupo controle

C57. No entanto, em relacédo aos niveis de triglicérides plasmaticos, ndo foi possivel

observar diferenca estatistica significativa entre os grupos. Os dados estdo

expressos na tabela 1:

Tabela 1: Valores de colesterol total, LDL e triglicérides em camundongos C 57 e apoE™.

Animais Colesterol total Colesterol LDL
mg/dL + EPM mg/dL + EPM

C 57 89,68 + 5,69 4541 + 491

ApoE 276,4 + 31,79 *** 84,52 + 6,90 ***

Triglicérides
mg/dL + EPM

67,88 + 6,63

90,50 + 9,27

Nota: Os resultados estdo expressos como média = EPM. *** p< 0,001, Teste t de Student.
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5.2 Niveis de Estresse Oxidativo Plasmaético

Em situacOes de estresse oxidativo elevado, como em hipercolesterolemia e
aterosclerose, as ROS podem oxidar proteinas e estas quantificadas indicando o

nivel de estresse oxidativo plasmatico (COLOMBO et al., 2015).

A0 compararmos 0S grupos experimentais analisados, observamos que 0s animais
hipercolesterolémicos (apoE”) apresentam uma concentracdo plasmatica de AOPP
significativamente maior que o grupo normocolesterolémico (C57) (apoE 729,83 +
3,58 umol/mg vs. C57: 11,20 £ C57 1,89 umol/mg). Os dados estédo representados
na Figura 12:
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Figura 12: Concentragcao plasmética dos produtos avancados de oxidagéo proteica (AOPP) em
camundongos apoE” e C57. Os resultados estdo expressos como média + EPM. *** p< 0,001,

Teste t de Student.
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5.3 Andlise das Células-tronco Mesenquimais por Citometria de Fluxo

5.3.1 Imunofenotipagem

A analise imunofenotipica das CTMs foi realizada com o objetivo de confirmar a

natureza mesenquimal das células-tronco, apos processo de extracdo da medula-

O0ssea e subsequente cultura. Para isso, CTMs foram incubadas com anticorpos

especificos conjugados com diferentes fluorocromos, os quais identificam antigenos

expressos na superficie destas células. A Figura 13 mostra a incubacdo das CTMs

com os anticorpos CD 29, CD 44, CD 105 e SCa-1 e seus respectivos controles de

isotipo. Através da aquisicdo dos dados em citometria de fluxo, foi possivel confirmar

a natureza mesenquimal das células-tronco.
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Figura 13: Caracterizacdo imunofenotipica das CTMs. A linha vermelha ndo preenchida
representa o controle de isotipo enquanto a linha vermelha preenchida representa o anticorpo da

marcagao.
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5.3.2 Tamanho Celular e Complexidade Interna

Através da aquisicdo de dados em citbmetro de fluxo, obtemos importantes
informacdes sobre caracteristicas das CTMs, tais como complexidade interna (SSC)
e tamanho celular (FSC). Na Figura 14, podemos observar o tamanho médio (FSC)
e granulosidade (SSC) das CTMs de ambos os grupos estudados. E possivel
observar que as CTMs da medula 6ssea de animais hipercolesterolémicos (apoE)
apresentam um aumento no tamanho celular se comparado ao grupo
normocolesterolémico (apoE~’: 30529 + 664,5 a.u. vs. C57: 27429 + 589,8 a.u.). Em
relacdo a granulosidade néo foi observada diferenca estatistica significativa entre os
grupos estudados (apoE": 21727 + 426,8 a.u. vs. C57: 20165 + 919,1 a.u.).

* %

34000 A

32000 A

30000 A

28000 A

26000 A

FSC (a.u.)

24000 A

22000 A

C57 ApoE

28000 A
26000 A
24000 A
22000 A

20000 A

SSC (a.u.)

18000 A

16000 A

cs57 ApoE™"

Figura 14: Graficos de tamanho e complexidade interna de CTMs de camundongos apoE’ e
C57. Figura (A): gréafico de tamanho celular (FSC) das CTMs em a.u. (unidades arbitrarias). Figura
(B): grafico de complexidade interna (SSC) das CTMs em a.u. (unidades arbitrarias). Os resultados
estao expressos como média + EPM. ** p< 0,01, Teste t de Student.
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5.3.3 Efeitos da Hipercolesterolemia sobre os Niveis Citoplasmaticos de

Espécies Reativas de Oxigénio em Células-tronco Mesenquimais

Com o objetivo de demonstrar a influéncia da hipercolesterolemia sobre a producao
de ROS intracelular em células-tronco mesenquimais, utilizamos a marcacdo com
sondas especificas como DHE, DCF e DAF, as quais ap0s penetracao no citoplasma
celular se ligam a moléculas como O2-¢, H202 e NO, respectivamente, possibilitando
assim a sua mensuragcdo. A Figura 15 mostra as medianas de intensidade de
fluorescéncia (MFI) para mensuragdo de Og2-+, H202 e NO. Pode-se observar um
aumento significativo de 1,5 vezes na producdo de O2-» (DHE), 1,4 vezes na
producdo de H20:2 (DCF) e 1,3 vezes na producdo de NO (DAF) no grupo
hipercolesterolémico (apoE”) se comparado com o grupo normocolesterolémico
(C57).
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Figura 15: Efeitos da hipercolesterolemia sobre a producdo de espécies reativas de oxigénio
em CTMs de camundongos apoE’ e C57. Os graficos de barras mostrados nas figuras (A), (B) e
(C) representam as medianas de intensidade de fluorescéncia (MFI) de Oz- (DHE), H202 (DCF) e NO
(DAF), respectivamente, medidas por citometria de fluxo. Os resultados estdo expressos como média
+ EPM. * p<0,05 e ** p< 0,01, Teste t de Student.
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5.3.4 Efeitos da Hipercolesterolemia Sobre a Apoptose em Células-tronco

Mesenquimais

Para identificacdo de células em apoptose, foi utilizada a anexina V*, a qual € uma
proteina que se liga a fosfatidilserina da membrana plasmatica. As células em
apoptose apresentam fosfatidilserina translocada da face interna para externa da
membrana celular, sendo assim possivel a sua identificacdo apds conjugagdo com

fluorocromos e analise em citdmetro de fluxo (HINGORANI et al., 2011).

Através da marcacao com anexina V* foi possivel observar um aumento significativo
na porcentagem de CTMs em apoptose nos animais hipercolesterolémicos (apoE™)
quando comparado a porcentagem de CTMs em apoptose no grupo
normocolesterolémico (C57): (apoE’: 7,48 + 0,32% vs C57: 2,31 + 0,15%). Esses
resultados mostram que as CTMs de animais hipercolesterolémicos apresentam um
aumento aproximado de 3,2 vezes no percentual de apoptose se comparado com o

grupo controle. Os dados estao representados na Figura 16:
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Figura 16: Efeitos da hipercolesterolemia sobre a porcentagem de apoptose celular em
amostras de CTMs de animais apoE” e C57. Os resultados estdo expressos como média + EPM.
***x n< 0,0001, Teste t de Student.
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5.4 Efeitos da Hipercolesterolemia Sobre a Senescéncia em Células-tronco

Mesenquimais

Para avaliagdo da influéncia da hipercolesterolemia sobre a senescéncia em CTMs
foi usada a técnica histoquimica para marcag¢ao da enzima B-galactosidase (3-gal), a
qual esta aumentada em lisossomos de células senescentes mas ndo em células
normais. Desse modo é possivel a quantificacdo da porcentagem de células
senescentes (B-gal positivas) através da contagem de células coradas em azul em
comparacao com as ceélulas ndo coradas. Através da Figura 17 podemos observar
gue os animais apoE’- apresentam 4,1 + 0,53% das CTMs B-gal positivas enquanto
0 grupo C57 apresenta 0,7 + 0,12% das CTMs B-gal positivas. Esses resultados
mostram que os animais hipercolesterolémicos apresentam um aumento aproximado
de 6 vezes na porcentagem de células senescentes em comparagdo com 0 grupo
normocolesterolémico.
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Figura 17: Influéncia da hipercolesterolemia sobre a senepscéncia em CTMs. As figuras (A) e (B)
sdo imagens representativas das CTMs de C57 e apoE’, respectivamente, apés marcacdo com a
técnica histoquimica para identificacdo de células senescentes («—). Figura (C): gréfico da
porcentagem de células senescentes em animais apoE~’- e C57. Os resultados estdo expressos como
média £ EPM. ***p< 0,001, Teste t de Student. Barras de escala: 50 um.
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5.5 Efeitos da Hipercolesterolemia sobre a Morfologia das Células-tronco

Mesenquimais

5.5.1 Morfologia em Cultura

A Figura 18 mostra CTMs em cultura, em quinta passagem. Podemos observar que
as CTMs derivadas da medula 6ssea de camundongos normocolesterolémicos
(C57) apresentam morfologia do tipo fusiforme (fibroblast-like morphology) em
cultura. Do mesmo modo, as CTMs derivadas da medula 6ssea de camundongos
hipercolesterolémicos (apoE’) possuem, em sua maioria, uma morfologia do tipo
fusiforme. No entanto podemos observar que algumas células possuem variacdes
dessa morfologia, apresentando-se largas, achatadas e com vacuolizacéo

citoplasmatica.

C 57 ApoE ”

Figura 18: Morfologia das CTMs derivadas da medula 6ssea de camundongos apoE e C57. As
figura (A) e (B) sdo imagens representativas de CTMs de camundongos C57 e apoE -,

*
respectivamente, em cultura. Células com morfologia fusiforme (<), células largas e achatadas *) e
célula com vacuolizagéo citoplasmética (). Barras de escala: 100 pm.
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5.5.2 Area Celular e Nuclear

Através da analise morfométrica foi possivel determinar a area celular e nuclear das
CTMs de camundongos C57 e apoE’ em cultura. Através da Figura 19 podemos
observar que as CTMs de camundongos apoE”’ apresentam um aumento na area
celular se comparado com as CTMs de camundongos C57 (apoE”: 6142 + 603,6
um? vs. C57: 3682 + 267,7 um?). Do mesmo modo, a area nuclear das CTMs
também estava aumentada em camundongos apoE’ em relagdo ao grupo controle
(apoE”: 127,6 + 8,31 um?vs. C57: 106 + 4,69 um?). Esses resultados mostram que
os camundongos hipercolesterolémicos apresentam um aumento na area das CTMs
de aproximadamente 1,7 vezes e de 1,2 vezes na area nuclear em relacdo as CTMs

de animais normocolesterolémicos.

A
35000 7 * k%
~ 300001 oo
€
= 25000 4
~ L1
© 20000 °
=
© 15000
o X
© 10000 4 2%
8 AAA
< 5000 0, 2 0
ovaenszer
RETeem e
0
Cc57
B
500 - *
NA ]
£ 400 o
=
: i s g
5 300 o
o . e
(8] 'y
S 200 N
= VS ”IJEn o
L] Lk
g Aaﬁ ﬁAA A E.‘f Eﬂ
. n oo
5 oo PO S R L
AAAAAL - I
4 Og
0 L T
c 57 ApoE™"

Figura 19: Area celular e nuclear das CTMs de camundongos apoE” e C57. Figura (A): area
celular das CTMs em upm?2. Figura (B): area nuclear das CTMs em pm?2. Os resultados estao
expressos como média £ EPM. * p<0,05 e *** p<0,001, Teste t de Student.
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5.5.3 Ultraestrutura

Através da andlise ultraestrutural, foi possivel observar que as CTMs advindas da
medula Ossea de animais normocolesterolémicos (C57) e animais
hipercolesterolémicos (apoE”) sdo similares em termos de ultraestrutura. No
entanto, as CTMs derivadas da medula 6ssea de animais hipercolesterolémicos
apresentam variacdes em sua morfologia, quando comparadas a CTMs de animais

normocolesterolémicos (Figuras 20, 21 e 22).

As CTMs de animais normocolesterolémicos apresentam ndcleo eucroméatico, com
formato geralmente regular e ou irregular e um ou mais nucléolos localizados
proximos a cisterna perinuclear (Figura 20 A,C). O citoplasma dessas células é rico
em organelas. As mitocondrias sdo abundantes, com forma geralmente alongada e
cristas evidentes (Figura 21A,D,E; Figura 22A). O complexo de Golgi é bem
pronunciado e contém pilhas e cisternas com vesiculas e vacuolos tipicos (Figura
21C). O reticulo endoplasmético rugoso é dilatado e esta distribuido por todo o
citoplasma (Figura 21E; Figura 22A). Essas células possuem ainda varios pequenos
pseuddpodes dispersos ao redor da célula (Figura 22A). Autofagossomos também

foram observados (Figura 22C).

Assim como observado nas CTMs de animais normocolesterolémicos, as CTMs de
animais hipercolesterolemicos apresentam um nucleo eucromatico e de formato
irregular. No entanto, ndcleos com formato regular e arredondado foram
frequentemente observados nesse grupo (Figura 20 B,D). Em contraste ao
observado nas CTMs do grupo controle, algumas CTMs de animais
hipercolesterolémicos possuem alteragcdes morfologicas em mitocondrias, como
mitocondrias arredondadas, com cristas menos pronunciadas e rompimento de
membranas externa e interna (Figura 21B,D,F; Figura 22B). Autofagossomos foram
frequentemente observados (Figura 22D). Nao foram observadas diferencas
ultraestruturais significativas em relacgdo ao complexo de Golgi, reticulo
endoplasmatico rugoso e pseudopodes entre os grupos (Figura 21 D,F e Figura
22B).
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Figura 20: Micrografias eletronicas de transmissdo de CTMs de camundongos apoE” e C57.
Figuras (A) e (B): CTMs de camundongos C57 e apoE”, respectivamente. Figuras (C) e (D):
detalhes dos nucleos das CTMs. Nucleo (N), Nucléolos (Nu), Citoplasma (C). Barras de escala: (A) e
(B) 20 um; (C) e (D) 5 pm.
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Figura 21: Micrografias eletronicas de transmissdo de CTMs de camundongos apoE™ e C57.
Figuras (A) e (B): mitocondrias («—) com formato alongado e cristas evidentes em CTMs de
camundongos C57 e com formato arredondado e rompimento de cristas e membranas em CTMs de
camundongos apoE”. Figuras (C) e (D): citoplasma de CTMs de camundongos C57 e apoE",

respectivamente, mostrando mitocondrias («—) e complexo de Golgi com vesiculas e vacuolos tipicos
* .
( ). Figuras (E) e (F): citoplasma de CTMs de camundongos C57 e apoE”, respectivamente,

mostrando o reticulo endoplasmatico rugoso (<) e mitocéndrias («<—). Nucleo (N). Barras de escala: 1
pm.
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Figura 22: Micrografias eletrénicas de transmissdo de CTMs de camundongos apoE™ e C57.
Figuras (A) e (B): Pseudopodes ( = ), reticulo endoplasmatico rugoso (<), mitocondrias (). Figuras
(C) e (D): Autofagossomos *) e mitocondrias (). Barras de escala: 1 um.
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6 DISCUSSAO

CTMs adultas possuem propriedades tais como multipoténcia, variabilidade de
proliferacdo, potencial de migracdo, secrecdo de varias citocinas, quimiocinas e
fatores de crescimento além de fun¢des imunomoduladoras (LEE et al., 2015).
Devido suas propriedades, as CTMs tem se tornado excelentes candidatas para
aplicacoes terapéuticas em diversas doencas que acometem grande parte da
populacdo e que acarretam custo elevado para o sistema de salude (POLCHERT et
al., 2008; WEI et al., 2013) como aterosclerose (PORTO et al., 2011), infarto do
miocardio (LEE et al., 2009), danos a cornea (RODDY et al., 2011) e diabetes (EL-
BADRI; GHONEIM, 2013).

Apesar de existirem muitos estudos que avaliem a aplicacdo de CTMs no tratamento
de doencas, pouco se sabe sobre a funcionalidade das CTMs originadas da medula
0ssea de individuos doentes, para aplicacdo em terapia celular. Desse modo, no
presente trabalho, investigamos a influéncia da hipercolesterolemia sobre as CTMs
da medula 6ssea. Para isso, as CTMs foram isoladas a partir da medula 6ssea de
camundongos selvagens (C57) e camundongos apoE", os quais desenvolvem altas
taxas de colesterol plasmatico/aterosclerose de forma espontanea.

A extracdo das CTMs da medula 6ssea foi baseada na técnica originalmente
descrita por Friedenstein em 1976, com modificagdes por Soleimani e Nadri, 2009, a
qual se baseia principalmente, na capacidade de aderéncia a superficie onde as
CTMs séo cultivadas para separacdo destas de outras frac6es celulares da medula
Ossea. Esta técnica permite que uma quantidade suficiente de células possa ser
obtida facilmente, em uma quantidade razoavel de tempo apds o inicio da cultura
(algumas semanas) (SOLEIMANI; NADRI, 2009).

Em 2006, a Sociedade Internacional de Terapia Celular (International Society for
Cellular Therapy -ISCT), definiu a necessidade de adocdo de outros critérios, além
do isolamento com base nas propriedades de adeséo seletiva a superficie onde sao

cultivadas, para classificacdo de uma populacdo de células como CTMs. A
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identificacdo de determinados antigenos de membrana expressos por determinado
tipo celular é umas das principais formas de identificacdo de uma populacao celular
BOXALL; JONES, 2012). No caso de CTMs da medula 6ssea de camundongos, 0s
antigenos CD 29, CD 44, CD 105 e SCa-1 sdo os mais frequentemente utilizados
para sua identificagdo (BOXALL; JONES, 2012). Diante disso, utilizamos em nosso
estudo, a identificacdo desses antigenos, através de anticorpos especificos
conjugados com fluorocromos e sua posterior analise em citdmetro de fluxo, sendo
possivel desse modo a confirmacao da natureza mesenquimal das CTMs utilizadas,

apos processo de isolamento e cultura celular.

O isolamento das CTMs foi realizada a partir de fémures e tibias de camundongos
C57 e camundongos apoE”. A fim de demonstrar que os camundongos apoE -
desenvolvem hipercolesterolemia espontaneamente, realizamos a dosagem
plasmatica de colesterol total, colesterol LDL e triglicérides, através de método
enzimatico colorimétrico. Conforme esperado os animais apoE * apresentaram
niveis plasméaticos de colesterol total (CT) e colesterol LDL superiores ao grupo

controle C57.

Camundongos selvagens C57, quando alimentados com dieta padrdo, apresentam
taxas de colesterol total, triglicérides, VLDL+IDL, LDL e HDL de aproximadamente
60, 65, 20, 10 e 50 mg/dL respectivamente (PLUMP et al., 1992; ZHANG et al.,
1992; STAPLETON et al., 2007; LEE et al., 2011; MEYRELLES et al., 2011). O perfil
lipidico plasmatico desses camundongos se constitui principalmente por um elevado
nivel de particulas de colesterol na fracdo HDL e baixas quantidades de colesterol
nas fracdes aterogénicas LDL e VLDL (PENDSE et al., 2008). Isso explica os
valores de colesterol total, colesterol LDL e triglicérides encontrados em
camundongos C57 em nosso estudo. De outro modo, os camundongos apoE

apresentaram niveis elevados de colesterol total e colesterol LDL.

Os camundongos apoE” desenvolvem hipercolesterolemia e consequentemente
aterosclerose, de forma espontanea, semelhantemente ao observado em humanos
(VASQUEZ et al., 2012). Isso se deve ao desligamento do gene antiaterogénico da

apoliproteina E (apoE), o qual esta envolvido no metabolismo do colesterol e € um
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importante mediador do transporte e eliminacdo metabdlica hepética. Desse modo,
os camundongos apoE - acumulam altos niveis de colesterol em seu plasma
(VASQUEZ et al., 2012).

Em nosso trabalho, os altos valores de colesterol total e colesterol LDL encontrados
nos camundongos apoE - estdo em consonancia com outros estudos como Plump
(1992) e Zhang (1992), os quais foram o0s primeiros a demonstrar os valores de
referéncia de colesterol plasmatico nesses animais (PLUMP et al., 1992; ZHANG et
al., 1992). Da mesma forma, Nakashima (1994) e Reddick (1994), demonstraram
que os camundongos apoE”, além de apresentarem altas taxas de colesterol
plasmatico, desenvolvem aterosclerose espontaneamente, sendo possivel observar
a presenca de células espumosas a partir dos 2 meses de idade (NAKASHIMA et
al., 1994; REDDICK et al., 1994).

Em outro estudo, Buzzelo et al., (2003), demonstrou que camundongos apoE"-, com
8 semanas de idade, apresentavam valores de colesterol total plasmatico
aumentado em cerca de 8 vezes. No entanto, ndo observou diferenca estatistica
significativa nos niveis de triglicérides plasmaticos se comparados com
camundongos C57 (BUZELLO, 2003). Fazendo uma analogia ao estudo de Buzzelo,
os valores de colesterol total encontrados em nosso estudo, estavam aumentados
em aproximadamente 4 vezes e colesterol LDL em aproximadamente 2 vezes no
plasma de animais apoE’ com 8 semanas de idade. No entanto, como observado
no estudo de Buzzelo et al., (2003), ndo observamos diferenca significativa nos
niveis de triglicérides plasmaticos de animais apoE”, comparados com
camundongos C57.

O aumento nos niveis de colesterol em plasma de animais apoE” leva ao
desenvolvimento de lesBes aterosclerdticas, com consequente aumento na
producdo de ROS. Diversos estudos mostram que O estresse oxidativo € uma
caracteristica chave na aterogénese, pois as ROS estdo envolvidas em todas as
fases da doenca, como na disfuncdo endotelial, na formagéao e desenvolvimento da
placa aterosclerética até sua ruptura (LEE et al.,, 2012). Segundo a teoria do

estresse oxidativo, a aterosclerose € o resultado da modificacéo oxidativa de LDL na
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parede arterial por ROS. Evidéncias sugerem que os fatores de risco para
aterosclerose como a hipercolesterolemia, aumentam o risco de producdo de ROS
livre, ndo sO a partir das células endoteliais, mas também a partir das células
musculares lisas (VOGIATZI et al., 2009).

A hipercolesterolemia estimula a producdo de O2e- nas células musculares lisas dos
vasos, levando ao aumento da oxidacdo de LDL. O aumento na producdo de ROS,
mais especificamente H202, leva a uma diminuicdo na biodisponibilidade de NO,
levando a vasoconstriccdo, agregacdo de plaquetas e adesdo de neutréfilos ao
endotélio, favorecendo desse modo ainda mais o desenvolvimento e progresso da
aterosclerose (VOGIATZI et al., 2009).

Além disso, sabe-se que os estados hiperlipidémicos estdo associados com
propriedades fisicas alteradas das membranas celulares, o que pode facilitar o
escape de radicais livres a partir da cadeia de transporte de elétrons mitocondrial ou
a ativacdo da NADPH-oxidase (LUDWIG et al., 1982; ENGELMANN et al., 1992;
YANG et al., 2008). A NADPH-oxidase € uma familia de proteinas que transferem
elétrons através de membranas biologicas. Em geral, o aceptor de elétrons é o
oxigénio e o produto da reacdo de transferéncia de elétrons € o anion superoxido.
Por conseguinte, a funcdo biolégica das enzimas de NADPH-oxidase é a geracéo de
ROS (VIOLI et al., 2009). Portanto, a hipercolesterolemia ativa a NADPH-oxidase,

estimulando o aumento da producédo de ROS.

Em um estado fisiolégico normal, a concentracdo de ROS é mantida em niveis
basais, através de sistemas antioxidantes tais como superoxido dismutase (SOD),
catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GRX) (PHAM-
HUY et al., 2008), ndo resultando em danos ao organismo. No entanto, durante a
hipercolesterolemia e desenvolvimento da aterosclerose, a producdo de ROS supera
as defesas antioxidantes criando desse modo, um ambiente altamente oxidativo,
levando a um circulo vicioso de produgéo de ROS induzida por ROS (TAVERNE et
al., 2013).
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O estresse oxidativo criado leva a oxidacéo de substratos biolégicos como lipideos,
proteinas, carboidratos e acidos nucleicos (BHATTACHARYYA et al., 2014). As
proteinas sdo os principais alvos para o dano oxidativo in vivo devido a sua relativa
abundancia e a sua capacidade de sequestrar certas espécies reativas que sao
geradas durante o estresse oxidativo. As ROS, quando reagem com proteinas
induzem modificacbes em aminoacidos, alterando sua estrutura e funcao
(COLOMBO et al., 2015). O acumulo de produtos de proteinas oxidadas aumenta
durante o processo de envelhecimento e em algumas doencgas, sendo denominadas
como 'produtos avancados de oxidacao proteica’ (AOPP), as quais sdo geralmente
carreadas pela albumina na circulagdo sanguinea durante o estresse oxidativo
(COLOMBO et al., 2015).

Em nosso estudo, foi observado um aumento significativo na taxa de AOPP no
grupo hipercolesterolémico (apoE”), revelando o aumento do estresse oxidativo
plasmatico nesses animais, causado pela hipercolesterolemia. Do mesmo modo,
ocorre também aumento de estresse oxidativo em diversos 6rgdos de animais
hipercolesterolémicos, tais como coracédo, aorta, rim e pancreas. Segundo Mai e Li,
(2013), o aumento na producdo de ROS nesses 6rgdos é causado possivelmente
pela enzima NADPH oxidase (Nox) (MAI; LI, 2013). Portanto, durante a
hipercolesterolemia e aterosclerose, as ROS estdo aumentadas de forma
consideravel no plasma, podendo agir localmente e em locais e tecidos distantes as

quais sao produzidas, como coracao, rim, pancreas e na medula dssea.

O ambiente da medula 6ssea é caracterizado por possuir naturalmente baixos niveis
de ROS, os quais sao criticos para a manutencdo do potencial de auto-renovacgéao e
diferenciacéo das células presentes em seu nicho. ROS em baixos niveis, funcionam
como moléculas de sinalizacdo mediando a proliferacdo, migracdo e diferenciacao
celular, além da expressdo genética. Desse modo, os niveis de ROS em células-
tronco tém uma clara correlacdo com as funcdes celulares e sdo regulados por um
fino ajuste no equilibrio entre sistemas de defesa antioxidantes e os sistemas de
geracdo de ROS (MARALDI et al., 2015). No entanto, durante a hipercolesterolemia,
ocorre um aumento na producdo de ROS no plasma de camundongos apoE™, bem

como em outros tecidos, como na medula 6ssea.
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As ROS, uma vez presentes na medula éssea, podem por difusdo convencional,
facilmente atravessar a membrana plasmatica para o espaco intracelular. Segundo
Chen et al., (2012), o H202 € uma molécula de meia vida longa, permitindo desse
modo agir em locais distantes de seu sitio de geracao, além de possuir a capacidade
de atravessar camadas lipidicas facilmente, agindo no interior das células e gerando
o radical *OH (CHEN; KEANEY, 2012).

Baixas concentragcbes de H202, de origem exogena, atuam nas mitocondrias,
diminuindo a transferéncia de elétrons na cadeia mitocondrial, produzindo niveis
moderados de ROS em CTMs. Por sua vez, niveis moderados de ROS aumentam a
proliferacdo e migracao celular, além de regulacéo de sua funcéo secretora, através
da secrecdo de vérias citocinas e quimiocinas. Desse modo as CTMs estao aptas
para migrar para os locais de reparo e ou dano tecidual e exercer suas funcdes
(SART et al., 2015).

Por outro lado, em situacbes como hipercolesterolemia e aterosclerose, as ROS
podem aumentar de forma exorbitante na medula 6ssea, prejudicando a homeostase
das CTMs e as levando ao estresse oxidativo. O estresse oxidativo prejudica a
adesdao das células, além de promover danos ao DNA, encurtamento dos telémeros
e parada do ciclo celular, levando desse modo a senescéncia e apoptose (SART et
al., 2015).

Portanto, existe um equilibrio entre a geracdo de ROS e sintese de antioxidantes, os
quais regulam a homeostase das CTMs na medula 6ssea. Dessa forma os niveis
basais de ROS séo necessarios para a ativacdo de varias vias celulares essenciais
para a proliferacdo e sobrevivéncia das CTMs. Entretanto, a acumulacdo excessiva
de ROS na medula 6ssea, leva a uma perda das funcdes celulares, além de induzir

senescéncia e apoptose celular.

Em nosso estudo, verificamos a producdo de ROS em CTMs da medula 6ssea,
atraves da utilizacéo de probes especificos, 0s quais ap0s penetracdo no citoplasma
se ligam a moléculas como Oz, H202 e NO, permitindo assim, a sua mensuracao

apos analise em citbmetro de fluxo. Foi observado, um aumento na producédo de
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O2+- e H202 em CTMs da medula 6ssea de camundongos hipercolesterolémicos
(apoE™) se comparado com CTMs de camundongos normocolesterolémicos (C57).
Isso possivelmente se deve, pelo ambiente altamente oxidativo criado pela
hipercolesterolemia e pelo aumento na producdo de ROS no plasma desses animais
durante as etapas iniciais do desenvolvimento da aterosclerose. Além disso, estes
achados reforcam a hipotese que a hipercolesterolemia pode induzir estresse

oxidativo em tecidos inespecificos, como na medula éssea (TONINI et al., 2013).

Corroborando com nossos dados, Tonini et al., (2013), estudando a influéncia do
envelhecimento e da hipercolesterolemia sobre células da medula éssea de
camundongos apoE”’- e C57 jovens e idosos, mostrou que a hipercolesterolemia
induz o aumento na producao de estresse oxidativo, danos no DNA e apoptose em
células da medula 6ssea. O aumento de Oz- e H202 nessas células foi significativo
mesmo em animais jovens (2 meses de idade), mostrando que a medula 0ssea é
afetada pelo desequilibrio oxidativo gerado desde as etapas iniciais do
desenvolvimento da aterosclerose (TONINI et al., 2013). Desse modo, 0 aumento na
producgéo de O2¢- e H202 pode afetar diretamente o DNA celular, induzindo quebras
simples e duplas, levando a ativacao de vias que conduzem ao desenvolvimento de

senescéncia e apoptose celular (GIORGIO et al., 2007).

A inducé@o da senescéncia se inicia através dos danos ao DNA causado por ROS,
desencadeando respostas de dano ao DNA (DDR) a qual envolve uma cascata de
sinalizacdo que conduz finalmente a ativacdo de p53/p21 e ou plé e
consequentemente a parada do ciclo celular (DEURSEN, VAN, 2014). O H20:2
exdgeno se difunde facilmente para o interior celular induzindo uma ativacéo
imediata de DDR. Desse modo, o H202 ativa uma sequéncia de transducéo de sinal
através das vias p53 / p21 e p38 / MK-2, as quais sdo necessarias e suficientes para
estabelecer a parada irreversivel do ciclo celular que é tipica da senescéncia. Além
disso, o p38 regula a producéao intracelular e mitocondrial de ROS, pelo aumento de
mitocondrias funcionais, promovendo a estabilizacdo da senescéncia através de um
feedback que fornece ativacdo continua de respostas de dano ao DNA (DDR)
(BORODKINA et al., 2014)
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Diversos estudos tém demonstrado os efeitos do estresse oxidativo sobre CTMs.
Brandl et al., (2011), demonstrou que doses subletais de H20:2 reduziam as taxas de
proliferacdo celular, induziam caracteristicas morfolégicas senescentes e aumento
de B-galactosidase associada a senescéncia em CTMs (BRANDL et al., 2011).
Burova et al., (2013), estudando o impacto de H202 sobre a viabilidade celular,
inducdo da senescéncia prematura e apoptose em CTMs derivadas do endomeétrio,
mostrou que as CTMs expostas a doses subletais de H202, perdiam a capacidade
proliferagcédo celular e apresentavam mudancas em sua morfologia, passando a exibir
um fendtipo senescente, incluindo hipertrofia das células e aumento da atividade (-
galactosidase (BUROVA et al., 2013).

Do mesmo modo em nosso estudo, 0 aumento no estresse oxidativo nas CTMs da
medula 6ssea de animais hipercolesterolémicos, dada pelo aumento intracelular de
O2e- e H202, levou a um aumento na porcentagem de células senescentes
observada nesse grupo, o qual foi quantificado pelo aumento da atividade da enzima

B-galactosidase nos lisossomos, apés coloracao especifica.

O aumento significativo de ROS na medula 6ssea pode levar também a ativacédo de
vias que conduzem a morte celular. Em nosso estudo, avaliamos a morte celular em
CTMs da medula 6ssea através da anexina V, a qual é uma proteina que possui alta
afinidade para a fosfatidilserina dos fosfolipidios de membrana. Em células normais
a fosfatidilserina encontra-se situada na face interna da membrana plasmatica. No
entanto, quando a apoptose é iniciada ela é translocada para a face externa,
permitindo a ligacdo da proteina anexina V, a qual pode ser conjugada com
fluorocromos e analisada por citometria de fluxo (HINGORANI et al., 2011).
Observamos em nosso estudo, um aumento na porcentagem de CTMs em apoptose
no grupo hipercolesterolémico em comparacdo com o grupo normocolesterolémico,
o qual foi causado possivelmente, pelo excesso de ROS presentes nas CTMs

desses animais.

O aumento de ROS intra ou extracelular ativa a via intrinseca da apoptose. A via
intrinseca inicia-se na mitocondria, a qual sofre alteragdo na permeabilidade de sua

membrana externa, resultando na dissipacdo do seu potencial de membrana. Isso
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leva a parada da producdo de ATP (adenosine triphosphate), assim como na
libertacdo de uma série de proteinas para o citoplasma. A liberacéo de citocromo c
para o citoplasma contribui para a ativacdo de caspases e aumento de ROS,
levando a morte celular (FAVALORO et al., 2012).

Corroborando com nossos dados, Wei et al.,, (2010), demonstrou que ROS, de
fontes exdgenas, induzem apoptose em CTMs através da ativacado precoce e
transiente de p38 MAPK levando a via de morte mitocondrial e do reticulo
endoplasmatico, por meio de caspase-3 e caspase-12 (WElI et al., 2010). Portanto o
aumento de ROS na medula 6ssea causado pela hipercolesterolemia ativa vias que
conduzem a senescéncia e morte celular das CTMs, contribuindo desse modo para

um prejuizo na funcionalidade dessas células.

Do mesmo modo, o aumento de ROS leva a alteracdes estruturais em CTMs. Em
nosso estudo, a influéncia da hipercolesterolemia sobre a morfologia das CTMs
derivadas da medula 0ssea foi avaliada através de citometria de fluxo, microscopia

de luz e microscopia eletronica de transmissao.

No citbmetro de fluxo, as células sdo analisadas de acordo com suas propriedades
fisicas e quimicas como tamanho e complexidade interna ou granulosidade. Desse
modo, foi possivel observar que as CTMs de animais hipercolesterolémicos
apresentam um aumento em seu tamanho celular quando comparadas as CTMs de
animais normocolesterolémicos. Do mesmo modo, a analise morfolégica e
morfométrica das CTMs em cultura, comprovaram esses resultados e além disso,
mostraram que 0s nucleos celulares também estavam aumentados no grupo

hipercolesterolémico.

Outro dado importante obtido foi a mudanca morfolégica das CTMs em cultura.
Diversos estudos demonstram que CTMs derivadas da medula éssea exibem uma
morfologia do tipo fusiforme em cultura (fibroblast-like morphology) (PROCKOP,
1997; WATT et al., 2013)(PASQUINELLI et al., 2007; KARAOZ et al., 2011). No
entanto, as CTMs da medula 6ssea de camundongos hipercolesterolémicos

apresentam variagbes em sua morfologia passando a exibir células largas,
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achatadas e com vacuolizacdo citoplasmética. Essas caracteristicas se devem,
principalmente, as alteraces morfologicas apresentadas por células em estado de
parada do ciclo celular e ao desenvolvimento da senescéncia. Corroborando com
nossos dados, diversos estudos tem demonstrado que células sob estresse
oxidativo, passam a exibir um fenotipo senescente, com altera¢des significativas em
sua morfologia, passando a se tornar alargadas, achatadas, com nucleos alargados
e ou multiplos e acumulo de inclusdes citoplasmaticas granulares (CHEN et al.,
2007; KUILMAN et al.,, 2010; BRANDL et al., 2011; BUROVA et al.,, 2013;
BORODKINA et al.,, 2014). O aumento no tamanho celular € por vezes tdo
significativo que algumas células podem apresentar o dobro do tamanho de uma
célula normal (KUILMAN et al., 2010; RODIER; CAMPISI, 2011; BECKER;
HAFERKAMP, 2013).

Através da analise ultraestrutural das CTMs, foi possivel observar mais claramente
as mudancas estruturais ocasionados pela hipercolesterolemia em CTMs de
camundongos apoE”-. Primeiramente, as CTMs utilizadas em nosso estudo, séo
células em quinta passagem em cultura, sendo desse modo uma populacdo em um
relativo estado de diferenciacdo (RAIMONDO et al., 2006). Isso explica as principais
caracteristicas ultraestruturais encontradas em CTMs em nosso estudo, como
elevado tamanho celular, elevada relacdo nucleo-citoplasma, presenca elevada de
pseudopodes ao redor da célula e organelas proeminentes em seu citoplasma

(principalmente reticulo endoplasmatico, mitocéndrias e complexo de Golgi).

Nossos dados estdo de acordo ainda com outros estudos que avaliaram a
ultraestrutura de CTMs derivadas da medula 6ssea de humanos (PASQUINELLI et
al., 2007; KARAOZ et al., 2011), ratos (KARAOZ et al., 2009; MANTOVANI et al.,
2012) e camundongos (RAIMONDO et al., 2006). Esses estudos demonstraram que
CTMs possuem um citoplasma rico em organelas, especialmente mitocéndrias, além
de aparelho de Golgi e reticulo endoplasmatico rugoso proeminente. Além disso,
que essas células possuem muitos pequenos pseudopodes ao redor de toda a
célula, o que pode ajudar a explicar a capacidade de migragdo desse tipo celular
apos implante no hospedeiro (RAIMONDO et al., 2006).
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Apesar das uniformidades encontradas, verificamos que CTMs derivadas da medula
O0ssea de animais hipercolesterolémicos apresentam variacdes em sua morfologia,
principalmente ao nivel mitocondrial, quando comparadas a CTMs de animais
normocolesterolémicos. As CTMs de camundongos C57 apresentam mitocondrias
com forma geralmente alongada e cristas evidentes. De outro modo, as CTMs de
camundongos apoE’ apresentam mitocondrias com sinais claros de degeneracéo,
possuindo evidentes alteragbes em sua morfologia, como a presenca de
mitocondrias arredondadas, com cristas menos pronunciadas e rompimento de

membranas externa e interna.

As alteracbes mitocondrias em CTMs de camundongos hipercolesterolémicos se
devem principalmente ao aumento do estresse oxidativo em CTMs da medula
0ssea, causada pela hipercolesterolemia, possibilitanto 0 aumento da senescéncia e
apoptose observado nessas células em nosso estudo. Como dito anteriormente, 0
estresse oxidativo leva a apoptose em CTMs através da ativacdo da via de morte
mitocondrial e do reticulo endoplasmatico (WEI et al., 2010). Desse modo, as
alteracBes mitocondrias causadas pelo estresse oxidativo na medula 6ssea levam a
alteracdes estruturais nas mitocondrias, tais como a remodelacdo de cristas, as
quais estdo envolvidos na iniciacdo da morte das células e séo sinal inicial de
senescéncia (ULIVIERI, 2010; MANTOVANI et al.,, 2012). Do mesmo modo a
fragmentacdo das mitocondrias tem mostrado desempenhar um papel fundamental
na progressdao da morte celular, através da libertacdo de proteinas mitocondriais
para o citoplasma (tais como o citocromo c), as quais ativam as vias de morte celular
por apoptose nas células (CHEUNG et al., 2007; MANTOVANI et al., 2012).

Portanto, a hipercolesterolemia aumenta diretamente o0s niveis citoplasmaticos de
ROS em células da medula éssea, incluindo as CTMs, levando desse modo a
ativacdo de vias que culminam no desenvolvimento de senescéncia e apoptose
dessas células, o qual foi demonstrado nesse estudo. Consequentemente, as CTMs
passam a exibir alteracdes em sua morfologia, principalmente com aumento em seu
tamanho e &rea nuclear e celular, além de alteracbes mitocondriais tipicas de

estresse por ROS.
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7 CONCLUSAO

Neste estudo, avaliamos a influéncia da hipercolesterolemia sobre células-tronco
mesenquimais  provenientes da medula Ossea. Observou-se que a
hipercolesterolemia promove aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio
em plasma e em células-tronco mesenquimais da medula éssea, a qual permanece
mesmo depois de repetidas passagens em cultura. Consequentemente, houve um
aumento na porcentagem de células senescentes e apoptéticas, bem como aumento
no tamanho e &rea celular e nuclear, além de alteracdes morfolégicas em cultura e
ao nivel mitocondrial nessas células. Desse modo, a hipercolesterolemia influencia a
funcionalidade de células-tronco mesenquimais da medula 6ssea, podendo afetar a

eficacia no uso dessas células para tratamento, cura e ou prevencao de doencas.
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