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RESUMO

As células tronco tém sido alvo de muitos estudos atualmente, muitos deles
utilizando a terapia celular nas doengas cardiovasculares. Entretanto, pouco se sabe
sobre os mecanismos que alteram a fungdo e a mobilizagdo das células tronco
quando expostas a senescéncia e a aterosclerose. A analise das células tronco dos
camundongos ApoE-KO mostrou que a aterosclerose aumenta o numero de células
tronco mesenquimais e hematopoéticas da medula éssea provavelmente através do
aumento das divisbes simétricas estimuladas pela progressdo da placa
aterosclerotica. Nos animais controle observamos aumento progressivo do numero
de células tronco hematopoéticas e diminuicdo do numero de células tronco
mesenquimais. Na anadlise de genotoxicidade das células da medula Ossea
observamos alto nivel de fragmentagdo do DNA nas células mononucleares da
medula éssea dos animais aterosclerdticos possivelmente pela acdo dos radicais
livres produzidos durante a progressao da placa aterosclerodtica, o que também foi
evidenciado pela senescéncia dos arcos adrticos analisados. Em contraste, o grupo
C57 apresentou baixo nivel de fragmentagdo do DNA e, portanto uma baixa
senescéncia vascular, ou seja, o sistema de reparo é eficiente. Observamos também
que o avancgo da idade aumentou do numero de células tronco hematopoéticas, ou
seja, nessa linhagem de células nao ocorre perda da capacidade proliferativa, o que
nao acontece com a linhagem mesenquimal.

Palavras-chave: Aterosclerose. Células Tronco. Genotoxicidade



ABSTRACT

Currently stem cells have been target of many studies, many of them using cellular
therapy in the cardiovascular diseases. However, little is known about the
mechanisms that modify function and mobilization of the stem cells when submitted
to the senescence and atherosclerosis. The analysis of stem cells of the ApoE-KO
mice disclosed that atherosclerosis increases the number of mesenchymal and
hematopoietic cells on the bone marrow probably through the increase of the
symmetrical divisions stimulated by the progression of the atherosclerotic plaque.
Analysis of control group showed increased number of hematopoietic stem cells and
diminished number of mesenchymal stem cells. Genotoxicity assay revealed high
level of DNA fragmentation in the mononuclear cells of the bone marrow in the
atherosclerotic group that occurs because of the production of free radicals in
atherosclerosis, what also it was evidenced by the senescence of the analyzed aortic
root. In contrast, the C57 group presented low level of DNA fragmentation and,
therefore low vascular senescence. We also observed that aging increased the
number of hematopoietic stem cell in this group, that is, this lineage of cells does not
loss the proliferative capacity, and it does not happen with the mesenchymal lineage.
Keywords: Atherosclerosis. Stem Cells. Genotoxicity.
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1. INTRODUGAO
1.1. ATEROSCLEROSE
1.1.1. HISTORICO

A primeira descricdo da aterosclerose foi dada na segunda metade do século XIX,
por Virchow que propds que as lesdes seriam decorrentes da “insudag¢ao” de plasma
para a camada intima das artérias resultando em um processo proliferativo
localizado. (GIANNINI, 2000) A outra teoria, da “incrustacao”, foi defendida por Von
Rokitansky, em 1852, na qual ele imaginava que inicialmente, as alteracdes
vasculares ocorriam em virtude de pequenos trombos, que ao se organizarem,
incorporavam e espessavam a camada intima. Segundo sua teoria os lipidios se

acumulariam secundariamente na intima. (BOGLIOLO, 2006).

Atualmente sabe-se que a aterosclerose € uma doenca inflamatoria crénica de
origem multifatorial que ocorre em resposta a agressdo ao endotélio vascular,

acometendo a camada intima de artérias de grande e médio calibre. (LIBBY, 2006)

Embora possa ser encontrada em qualquer artéria de grande ou médio calibre, a
doenca é mais comum na aorta, especialmente na por¢do abdominal, e nos seus
ramos principais, como artérias coronarias, carotidas, iliacas, femorais e também é

freqUente nos Ostios das artérias renais e mesentéricas. (BOGLIOLO, 2006)

1.1.2. DEFINIGAO DE ATEROSCLEROSE

A OMS define a aterosclerose como a doencga de artérias de grande e médio calibre
caracterizada por alteracdes representadas pelo acumulo, na intima, de lipidios,
carboidratos complexos, componentes do sangue, células e material intercelular.
(BOGLIOLO, 2006)

Segundo as lll Diretrizes Brasileiras sobre Dislipidemias, a aterosclerose é um
processo dindmico, evolutivo, a partir de dano endotelial de origem multifatorial, com
caracteristicas de reparo tecidual. (lll Diretrizes Brasileiras sobre Dislipidemias,
2001)



1.1.3. FATORES DE RISCO

A aterosclerose resulta da interagao de varios fatores como, por exemplo: genéticos,

dieta, tabagismo, sedentarismo, hipertensao arterial, diabetes e obesidade. De todos

eles, a hiperlipidemia é o mais importante.

HIPERLIPIDEMIA - Os lipidios sao transportados no sangue sob a forma de

agregados moleculares, as lipoproteinas, que séo incorporadas as células por meio

de receptores especificos da membrana e metabolizadas por sistemas enzimaticos

proprios. As lipoproteinas sido divididas em classes, que se diferenciam pelo

tamanho, pela densidade e pela composicéo tanto lipidica quanto como apoprotéica:

1)

4)

5)

Quilomicron, particula rica em trigliceridios, produzida no intestino apds as
refei¢des;

Lipoproteina de muito baixa densidade (VLDL), a principal carreadora de
trigliceridios enddgenos (produzida no figado);

Lipoproteina de densidade intermediaria (IDL), que deriva da transformacéo
de VLDL em LDL e tem vida curta;

Lipoproteina de baixa densidade (LDL), derivada da IDL, & a principal
transportadora do colesterol para as células;

Lipoproteina de alta densidade (HDL), que transporta o colesterol das células

para o figado, de onde é excretado pela bile.

(TOUTOUZAS et al.,1998; BOGLIOLO, 2006)

Os lipidios exercem varios efeitos nas artérias:

Hiperlipidemia, especialmente hipercolesterolemia, causa disfuncao
endotelial que, entre outras consequéncias, provoca diminuigdo da sintese de
substancias vasodilatadoras. Pelo aumento dos espacos interendoteliais, as
lipoproteinas atravessam a camada endotelial e acumulam-se no espaco
subendotelial das artérias, o que representa um passo inicial importante da

génese da doenca.



Acumulo progressivo de lipidios na intima contribui para a formacédo e

crescimento das lesdes ateromatosas.

Sob a acao de radicais livres, LDL transforma-se em LDL oxidada. Suas
principais propriedades sdo: (1) A LDL oxidada permanece mais tempo na
circulagcdo e penetra mais facilmente na intima das artérias; (2) é
rapidamente fagocitada por macréfagos através dos receptores scavengers.
Como a degradagao da LDL oxidada € mais dificil, as células transformam-se
em células espumosas; (3) exerce quimiotaxia para leucécitos e induz a
sintese de moléculas de adesdo na superficie endotelial, facilitando a
aderéncia de mondcitos; (4) é citotoxica para células endoteliais; (5) estimula
a liberagcado de fatores de crescimento para células musculares lisas; (6) é

imunogénica, induzindo a produgao de anticorpos. (BOGLIOLO, 2006)

DIETA POBRE EM ANTIOXIDANTES

A oxidagdo da LDL é importante na génese da aterosclerose, por isso os

antioxidantes sao importantes na prevencao da doenca.

HIPERTENSAO ARTERIAL

Individuos hipertensos apresentam disfungédo endotelial e redugao da sintese

de oxido nitrico, o que resulta em aumento da resisténcia vascular periférica e

proliferacdo da musculatura lisa.

TABAGISMO

Disfungao endotelial

Aumento dos radicais livres no sangue

Viscosidade é aumentada, podendo formar trombos
Aumento do colesterol plasmatico

Aumento da oxidacéo de LDL



DIABETES MELLITUS

e Disfuncdo endotelial com diminuicdo da sintese de substancias

vasodilatadoras
e Alteracdes da matriz extracelular
e Aumento da oxidase de glicideos e lipidios no plasma
¢ Ainsulina atua como fator de crescimento para células musculares lisas
e Aumento da adesividade de plaquetas
e Hipoglicemia causa ativagdo de mondcitos

e Sistema de antioxidantes sdo menos eficientes

ETNIA
Individuos afro-descendentes tém, em geral, maior tendéncia a niveis elevados de

pressao arterial sistolica e diastdlica.

SEXO
Os homens sao mais susceptiveis a desenvolver aterosclerose que as mulheres na

idade fértil devido aos horménios protetores femininos.

OBESIDADE
Além de a obesidade estar associada a fatores genéticos, muitas vezes os obesos

tem outros fatores de risco associados como hiperlipidemia, hipertensao e diabetes.

ALCOOL

O consumo moderado de alcool pode diminuir o risco de desenvolvimento de
aterosclerose, aumentando a sintese de HDL.

ENVELHECIMENTO

Diminuicdo dos fatores de relaxamento do endotélio, diminuicdo da liberacdo de

oxido nitrico.
(TOUTOUZAS et al.,1998; BOGLIOLO, 2006)



1.1.4. ATEROGENESE

Os fatores de risco ja citados como, por exemplo, hipertensao, diabetes e tabagismo
sao capazes de lesar o endotélio vascular causando disfuncdo endotelial. Com a
disfuncdo do endotélio a camada intima fica mais permeavel a lipoproteinas que
ficam retidas no espaco subendotelial. (PAOLETTI et al.,2004)

O LDL aprisionado sofre oxidagado, provavelmente pela ativagdo do complexo
NADPH oxidase dos macréfagos, e torna-se imunogénico causando assim liberagao
de fatores inflamatoérios. Ocorre aumento da expressao de moléculas de adesao na
superficie endotelial, principalmente VCAM-1 e P-selectinas, que resulta no
recrutamento de mais leucécitos, principalmente os da linhagem mononuclear
(mondcitos e linfocitos) que sdo atraidos para o local da formagcdo da placa.
(PAOLETTI et al.,2004; LIBBY,2002)

Uma vez na intima, os mondcitos sédo transformados em macréfagos (Figura 1) que
possuem receptores especiais chamados scavengers (depuradores) que fagocitam
as moléculas de LDL oxidado. A estrutura formada por macréfagos com LDL
oxidado € chamada de células espumosas, que sao componentes das estrias
gordurosas e caracterizam a lesao inicial da aterosclerose. (IV Diretriz Brasileira
sobre dislipidemias e prevencdo da aterosclerose, 2007; PAOLETTI et al.,2004;
LIBBY,2002).

Circulating
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Figura 1 — Entrada dos mondcitos na camada intima (esquerda) transformagéo em
macréfagos que fagocitam LDL oxidada (direita). (LI & GLASS, 2002).



Com a evolugcdo da placa aterosclerotica, os macrofagos e os linfocitos T sdo
estimulados a secretar fatores inflamatérios como, por exemplo, interleucina 1 (IL-1)
e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) que aumentam o recrutamento de leucdcitos
para o local da placa. Também sao secretados fatores de crescimento, como por
exemplo, fatores de crescimento derivados de plaquetas e fibroblastos (PDGF, FGF)
que fazem com que as células musculares lisas da camada média migrem para a
camada intima e proliferem. A partir deste estagio a placa passa a ser considerada
ateromatosa. (LIBBY, 2002)

Em seres humanos existem dois tipos de placas ateroscleréticas, as estaveis e as
instaveis. As placas ateroscleréticas estaveis caracterizam-se por predominio de
colageno, organizado com capa fibrética espessa, escassas células inflamatérias e
nucleo lipidico menos proeminente. As instaveis tém atividade inflamatéria intensa,
grande atividade proteolitica, nucleo lipidico proeminente e capa fibrosa ténue,
podendo ocorrer ruptura/trombose. (IV Diretriz Brasileira sobre dislipidemias e
prevencao da aterosclerose; PAOLETTI et al.,2004; LIBBY,2002).

1.1.5. CLASSIFICAGAO DAS LESOES ATEROMATOSAS

As lesbes podem ser:

1. Estrias gordurosas (em inglés: fatty streaks). lesbes planas, de coloragao
amarelada, sob a forma de faixas com elevado teor de gordura, sao as lesdes
mais precoces da doenca, podendo ser observadas nas primeiras décadas de
vida.

2. Placas fibrosas ou fibrolipidicas: formacdes de consisténcia aumentada,
elevadas na superficie da intima, diminuem um pouco a luz do vaso.

3. Lesdes complicadas: determinadas por disturbios (hemorragia, ulceragao,
trombose, calcificagdo) na placa fibrosa, podendo ser responsavel por
importantes manifestagdes clinicas, como por exemplo, interromper o fluxo

sanguineo para diversos 6rgaos. (GIANNINI, 2000)



Baseada na estrutura microscopica e histoquimica, as lesdes aterosclerdticas

podem ser classificadas em:

Lesao inicial (tipo |)

E representada pelo acumulo de lipoproteinas e poucos macréfagos contendo
lipidios (células espumosas) na intima. As alteragdes s&o discretas e,
macroscopicamente, a artéria € normal. Essa lesdo ocorre nas artérias elasticas,
como a aorta. Essas modificagées s6 podem ser identificadas por meio microscépico

ou quimicamente. Nao ha dano tecidual visivel.

Estria lipidica ou gordurosa (tipo 1)

Na intima sao vistas areas amareladas planas, acompanhando o eixo do vaso: ao
microscopio sdo vistas células espumosas, sobretudo macréfagos e, em menor

quantidade, células musculares lisas.

Estrias lipidicas (Figura 2) podem ser encontradas ja na infancia. Com o tempo

podem desaparecer ou aumentar.
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¥

Figura 2 — Aorta mostrando estrias lipidicas coradas com Sudam Vermelho
(esquerda) e nao corada (direita). (RUBIN et al., 2008)

Placa Pré-ateromatosa (lesdo intermediaria, tipo )

Progressédo da lesao tipo Il, representada por acumulos exacerbados de lipidios

extracelulares na lesao, contudo, sem a formacao de um nucleo central com lipidios.



Placa Ateromatosa (tipo 1V)

Apresenta-se macroscopicamente como lesao arredondada, ovoide ou alongada, cor
amarelada e consisténcia macia, formando um nucleo de gordura (lipid core) que faz
saliéncia para luz vascular. Histologicamente, a lesdo é formada por massa de
material amorfo, branco amarelado, localizada na intima e recoberta por capa fibrosa
e densa. Sdo vistos também macréfagos e células musculares lisas, muitas

contendo lipideos no citoplasma e formando as células espumosas.

Placa Fibroateromatosa (tipo V)

E formada por fibroblastos e musculatura lisa, podendo conter pequenos depdsitos
de lipideos. Essa leséo resulta da reabsorgao de lipidios pelo organismo, processo

esse que reduz o tamanho da leséo e a transforma em uma placa fibrosada.

Lesdes complicadas (tipo VI)

Ocorre ulceracao ou ruptura da placa. A ulceracdo decorre da ruptura da capa
fibrosa e resulta em exposicdo da massa necrética ao sangue circulante. Com a
liberagdo de fragmentos do material necrético na circulagdo, formam-se pequenos

émbolos que podem causar obstrugao de arteriolas e capilares.

Lesao calcificada ( tipo VII)

Lesao avangada com presenca de calcio. Presenca de deformidade estrutural.

Leséao fibroética (tipo VIII)

Qualquer lesdo avangada com composi¢ao predominante de colageno, lipides em
minima quantidade ou ausentes.
(BOGLIOLO, 2006; GIANNINI, 2000)



A figura 3 mostra a evolugao da placa aterosclerdtica.
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FIGURA 3 — A figura acima mostra a progressdo da placa aterosclerotica dos
estagios inicias (tipos 1 e 2) aos estagios mais avangados (tipos 3, 4, 5 e 6) (STARY
et al., 1995).

1.1.6. ESTRESSE OXIDATIVO

Os radicais livres tém sido implicados em um grande numero de doengas que
afetam o ser humano. Radicais livres sdo moléculas que contém um ou mais
elétrons n&o pareados em seu orbital e, portanto, apresentam alta avidez para reagir
com atomos de outras moléculas. Essas espécies quimicas sdo instaveis, tém uma
meia vida muito curta (cerca de segundos) e reagem rapidamente com diversos
compostos e alvos celulares. (RODRIGUES, 2007; OGA, 1996)

O oxigénio desempenha papel fundamental na formagédo de radicais livres, dando
origem as espécies reativas de oxigénio (ROS). (RODRIGUES, 2007) As células
vivas presentes em uma atmosfera rica em oxigénio estdo constantemente expostas
aos possiveis danos causados pelas ROS, que podem ser geradas endogenamente

e exogenamente.



As fontes exdgenas que originam as ROS incluem as radiagdes ultravioleta e
ionizantes e agentes quimicos. Ja as ROS endogenas sdo formadas pelo préprio
metabolismo celular através da mitocondria. Processos patologicos também
produzem ROS, como no caso das respostas inflamatérias. (BERRA & MENCK,
2006)

A respiragao mitocondrial € fonte de produgao de energia para todos os seres vivos
e, além disso, maior produtora de espécies reativas de oxigénio. Porém, em um
organismo sadio os radicais produzidos sao neutralizados pelo sistema antioxidante.
(WEINERT & TIMIRAS, 2003)

O estresse oxidativo refere-se ao desequilibrio entre a formacéo e a remogao dos
radicais livres no organismo (Figura 4), decorrente da diminuigdo dos antioxidantes
endogenos, devido a menor formagdo ou maior consumo, ou do aumento da
geracdo de espécies oxidantes. Tudo isso gera um estado pré-oxidante que
favorece a ocorréncia de lesbes oxidativas em macromoléculas e estruturas
celulares. (BARROS, 2007; OGA, 1996)

Oxidative stress

Figura 4 — Estresse oxidativo. (KUNITOMO, 2007)

As espécies reativas de oxigénio por serem espécies altamente instaveis interagem
com proteinas, lipidios e principalmente com o DNA, produzindo danos que se n&o

forem reparados podem se tornar irreversiveis. (BARJA, 2002).



Foram identificados até hoje mais de 20 tipos de danos no DNA, causados por
radicais livres. Os principais tipos de dano ao DNA sao quebras simples ou duplas
das fitas, bases modificadas, sitios abasicos e crosslinks de DNA com DNA e
proteinas. (ONUKI, 2000).

Sabe-se que o reparo do DNA esta intimamente ligado com a manutengdo normal
do ciclo celular, transcricdo e replicacédo. Quando o tipo e a quantidade de danos
superam a capacidade de reparo das células, os mecanismos basicos e essenciais
para regulacéo do ciclo celular sdo afetados, podendo provocar efeitos genotoxicos
severos. (BERRA & MENCK, 2006)

1.1.7. ESTRESSE OXIDATIVO E ATEROSCLEROSE

Muitos estudos mostram a presenca de danos na molécula de DNA tanto nos
linfocitos da circulacdo quanto nas placas aterosclerdticas de individuos doentes.
Aproximadamente 2x10* eventos que causam danos ao DNA ocorrem em cada
célula por dia. A maior parte dos danos € causada pelas espécies reativas de
oxigénio. No vaso a principal fonte produtora de ROS & a enzima NADPH oxidase.
(MAHMOUDI et al., 2006)

O complexo enzimatico NADPH oxidase (Figura 5) € um dos maiores produtores de
radicais livres no organismo. Estd presente nas membranas celulares de
macroéfagos, células endoteliais, neutrdfilos, fibroblastos e outras células. Sabe-se
que ha um aumento na producdo de radicais livres nas doencas cardiovasculares.
Logo, ocorre aumento da atividade da enzima NADPH oxidase, onde os radicais sao
liberados na circulagdo sanguinea e interagem com lipidios, proteinas e
principalmente moléculas de DNA. (DWORAKOWSKI, 2006)

NADP- NADPH

Figura 5 — Estrutura do complexo NADPH oxidase. (DWORAKOWSKI, 2006)



As ROS possuem um papel importante no desenvolvimento da aterosclerose atraves
do complexo NADPH oxidase que causa: 1) dano oxidativo do endotélio vascular, 2)
ativagdo de mondcitos e macréfagos podendo gerar mais ROS, 3) modificagdo dos
receptores de LDL sobre o macrofago na lipoperoxidagao, 4) peroxidase LDL que
pode causar danos nas células endoteliais, 5) produtos da oxidacdo de LDL que

promovem calcificagdo nas lesdées. (GONZALES et al., 2001).

1.2. CAMUNDONGO APOE KNOCKOUT (KO)

O camundongo Knockout para apolipoproteina E foi desenvolvido para representar
um modelo de estudo da aterosclerose. Em 1992 dois laboratérios produziram
simultaneamente o0 modelo de hipercolesterolemia. Para isso o gene que codifica a
apoliproteina E foi inativado nas células tronco embrionarias de um camundongo
saudavel. Em seguida essas células foram inseridas em blastbmeros de

camundongos C57.

Foram gerados filhotes heterozigotos e homozigotos para a ApoE-Knockout. Através
de cruzamentos entre as linhagens homozigotas foi originado o camundongo ApoE-
KO que apresenta elevados niveis de VLDL no plasma (Figura 6). (PLUMP et al.,
1992)
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Figura 6 — Fracdes de colesterol (VLDL, ILD, LDL e HDL) encontradas em
camundongos saudaveis e ApoE-KO homozigotos. (JAWIEN et al., 2004)



A apolipoproteina E € uma glicoproteina, presente na membrana das lipoproteinas.
E sintetizada primariamente no figado, mas também pode ser produzida em varios
tecidos. Pode ser encontrada no plasma mas reside preferencialmente nas VLDL,
IDL e HDL respectivamente. A ApoE tem a fungéo de retirar do plasma as VLDL e

IDL via receptor de LDL.

Portanto, sem a apolipoproteina E ocorre aumento do colesterol plasmatico para
valores superiores a 500mg/dl, a maioria de VLDL. A dieta rica em colesterol pode
quadruplicar esse valor. A partir dos 3 meses de idade, com dieta normal, ja é
possivel observar na aorta destes animais a presenca de estrias gordurosas. Na 152
semana de vida observa-se a presenga de lesdes intermediarias com células
espumosas e ceélulas musculares lisas. Placas fibrosas aparecem na 20? semana de
vida. (MEIR & LEITERSDORF, 2004; PLUMP et al., 1992)

1.3. CELULAS TRONCO
1.3.1. HISTORICO

O Titan grego Prometheus, € um simbolo de luta para a medicina regenerativa.
Como punigédo por ter dado o fogo aos homens, Zeus ordenou que Prometheus
fosse acorrentado a uma pedra e que uma aguia comesse dia apos dia seu figado.
O figado de Prometheus era capaz de regenerar-se a cada dia, permitindo que ele
sobrevivesse. Atualmente poderiamos explicar esse fendmeno mitologico atraves
das células tronco. Pesquisadores de todo o mundo esperam fazer com que o
lendario conceito de regeneragdo se torne realidade com o desenvolvimento de

terapias celulares utilizando as células tronco. (NIH, Regenerative Medicine, 2006)

Ha séculos os cientistas sabem que alguns animais tém a capacidade de regenerar
partes lesionadas de seu corpo. Na verdade os humanos compartiiham desta
caracteristica especial. Apesar de nao sermos capazes de regenerar um membro, o
nosso organismo repde constantemente nossas células sanguineas, pele e outros
tecidos quando necessario. A identificacdo das células tronco capazes de
regeneragao ocorreu através de experimentos por volta de 1950 envolvendo a

medula éssea. (National Academy of Sciences, Understanding Stem cells, 2005)



A busca por células tronco comegou depois do ataque das bombas atdbmicas em
Hiroshima e Nagasaki em 1945. Pessoas que morreram nos anos seguintes a
tragédia tiveram seus sistemas hematopoéticos comprometidos. Altas doses de
radiacdo mataram as células do trato intestinal destas pessoas, resultando em uma
morte rapida. O conceito de célula tronco originou-se dos estudos de Till e
McCulloch em 1961, que mostraram a reconstituicdo do sistema hematopoético de
camundongos letalmente irradiados apds o transplante de células da medula éssea
de camundongos singénicos saudaveis. (NIH, Regenerative Medicine, 2006; ZAGO
& COVAS, 2006; TILL & McCULLOCH, 1961).

Surpreendentemente, os pesquisadores descobriram que se um osso do animal é
poupado da radiagao, este pode regenerar todo o sistema hematopoético através
das células da medula 6ssea. A partir deste descobrimento varias pesquisas foram
realizadas com intuito de tratar casos de regeneragcdo do sistema hematopoético
através da injecdo de células de medula éssea intacta nos pacientes. (NIH,
Regenerative Medicine, 2006; ZAGO & COVAS, 2006)

1.3.2. DEFINIGAO E CARACTERIZAGAO

Apesar da enorme diversidade de células encontradas nos tecidos adultos de um
organismo, todas elas derivam de uma unica célula-ovo, gerada na fecundagao do
ovulo pelo espermatozéide. A célula-ovo tem a capacidade de formar a partir dai
todos os tipos de tecidos de um individuo adulto. Esta célula comega a sofrer mitose
e formar varias células que, com o tempo, vao se tornando especializadas em

somente um tipo de tecido.

No entanto, existem as células que além de se diferenciarem em células especificas
do tecido, também mantém a prépria reserva de células indiferenciadas, as células
tronco. (ZAGO & COVAS, 2006)

De maneira geral as células tronco podem ser definidas como aquelas capazes de
auto-renovacgao ilimitada ou prolongada e que podem também dar origem a pelo
menos um tipo celular em estagio de diferenciagdo mais avangado. (MEIRELLES,
2007).



As células tronco diferem de outras células do organismo por apresentarem
caracteristicas importantes. Primeiramente sao células indiferenciadas e nao
especializadas, capaz de se multiplicar por longos periodos mantendo-se

indiferenciada, ou seja, produzindo células idénticas a célula mae.

Outra caracteristica muito especial € que estas sao capazes de fazer divisdo
assimétrica (Figura 7), produzindo duas células filhas, uma é idéntica a célula mae,
indiferenciada, e que continua contribuindo para reposicéo celular, e a outra que se
diferencia conforme a necessidade do tecido. (ZAGO & COVAS, 2006; FISCHBACH
& FISCHBACH, 2004)
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Figura 7 — A figura mostra a divisdo simétrica, que da origem a células tronco
idénticas a célula mae e a divisdo assimétrica, a qual da origem a uma célula
idéntica a célula mae e outra especializada . (ZAGO & COVAS, 2006)



1.3.3. MEDULA OSSEA

Durante o desenvolvimento dos mamiferos, as células tronco mudam de nicho,
ocupando sequencialmente o saco vitelino, figado fetal e a medula éssea, que € a
principal fonte de células tronco na fase adulta. (ZAGO & COVAS, 2006)

O compartimento medular é muitas vezes descrito compondo-se basicamente de
compartimentos hematopoéticos e estromais, o qual € composto de fibroblastos,
adipdcitos, nervos e sistema vascular (Figura 8). (MEIRELLES, 2007; KOPP et al.,
2005)

Devido a sua localizagao e densa compactagéao celular, o microambiente das células
tronco € pouco acessivel a estudos in vivo, de modo que grande parte do
conhecimento sobre fungdo e componentes ainda é superficial. (ZAGO & COVAS,
2006).

Figura 8 — Medula 6ssea com compartimento estromal e hematopoético (Modificado
de ZAGO & COVAS, 2006)



1.3.4. CLASSIFICAGAO DAS CELULAS TRONCO
1.3.4.1. QUANTO A POTENCIALIDADE

As células tronco sao classificadas quanto a potencialidade, ou seja, capacidade de

gerar tipos celulares, em quatro grupos: totipotentes, pluripotentes, multipotentes e

unipotentes.

O zigoto e as células resultantes das primeiras divisbes sdao chamados de
totipotentes. Até a fase de oito células podem-se gerar todos os tipos de tecidos e

até um organismo inteiro.

As células pluripotentes sdo aquelas derivadas da massa interna do blastocisto e

conseguem diferenciar-se na maioria dos tecidos, exceto nos anexos embrionarios.

As células multipotentes tém a capacidade de originar, até onde se sabe, um tipo de
tecido, mas se estimulada pode dar origem a um numero limitado de tecidos. Ja as
células tronco unipotentes tém capacidade de se dividir apenas em um tipo
especifico de célula. (NETO & DESSEN, 2005)

Tabela 1 — Classificagao quanto a potencialidade das células tronco.

CLASSIFICAGAO DESCRIGAO

Totipotente Da origem ao embrido e anexos placentarios. No grupo destas células

estdo zigoto e primeiros blastémeros.

. Dao origem aos 3 folhetos embrionarios. Encontram-se neste grupo
Pluripotente ) . ] .
as células da massa interna do blastocisto e epiblasto.
Multipotente D&o origem a somente um tipo de folheto embrionario.

Unipotente Sao células tronco especificas para um tipo de tecido.




1.3.4.2. QUANTO A ORIGEM

As células tronco também podem ser classificadas quanto a origem em embrionarias
e adultas. As células tronco embrionarias, células pluripotentes dotadas de grande
plasticidade, compreendem aquelas da massa interna do blastocisto de um embrido
nos primeiros estagios de divisdo. As células tronco adultas s&o encontradas no
individuo adulto, por exemplo, células hematopoéticas e mesenquimais obtidas da
medula 6ssea, células de cérebro, pele, gordura, polpa dentaria, corddao umbilical,
placenta entre outras. Até o momento ndo foram identificadas nos tecidos adultos
células pluripotentes capazes de se diferenciarem em todos os tipos de tecido.

De fato, as células tronco multipotentes encontradas no tecido adulto tém
capacidade de diferenciacdo ampla sendo muito importante na manutengdo do
tecido. Até pouco tempo, sabia-se pouco da existéncia de células tronco em tecidos
adultos, as principais eram: as células tronco hematopoéticas da medula éssea,

células gastrintestinais, células da camada epidérmica e espermatogdnias.

Acreditava-se que estas células nos tecidos adultos tinham apenas funcdo de
reposicdo quando necessario, entretanto, estudos recentes mostram que a
potencialidade, ou seja, a capacidade de diferenciagdo em outros tipos de células
era maior do que se imaginava. (NETTO & DESSEN, 2005).

1.3.4.3 QUANTO AOS TIPOS
1.3.4.3.1.HEMATOPOETICAS

Pesquisas com células troco hematopoéticas (CTH) comegaram em 1945 com
pessoas que foram expostas a radiacdo apdés as bombas em Hiroshima.
Experimentos com camundongos irradiados logo mostraram o efeito benéfico do
transplante de medula éssea de camundongos sadios para camundongos irradiados.
Os animais saudaveis continham em sua medula Ossea células tronco
hematopoéticas multipotentes capazes de regenerar o sistema hematopoético dos
camundongos doentes. (NIH, Stem Cells, 2001)



As células tronco hematopoéticas tém habilidade de: 1) auto-renovagdo 2)
diferenciagdo em varios tipos de células do sangue (Figura 9), linhagem mieldide —
granulécitos, mondcitos, plaquetas e eritrécitos e linhagem linféide — linfocitos B e T
e NK 3) mobilizar-se para fora da medula 6ssea em dire¢ao ao sangue periférico 4)

sofrer morte programada (apoptose). (NIH, Stem Cells, 2001)
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Figura 9 — Células tronco hematopoéticas e linhagens. (Modificada de LODISH et al.,
2004)

As CTH constituem uma populacdo de células multipotentes muito rara,
correspondendo a aproximadamente 0,05% a 0,5% do total de células da medula
0ssea e menos ainda no sangue periférico. Em um individuo normal, os niveis das
células maduras no sangue sao mantidos dentro de limites estreitos e, em resposta
a emergéncias como perda sanguinea ou infecgdes, os tecidos hematopoéticos s&o
capazes de responder rapidamente aumentando a producao celular. Em adultos,
diariamente sdo produzidos bilhdes de novas células sanguineas devido ao curto
periodo de vida destas células. (ZAGO & COVAS, 2006).

Para identificar e estudar uma célula tronco hematopoética € necessario conhecer
seus antigenos de superficie os quais sao proteinas que podem ser utilizadas como

marcadores de populagdes celulares e que permitem sua selecio.



A célula tronco hematopoética possui uma infinidade de marcadores de superficie,
como por exemplo CD34+, CD38-, CD33-, Thy-1 W "CD71-, lin-, Ho33342, c-kit.
Esse conjunto de marcadores de superficie tem sido explorado para o isolamento
das CTH por citometria de fluxo ou através do emprego de microesferas magnéticas.
(ZAGO & COVAS, 2006)

A medula 6ssea € a principal fonte de CTH. Ha mais de 40 anos o transplante de
medula éssea € utilizado como fonte de células para pessoas com problemas no
sistema hematopoético. As CTH podem ser obtidas também do sangue periférico
pela mobilizagdo através de citocinas, como GCSF, por exemplo, no qual as CTH
sdo recrutadas a partir da medula para o sangue aumentando muito o numero de
células para o transplante. (ZAGO & COVAS, 2006)

Estudos mostraram que as CTH sao capazes de se diferenciarem ndo somente em
células sanguineas, mas também em varios outros tipos de células como células
musculares (miocitos e cardiomidcitos), cerebrais, figado, intestinais, pele, pulmao,

rins e pancreaticas. (NIH, Regenerative Medicine, 2006)

Outra caracteristica importante que as CTH possuem & o homing, que corresponde
a capacidade que essas células tem de migrar do sangue periférico para a medula
Ossea. Esse fendbmeno foi conservado durante a evolugao dos mamiferos e tem a
finalidade de repovoar a medula éssea quando necessario. Um exemplo dessa agao
€ o retorno das células tronco hematopoéticas para a medula 6ssea apdés um
transplante. (NIH, Stem Cells, 2001)

Entre o grande numero de células tronco adultas atualmente conhecidas, a célula
tronco hematopoética ocupa a honrosa posicdo de ter sido a primeira descrita,
sendo ainda a melhor compreendida e utilizada. O transplante de células tronco
hematopoéticas é ainda hoje a unica forma de tratamento com células tronco
humanas cuja aplicagéo ja faz parte do arsenal médico no mundo todo. (ZAGO &
COVAS, 2006).



Estudos recentes demonstraram que as células tronco da medula éssea adulta
apresentam capacidade semelhante as células embrionarias pluripotentes, capazes
de promover reparos em tecidos, como tecido muscular cardiaco, musculo
esquelético, cerebral, epitelial e células do figado entre outras fungdes. Por esse
motivo essas células tém sido alvo de inumeras pesquisas na area médica. (NIH,

Regenerative Medicine, 2006)

1.3.4.3.2. MESENQUIMAIS

A primeira evidéncia da existéncia de células tronco mesenquimais, ou estromais,
advém das observacoes feitas pelo patologista Julius Cohnheim em 1867. Em seus
estudos de cicatrizagdo ele reparou que a maioria das células presentes na leséao
eram derivadas da circulagcdo. Além das células inflamatoérias, Cohnheim descreveu
células com formato de fibroblastos que acreditava ser proveniente da medula
o0ssea. (MEIRELLES, 2007) Somente em 1966 essas células foram descritas mais

detalhadamente por Friedenstein e colaboradores.

Em seus experimentos, amostras de suspensdo de medula 6ssea com meio de
cultura eram cultivadas em frascos de cultura. A fracdo de células que aderia ao
frasco era cultivada separadamente. Apods alguns dias eram vistos na cultura
aglomerados de células em forma de fibroblastos, que foram denominadas células
formadoras de colbnias fibroblasticas (CFU-F = colony forming units - fibroblastic).
(Friedenstein et al.,1966).

Nos anos seguintes, pesquisadores observaram que as células que eram cultivadas
pelo método de Friedenstein eram capazes de se diferenciar em osteoblastos,
condroblastos, adipdcitos e mioblastos. (MEIRELLES, 2007; ZAGO & COVAS, 2006;
FEHRER & LEPPERDINGER, 2005) Em 1991 Arold Caplan sugeriu a

denominacgéao células tronco mesenquimais para este tipo celular (CAPLAN, 1991)

A célula tronco mesenquimal encontrada na medula éssea, é uma populacio rara de
células multipotentes, aproximadamente 1 em cada 27.000 células nucleadas da
medula 6ssea ou cerca de 0,001% a 0,01% sdao CTM. (ZAGO & COVAS, 2006;
MEIRELLES, 2007) Além da medula Ossea alguns estudos descrevem também



outras fontes de células tronco mesenquimais como parede das artérias, tecido
adiposo, corddo umbilical, placenta, fluido amnidtico, sangue periférico, figado fetal,
pulm&o e polpa dentaria. (BOBIS et al., 2006)

Portanto, essas células sdo importantes porque sdo capazes de gerar sob estimulos
especificos: ossos, tendao, cartilagem, tecidos adiposo e musculares, estroma
medular e até mesmo células com caracteristicas neurais. (ZAGO & COVAS, 2006;
MEIRELLES, 2007)

Estudos mostraram que também podem originar células endoteliais e células
musculares cardiacas 0 que as torna uteis no tratamento das doencas
cardiovasculares. (ZAGO & COVAS, 2006) Além disso, as células tronco
mesenquimais encontradas na medula 6ssea sao essenciais para formacdo do
microambiente no qual as células hematopoéticas crescem e desenvolvem
(RATAJCZAK et al., 2007).

Fenotipicamente, as células tronco mesenquimais expressam um grande numero de
marcadores de superficie. Entretanto poucos séo especificos. Entre os marcadores
mais utilizados estdo: CD105, CD73, CD44, CD90 (Thy-1), CD71, Stro-1 e moléculas
de adesado CD106 (VCAM-1 = vascular cell adhesion molecule), CD166 (ALCAM =
activated leukocyte cell adhesion molecule), ICAM-1(intercellular adhesion molecule)
e CD29. (CHAMBERLAIN et al., 2007).

Outra propriedade muito importante das células tronco mesenquimais € que estas
quando s&o liberadas na circulagdo sanguinea, via infusdo intravenosa, s&o capazes
de migrar especificamente para locais de injuria. Esta extraordinaria habilidade de
procurar o local de dano foi demonstrada em estudos de fratura dssea, infarto do
miocardio, injuria cerebral isquémica. (Barry & MURPHY, 2004) O interesse neste
tipo celular cresceu muito nos ultimos anos devido ao grande potencial de

regeneragao de tecidos e 6rgaos lesados.



1.4. SENESCENCIA

O organismo responde ativamente aos estimulos e necessidades de seu meio,
adaptando-se prontamente as novas circunstancias. Componentes fundamentais
das células, como DNA, proteinas e lipidios sdo protegidos para garantir o bom
funcionamento do organismo. Danos moderados séo tolerados, porém, quando
acontecem oxidagdes severas em proteinas estas sdo automaticamente degradadas
e eliminadas, evitando assim uma disfungdo celular. O mesmo procedimento é
adotado quando o DNA sofre uma mutacdo que compromete sua fungdo. Entram em
cena 0s mecanismos de reparo e excisao de bases para corrigir o erro. (GONZALES
et al., 2001)

Quando esses processos fisiologicos de reparo ou eliminagdo entram em declinio,
nao necessariamente todos ao mesmo tempo, inicia-se o envelhecimento ou
senescéncia. O termo senescéncia surgiu através dos experimentos de Hayflick com
culturas, ele observou que apo6s algum tempo as células perdiam a capacidade de
se dividir entrando em um estado que ele chamou de senescéncia. (HAYFLICK &
MOORHEAD, 1961)

O envelhecimento € um processo natural e complexo que envolve cada molécula,
célula e 6rgao do corpo. Neste sentido, o envelhecimento € resultado do acumulo de
danos somaticos durante toda vida. Entretanto, estas mutagbes que ocorrem
durante a vida ndo sao necessariamente problematicas, e usualmente ndo afetam a
viabilidade das células, resultam em senescéncia celular. (GORBUNOVA et al.,
2007)



1.4.1. CELULAS TRONCO E SENESCENCIA

O processo de envelhecimento afeta ndo s6 as células somaticas de um organismo,
mas também as células tronco que apesar de parecerem intocaveis com suas
propriedades auto-replicativas também podem estar sujeitas aos efeitos da
senescéncia. Entretanto, ainda n&o existe um consenso sobre como o

envelhecimento afeta as células tronco.

Alguns estudos sugerem que possivelmente as células-tronco sofrem danos
cumulativos produzidos pela exposi¢cao natural das células a um ambiente favoravel
aos radicais livres afetando também sua molécula de DNA. Portanto, acarretando
declinio funcional com paralela diminuigdo da capacidade de responder a injuria ao
estresse. (RANDO, 2006; SHARPLESS & DEPINHO, 2007)

Confirmando que ha ainda muita controvérsia nesta area de estudo, outros trabalhos
mostraram que as células tronco, ao entrarem no estagio de senescéncia, nao
perdem sua capacidade proliferativa, ao contrario, até a aumentam. Alguns trabalhos
mostram aumento do pool de células tronco em animais idosos. (EFFROS &
GLOBERSON, 2002)



OBJETIVOS



2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
e Analisar o numero e a genotoxicidade das células tronco de medula 6ssea em

camundongos ateroscleréticos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Em camundongos ateroscleréticos de 2, 6 e 18 meses de idade:

¢ Quantificar células mononucleares da medula éssea e verificar a viabilidade

e Analisar a influéncia do peso/idade dos animais sobre o numero de células
mononucleares da medula éssea

¢ Quantificar a populacao de células tronco hematopoéticas e mesenquimais da
medula éssea

e Avaliar a fragmentac&o do DNA das células mononucleares de medula éssea

e Verificar a influéncia da senescéncia na genotoxicidade das células

mononucleares de medula 6ssea



METODOLOGIA



3. METODOLOGIA
3.1. ANIMAIS

Foram utilizados camundongos isogénicos C57BL/6 e transgénicos Knockout para
Apolipoproteina E (ApoE-KO), machos com 2, 6 e 18 meses de idade pesando entre
20-35g aproximadamente. Todos os animais foram provenientes do biotério do
Laboratério de Transgenes e Controle Cardiovascular (LTCC), do Programa de Pds-
Graduagao em Ciéncias Fisiolégicas da Universidade Federal do Espirito Santo. Os
animais foram alimentados com ragdo e agua ad libitum, ambiente com controle
claro/escuro num ciclo de 12 horas, bem como controle de temperatura (22°C) e
umidade (70%). Os animais utilizados no experimento foram divididos em 2 grupos:

C57 (Controle) e ApoE-KO (Aterosclerético). Cada grupo foi subdividido em:
Grupo C57: 2, 6, 18 meses, n = 10 animais em cada grupo

Grupo Aterosclerdético: 2, 6, 18 meses, n = 10 animais em cada grupo
Foram considerados;

2 meses — Grupo Jovem

6 meses — Grupo Adulto

18 meses — Grupo ldoso



3.2. ISOLAMENTO DAS CELULAS MONONUCLEARES DE MEDULA OSSEA

O isolamento das células tronco, independente de sua origem, medula 6éssea,
sangue periférico ou corddo umbilical, inicia-se com a separagdo da fragcéo
denominada células mononucleares, que contém células tronco, linfocitos e
mondcitos.

Para o isolamento das células mononucleares os animais foram selecionados de
modo pareado, um aterosclerético e um controle. O peso dos animais foi anotado e
eles foram sacrificados com injecdo intraperitoneal de tiopental sédico (40mg/kg).
Todo o material utilizado no experimento foi previamente autoclavado para evitar a
contaminagao das células. Apds serem sacrificados, os animais foram levados para
a camara de fluxo laminar e higienizados com alcool 70%. Em seguida, com auxilio
de uma tesoura foi feita uma incisdo no membro inferior, na regido acima do
acetabulo, para remocgao da pele e dos tecidos que recobrem os fémures e tibias
(Figura 10).

Figura 10 — Remocgao da pele para retirada do fémur e da tibia.



Uma pinga do tipo “dente de rato” foi utilizada para dissecgéao do tecido excedente
das tibias e fémures. Os ossos foram retirados e separou-se a tibia do fémur com
auxilio de uma tesoura. Os ossos foram mantidos em uma placa de Petri contendo
meio de cultura DMEM (GIBCO), que tem fungao de nutrir as células da medula até

0 proximo passo do experimento. (Figura 11)

Figura 11 — Remogéao do tecido dos ossos

Para colher a medula 6ssea que esta inserida dentro dos o0ssos, as epifises dos
ossos foram cortadas na altura da diafise. O flush das células da medula éssea foi
feito utilizando-se uma seringa cheia de meio de cultura (DMEM GIBCO), inserindo
uma agulha (tamanho 26G) na epifise superior do osso e, usando o meio de cultura,
a medula foi expulsa para um tubo falcon vazio (BD). O processo foi repetido até a
medula se soltar completamente do osso. A medula coletada no tubo falcon foi
homogeneizada para um volume de 10ml (células + meio de cultura) e, em seguida

centrifugada por 10 minutos a 1200 rpm (rotagdes por minuto). (Figuras 12 e 13)

i <

Figuras 12 e 13 — Corte das epifises (esquerda) e flush da medula 6ssea (direita).



O sobrenadante foi descartado e as células, no fundo do tubo, foram
homogeneizadas em 4 ml de meio de cultura DMEM. Em um outro tubo falcon foram
adicionados 4ml de gradiente de densidade Histopaque 1083® (SIGMA ALDRICH),
que consiste de uma solucéo de polisacarose e diatrizoato de sédio com densidade
de 1,083 g/ml, especifico para células de ratos e camundongos.

A funcéo do gradiente de densidade € separar em diferentes camadas as células
mononucleares (células tronco, linfécitos e mondécitos), plaquetas e eritrécitos. Os
4ml de células com meio de cultura foram pipetados e colocados delicadamente no
outro tubo pela parede sobre o gradiente de densidade Histopque, com muito
cuidado para ndo misturar as duas fases.

Os tubos contendo 4ml de células com meio de cultura e 4ml de gradiente de
densidade Histopaque, totalizando um volume final de 8ml de solugéo, foram entéo
levados para centrifuga (Eppendorf 5702) com rotor swing-bucket, sem freio, por 30
minutos a 1500rpm. A utilizagdo da centrifuga com rotor mével e sem freio é
imprescindivel para este tipo de experimento, pois permite a separacdo da camada
de células mononucleares sem a contaminagao pelo gradiente ou pelos eritrécitos e

plaquetas. (Figura 14)

Figura 14 — Gradiente de densidade histopaque 1083

Durante a centrifugacao, os eritrécitos e os leucocitos granulécitos atravessam a
fase orgéanica, que consiste o gradiente de densidade Histopaque, e sedimentam no
fundo do tubo. A “nuvem” de células mononucleares encontra-se na interface entre
as duas solugdes e, as plaquetas e proteinas plasmaticas localizam-se na fase

aquosa (fase superior).



Observa-se um anel celular na interface entre as fases orgénica (Histopaque, fase
inferior) e aquosa (fase superior), onde estdo presentes as células mononucleares
(Figura 15). O anel de células mononucleares formado entre o meio de cultura e o
gradiente de densidade foi imediatamente e delicadamente colhido utilizando-se

uma pipeta Pasteur de vidro e colocado em um novo tubo falcon.

Figura 15 — Anel de células mononucleares separado pelo gradiente.

O gradiente de densidade Histopaque é extremamente téxico para as células, por
isso, quando as células mononucleares sao colhidas do tubo, é normal que esta
contenha também residuos deste gradiente. Logo, foi necessario centrifugar as
células por 10 minutos a 1200 rpm e em seguida adicionar uma solugédo salina
tamponada (Phosphate Buffer Solution - PBS 10%) para lavar o excesso de
gradiente. A lavagem foi repetida trés vezes para garantir a remogao completa de
qualquer vestigio de gradiente de densidade. A ultima etapa consistiu em retirar todo
excesso de PBS apds a ultima lavagem e ressuspender as células em 1ml de meio

de cultura.

3.3. QUANTIFICAGAO EM CAMARA DE NEUBAUER

A contagem das células mononucleares em camara de Neubauer, também
denominada de hemocitdmetro, € um método manual tradicional que permite estimar
0 numero de células por mililitro da suspensido. A camara de Neubauer é um tipo
especial de lamina de microscopio composta por duas camaras de contagens

separadas por uma depressao transversal.



Cada camara contém uma superficie espelhada quadriculada de dimensao 3x3 mm.
A regido quadriculada é dividida em nove quadrantes, cada qual de dimenséao
1x1 mm. Os quadrantes utilizados para a contagem sdo os quatro quadrantes
externos. (Figura 16) Quando cobertos, por uma laminula especifica da camara,
cada quadrante confere um volume de 0,1mm? ou 1x10 “ ml. A contagem total do
numero de células é realizada nos quatro quadrantes das duas camaras de
contagem. Foram feitas 3 contagens e a média do numero de células foi calculado.

O calculo para contagem das células é o seguinte:

} . Q= Fatot de Diluicao x 10¢ X Volume X Total de Celulas
mm
4

Q = 40 x10%x 1 x Numero Total de Células

4

Figura 16 — Quadrantes de contagem da camara de Neubauer.

A cémara de Neubauer (Figura 17) também foi utilizada para estimativa da
viabilidade celular, procedimento indispensavel em diferentes situagbes de
manipulagdo das células. Para a contagem foi estabelecida a diluicdo de 40 vezes
da amostra obtida. Logo, foram pipetados 10 ul da suspensao de 1ml de células e
adicionados 90 ul de PBS. Dessa mistura foram pipetados 10 ul e adicionados em
um novo microtubo contendo 10ul de azul de tripano. Novamente foram pipetados
10ul dessa amostra e colocados em um novo tubo contendo 10ul de solugao de
Turk. Foram retirados 10 ul dessa amostra e colocados na cadmara de Neubauer
para contagem no microscopio optico em aumento de 40X.

O corante azul de tripano é usado para anadlise de viabilidade celular, as células
mortas tém sua membrana celular danificada por isso incorporam o corante e
tornam-se azuis. As células que apresentaram coloragdo azul escuro foram

contadas como células mortas e as de coloragao clara foram contadas como vivas.



A estimativa da viabilidade é feita através do calculo: numero de células vivas

dividido pelo numero total de células contadas.
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Figura 17 — Céamara de Neubauer

3.4. CONGELAMENTO DAS CELULAS

Apoés a quantificagdo, as células foram centrifugadas a 1200 rpm por 10 minutos
para retirada do meio de cultura. O meio foi descartado e as células foram
suspensas em 950ul de soro fetal bovino (SFB - GIBCO) e 50ul de dimetilsulféxido
(DMSO), um agente criopreservante das membranas celulares. O congelamento das
células foi feito de modo gradual e progressivo para manter a integridade estrutural
das células. Primeiramente os criotubos foram colocados no freezer (-18°C) e
somente 24 horas depois os criotubos foram levados para o nitrogénio liquido (-

196°C). O nitrogénio liquido garante a integridade celular por até 15 anos.

3.5. DESCONGELAMENTO DAS CELULAS

Os criotubos contendo as células tronco mononucleares foram retirados do
nitrogénio liquido (-196°C) e levados ao freezer (-18°C) para um descongelamento
gradual até o momento do experimento. No fluxo laminar foram preparados dois
béqueres com agua limpa a 37°C. Em um béquer foi colocado um tubo contendo
meio de cultura (20% de soro fetal bovino inativado a temperatura de 56°C) e no
outro o criotubo contendo as células mononucleares. Todos os tubos foram
higienizados com alcool 70% antes de serem abertos. Para descongelar as células

sem promover danos, o meio de cultura com 20% de SFB foi adicionado lentamente



ao criotubo com as células. O conteudo foi homogeneizado e transferido para um
tubo falcon até completar o volume de 5ml. O tubo foi centrifugado a 1200rpm por 10
minutos para recuperagao das células e descarte do sobrenadante. As células foram

suspensas no volume necessario para cada experimento a serem submetidas.

3.6 CITOMETRIA DE FLUXO

A identificagcdo precisa das células tronco é possivel utilizando marcadores de
superficie que, em conjunto, refletem as caracteristicas bioldgicas e funcionais das
células de forma geral e permitem, por outro lado, a individualizagdo de um
determinado tipo celular. Esses marcadores sao chamados de anticorpos.

Para identificacdo dessas moléculas de superficie sdo empregadas outras moléculas
acopladas com substancias marcadoras (fluorocromos ou enzimas) que indicam, por

diferentes cores, a ocorréncia da molécula na superficie celular.

3.6.1 ANALISE QUANTITATIVA DAS CELULAS TRONCO MESENQUIMAIS E
HEMATOPOETICAS

Para deteccao das fracbes hematopoéticas e mesenquimais utilizamos os anticorpos
CD117 (c-Kit) e CD90.2 (Thy-1.2), acoplados respectivamente aos fluorocromos
FITC (cor verde) e PE (cor amarelo). O anticorpo CD117 € um marcador de células
tronco e o anticorpo CD90.2 é marcador de células tronco hematopoéticas e
mesenquimais que nos graficos de citometria de fluxo podem ser identificadas pelas

fragdes Low e High respectivamente.

3.6.2. MARCAGAO DAS CELULAS TRONCO

As células mononucleares foram previamente descongeladas e homogeneizadas em
500ul de solucdo de meio de cultura com 20% de soro fetal bovino inativado (SFB —
Invitrogen). Foi feita a recontagem das amostras e retirada uma aliquota de 50ul
para que obtivesse a concentracao final de 1x10° células/ml, que é necessaria para

marcag&o com os anticorpos.



A etapa seguinte foi toda realizada em ambiente com pouca luminosidade para
evitar a perda da fluorescéncia dos fluorocromos. Para cada animal foram usados 2
tubos de polipropileno, no primeiro tubo, que é o controle, foram adicionados nesta
ordem; 50 ul da suspensado de células, 50 ul de meio de cultura (20% SFB) para
completar um volume de 100ul e 5 ul de cada anticorpo isotipo 1gG2,-PE (do
anticorpo CD90.2) e 1gG,-FITC (do anticorpo CD117), totalizando 110ul para o tubo
controle.

No outro tubo foram adicionados 50 ul de células, 50 ul de meio de cultura (20%
SFB) para completar um volume de 100ul e 5 ul de cada anticorpo, CD117-FITC e
CD90.2-PE (BD- Becton & Dickinson), totalizando também um total de 110ul para o
tubo com marcacéo.

Os 2 tubos foram gentilmente vortexados e logo apds foram incubados na geladeira
(no escuro) por 20 minutos. Foram retirados da geladeira, e adicionados 2ml de PBS
para lavar o excesso de anticorpo. Os tubos foram centrifugados por 7 minutos a
1400rpm. O sobrenadante foi descartado e foram adicionados 400ul de solugao
fixadora MACS-FACS (BD) que agiu por 30 minutos na geladeira. Em seguida os
tubos foram levados ao citdmetro de fluxo FACSort (BD) para aquisicdo dos dados.

3.6.3. ANALISE DE DADOS DO CITOMETRO DE FLUXO

Os dados foram adquiridos e analisados pelo software CellQuest do citbmetro de
fluxo FACS (Nucleo de Doencas Infecciosas da UFES).

3.7. ENSAIO DO COMETA

A eletroforese alcalina em gel de unica célula (SCG — single cell gel) , conhecida
como ensaio do cometa é usada para investigar a genotoxicidade de produtos
quimicos industriais, biocidas, agroquimicos e farmacéuticos. Ostling e Johanson
desenvolveram a técnica em 1984 usando um pH neutro que limitava seus
experimentos (OSTLING & JOHANSON, 1984). Porém Singh em 1988 aprimorou a
técnica utilizando o pH >13 (basico) que aumenta a velocidade de migragao do DNA.
(TICE et al., 2000; SINGH et al., 1988). O principio basico do ensaio do cometa é a



migragdo da molécula de DNA em um gel de agarose em condi¢des de eletroforese.
Quando vista no microscopio, a célula tem a aparéncia de um cometa, com uma
cabeca (regido do nucleo) e uma cauda contendo fragmentos de DNA que migram
em diregcao ao polo positivo. Dentre os varios protocolos, o que apresentou melhor
resultado foi o de pH > 13, pois possibilita detectar no DNA quebras de fita simples e
dupla, sitios abasicos, crosslinks de DNA/DNA e DNA/Proteinas entre outros. O
ensaio do cometa pode ser aplicado em qualquer tipo de tecido desde que as
células tenham nucleo. Ratos e camundongos sao as espécies mais utilizadas neste
tipo de experimento. Os passos basicos do ensaio incluem preparagao das laminas
de microscopio embebidas em agarose, lise das membranas celulares para que haja
liberacdo do DNA, desenovelamento da fita de DNA, eletroforese, neutralizacao,
marcagao do DNA e analise. Todos os reagentes utilizados no experimento foram
preparados frescos e todo procedimento foi realizado em ambiente com pouca luz
para evitar danos ao DNA das células, uma vez que estes estavam expostos e

sujeitos a agao de enzimas.

3.7.1. PREPARAGAO DAS LAMINAS

Foram utilizadas laminas convencionais de microscopio com a ponta fosca para
identificacdo. Antes de comecgar o experimento as laminas foram higienizadas com
alcool 70% e secas com um papel macio. A agarose Normal Melting (NMA - GIBCO)
foi preparada na concentracdo de 1,5% em PBS e colocada sobre a lamina com
auxilio de uma pipeta de 1ml (Figura 18). As laminas cobertas com agarose foram
levadas a geladeira para secar por até 24 horas. Apds a secagem das laminas foram
colocadas sobre elas uma mistura de células (5ul) com a agarose especial (75ul), de
baixo ponto de fusdo - Low Melting Point (LMP- GIBCO, 0,5%) preparada
cuidadosamente em banho-maria (37°C). Por fim, foram colocadas as laminulas e as

laminas foram mantidas em geladeira para secagem (4°C).

Figura 18 — Preparacao da lamina com banho de agarose



3.7.2. LISE (ROMPIMENTO) DAS MEMBRANAS CELULARES

Apds a solidificagdo da agarose em geladeira, as laminulas foram gentiimente
retiradas e as laminas foram colocadas em uma cuba vertical (Figura 19) contendo
solucdo de lise (100mM de EDTA, 2,5M de cloreto de sodio e 10mM de Tris-base /
1% de Triton e 10% de DMSO adicionados na hora do uso, pH 10), que tem como
objetivo lisar as membranas plasmaticas e nucleares das células, expondo o DNA.

A cuba foi mantida na geladeira por, no minimo, 1 hora. A solugao de lise foi mantida
gelada desde o inicio do procedimento para evitar o descolamento do gel de

agarose nas laminas.

Figura 19 — Laminas em solugao de lise

3.7.3. DESENOVELAMENTO DO DNA

Apoés a etapa de lise as laminas foram transferidas para a cuba de eletroforese
horizontal contendo solugao tampao de eletroforese (1mM de EDTA e 300mM de
hidroxido de sédio, pH >13), por 20 minutos, em ambiente escuro, com o objetivo de

descondensar a molécula de DNA antes de ser submetida a corrida.
3.7.4. ELETROFORESE
Apo6s o desenrolamento das fitas de DNA, a cuba foi ligada e a eletroforese (Figura

20) transcorreu a 25V e 300mA, por um periodo de 25 minutos a baixa temperatura

e protegida da luz.



Figura 20 — Eletroforese das laminas em cuba vertical

3.7.5. NEUTRALIZAGAO

Apds a eletroforese, as laminas foram retiradas da cuba e colocadas em um
recipiente contendo solugdo de neutralizagao (Tris-base pH 7,5) por 5 minutos. Ao
fim dos 5 minutos as ldminas foram transferidas para outro recipiente contendo agua
destilada por 5 minutos, a dgua é necessaria para retirada do excesso de solugao de

neutralizacao. Este procedimento foi repetido trés vezes.

3.7.6. SECAGEM DAS LAMINAS

As laminas foram colocadas para secar por 2 horas na estufa a 37°C ou overnight.
No dia seguinte foram fixadas com metanol por 2 minutos para serem coradas com

brometo de etidio e analisadas em microscopio de fluorescéncia.

3.7.7. COLORAGAO COM BROMETO DE ETiDEO

Em cada lamina foram adicionados 70ul de Brometo de Etidio a 2ug/ml, cobertas
com laminulas. As laminas coradas foram armazenadas em um recipiente resfriado
e protegido da luz e levadas imediatamente para analise em Microscopio de

Fluorescéncia (Microscopio do Nucleo de Doencgas Infecciosas - NDI da UFES).



3.7.8. ANALISE EM MICROSCOPIO DE FLUORESCENCIA

No microscopio de fluorescéncia foram contadas aleatoriamente, em um campo pré-
estabelecido, 100 células por cada lamina, sendo que foram montadas, para cada
animal duas laminas.

A contagem das células com danos no DNA foi feita de maneira qualitativa
observando-se o tamanho da cauda do cometa. Os danos no DNA sao classificados

por cinco niveis de fragmentacdo de DNA: 0, 1, 2, 3 e 4.

Sendo:

Nivel 0 — Sem fragmentagao de DNA

Nivel 1 — Nivel baixo de fragmentacgao

Nivel 2 — Nivel de fragmentagdo moderado

Nivel 3 — Nivel alto de fragmentacdo de DNA

Nivel 4 — Severo / Apoptose

A leitura das laminas foi feita de maneira cega, foram feitas médias do percentual

calculado para cada nivel de fragmentacao.

A figura 21 mostra a classificacdo dos danos em 5 niveis de fragmentagéao:

Nivel 0 Nivel 1 Nivel 2

Nivel 3 Nivel 4

Figura 21 — Fotomicrografias tipicas dos niveis de fragmentacdo do DNA. (Comet

Assay — india)



3.8 ANALISE DA SENESCENCIA E DA LESAO ATEROSCLEROTICA

A analise da senescéncia dos arcos aorticos dos camundongos 57 e ApoE-KO foi
feita anteriormente em experimentos do laboratério. Para isso foi retirada a aorta dos
animais aterosclerdticos e C57 para analise da senescéncia. O arco adrtico foi
aberto longitudinalmente a fim de expor a camada intima do vaso, permitindo o
contato com a solugao X-gal (NaCl 150mM, MgCl, 2mM, K3z 5mM, K; 5mM, acido
citrico 40mM, Na;HPO4 12mM e 1mg/ml de X-gal), o qual cora os arcos senescentes
com a cor azul. Os arcos foram incubados na solugdo de X-gal e colocados na
estufa a 37°C por aproximadamente 18 horas e em seguida lavados duas vezes em
PBS. As fotos foram capturadas utilizando camera digital Cannon Rebel XTI 10.1
megapixels. Apos o protocolo de senescéncia as amostras foram coradas com Oil-
red para analise de lipidios na parede dos arcos e novas imagens foram capturadas

com a camera digital.

3.9 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos com média £+ EPM. Para analise estatistica, foi usado o
teste ANOVA de 2 vias, seguido do post hoc de Fisher, com * p < 0,05.



RESULTADOS



4. RESULTADOS
4.1. QUANTIFICAGAO DAS CELULAS MONONUCLEARES EM CAMARA DE
NEUBAUER

As células mononucleares isoladas da medula d&ssea dos camundongos
ateroscleroticos e C57 foram contadas na cadmara de Neubauer. O grupo de animais
ateroscleréticos de 18 meses de idade apresentou um numero maior de células
(2,39x10/ML = 0,13), quando comparados com a contagem das células dos animais
controle (1,75 x10’/ML % 0,11) e ateroscleréticos (1,77 x10’/ML + 0,17) de 2 meses.
O numero de células mononucleares nao variou significativamente nos demais
grupos. Os animais ateroscleréticos e C57 de 6 meses apresentaram 1,99 + 0,25 e
2,32 + 0,20 x 10" células/ML, enquanto o grupo C57 de 18 meses de idade tinha
2,14 + 0,17 x10” células/ML. Os dados estdo plotados na figura 22.
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Figura 22 — Contagem das células mononucleares extraidas da medula 6ssea dos
grupos C57 e ApoE-KO, nas diferentes idades estudadas. Dados apresentados

como médiatepm. *p< 0,05 quando comparado aos animais com 2 meses de idade.



4.2. ANALISE DO PESO

O peso corporeo foi relacionado com as idades estudadas nos 2 grupos. Os valores
das médias encontradas no grupo C57 de 2, 6 e 18 meses de idade foram 22,42 +
0,65, 33,0 £ 0,44, 38,70 £ 0,93 respectivamente. As médias do grupo aterosclerético
nas mesmas idades foram 24,5 + 0,99, 32,08 + 0,76, 34,9 £+ 0,89. Os dados
mostraram que ha um aumento normal do peso com o aumento da idade em ambos
os grupos. Entretanto, ndo ha diferenca de peso entre o grupo C57 e ApoE-KO. Os

valores estao representados na Figura 23.
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Figura 23 — Grafico que mostra a relagdo do peso com as diferentes idades nos

grupos C57 e ApoE-KO.



4.3. ANALISE DO NUMERO DE CELULAS PELO PESO

Nao ha diferenca entre o numero de células mononucleares de medula dssea e o

peso dos animais em diferentes idades. Portanto, o peso nao influencia no niumero

de células. Os valores das médias dos pesos e do numero de células contadas ja

foram citadas anteriormente. A Figura 24 representa esta comparagéo.
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Figura 24 — O grafico mostra a correlagao entre numero de células mononucleares

da medula éssea e peso nas diferentes idades. Verificamos baixa correlagdo entre

peso e numero de células, fato comprovado pelo baixo valor do coeficiente de

correlacao (R).



4.4. ANALISE DA VIABILIDADE CELULAR

A analise da viabilidade celular foi feita pelo método de exclusdo do corante azul de
tripano. As células vivas e mortas foram contadas e foi calculado o percentual de
viabilidade. Todas as células mononucleares apresentaram viabilidade superior a
95%. Os animais ApoE-KO de 2, 6 e 18 meses de idade tinham 95.2 + 1,28; 97.4 +
0,56; 97.9 £ 0,72 % de células viaveis. O grupo C57 com as mesmas idades
apresentou viabilidade de 95.4 + 0,87; 95.9 + 0,62; 96.1 + 0,56 % de viabilidade. O
percentual de viabilidade das células dos dois grupos est&o representadas na Figura
25 abaixo.
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Figura 25 — Grafico representativo da viabilidade das células mononucleares dos

grupos ateroscleroticos e C57 em diferentes idades.



4.5. QUANTIFICAGAO DAS CELULAS TRONCO PELA CITOMETRIA DE FLUXO

A analise das células de medula éssea foi feita através de marcadores de superficie
especificos para células tronco hematopoéticas e mesenquimais, os anticorpos
CD117-FITC e CD90.2-PE (BD) acoplados com seus respectivos fluorocromos. A
populacado de células marcadas positivamente com o anticorpo CD90.2 foi separada
em dois quadrantes R2 e R3. O quadrante R2 representa a populagao de células
tronco marcadas pelo anticorpo CD90.2,,, Ou seja, as células tronco
hematopoéticas, enquanto o quadrante R3 representa as células marcadas pelo
CD90.2hign, Ou seja, as celulas tronco mesenquimais. A Figura 26 mostra os graficos

tipicos obtidos das analises de citometria.

Grupo C57
2 meses 6 meses 18 meses

CD90.2 PE

CD117 FITC

Grupo Aterosclerdtico

2 meses 8 meses 18 meses

CD90.2 PE

CD117 FITC

Figura 26 - Graficos tipicos utilizados na citometria de fluxo das células dos animais
C57 (superior) e ateroscleréticos (inferior) para obtencdo do percentual de células
tronco hematopoéticas (CD90.2,,w — R2) e mesenquimais (CD90.2hgh- R3).



4.5.1 ANALISE DO PERCENTUAL DE CELULAS TRONCO HEMATOPOETICAS

Os dados preliminares da quantificacdo da populagdo de células tronco
hematopoéticas (CD90.2,,, positivas, quadrante R2) pela citometria de fluxo
revelaram que a aterosclerose provoca um aumento no numero de células tronco
hematopoéticas da medula 6éssea quando comparados com 0s animais controle. A
analise das células tronco pela citometria de fluxo mostrou que o grupo de animais
aterosclerodticos de 2 meses de idade (9,05%) apresentou aumento do numero de
células tronco hematopoéticas quando comparados com os animais C57 de mesma
idade (0,45%). Isso mostra que os animais ateroscleroticos aos 2 meses de idade
tém aproximadamente 20 vezes mais células tronco hematopoéticas que o grupo
controle. A analise nos animais de 6 meses de idade ndo mostrou diferengca no
numero de células tronco hematopoéticas entre os grupos ApoE-KO (3,37%) e C57
(3,30%). Entretanto € importante ressaltar que comparado com a populagdo de
células tronco hematopoéticas do grupo aterosclerdtico de 2 meses de idade
(9,05%) a populagao do grupo aterosclerético de 6 meses de idade (3,37%) sofreu
uma queda de aproximadamente 3 vezes do numero de células. A analise da
populacdo de células tronco hematopoéticas pela citometria de fluxo mostrou um
aumento nos animais ateroscleréticos de 18 meses de idade (12,33%) quando
comparadas com o grupo C57 de mesma idade (7,02%). Portanto, os animais
ateroscleréticos de 18 meses de idade tém aproximadamente o dobro de células
tronco hematopoéticas que um camundongo saudavel idoso. Também €& importante
lembrar que os animais ateroscleréticos de 18 meses de idade apresentaram um
aumento do numero de CTH (12,33%) comparado com o grupo aterosclerético de 6
meses de idade (3,37%), ou seja, o avanco da idade quadruplicou a populagédo de
CTH no grupo ateroscleratico. A Figura 27 superior mostra a variagdo da populagéo
de CTH nos grupos C57 e ateroscleroticos nas diferentes idades e a inferior mostra

a relagao populagcédo de CTH do grupo aterosclerético por C57.
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Figura 27 — Superior: Grafico da Variagdo da populagdo de CTH nos grupos
ateroscleroticos e C57 em diferentes idades. |Inferior: Grafico da relacdo entre

populacdo de CTH do grupo aterosclerético pelo grupo C57, mostra quantas vezes

aumentou o numero de CTH.



4.5.2 ANALISE DO PERCENTUAL DE CELULAS TRONCO MESENQUIMAIS

A analise da populacdo de células tronco mesenquimais revelou uma queda no

tamanho da populagdo de células dos animais C57 de 2, 6 e 18 meses de idade:

0.51, 0.39 e 0.13% respectivamente. Portanto a senescéncia provocou uma queda

na populacdo de CTM na medula 6ssea dos animais controle. Entretanto, nos

animais ateroscleréticos a populacédo de CTM variou conforme a idade dos animais,

ou seja, o grupo aterosclerético de 2 meses tinha 0.67%, aos 6 meses

apresentavam apenas 0,11% e aos 18 meses 0,40% de CTM na medula éssea. Os

valores estao plotados na Figura 28.
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Figura 28 — Grafico do numero de células tronco mesenquimais dos grupos C57 e

ateroscleréticos em diferentes idades.



Os animais ateroscleréticos de 2 meses de idade tinham 1,31 vezes mais células
tronco mesenquimais que o grupo controle de mesma idade. Entretanto aos 6 meses
de idade houve uma queda de 0,28 vezes na populacdo de células tronco
mesenquimais do grupo aterosclerético quando comparados com os animais C57 de
mesma idade. Ja aos 18 meses de idade os animais ateroscleroticos aumentaram
em 3,07 vezes a porcentagem de células tronco mesenquimais quando comparado

com o grupo C57. Os dados da relagao entre populagdo de CTM de ApoE/C57 estéao

na Figura 29.
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Figura 29 — Grafico da relacdo Numero de Células tronco mesenquimais dos animais
ApoE-KO pelos C57, a qual representa de quantas vezes foi o aumento ou

diminui¢cdo do numero de células.



4.6. ANALISE DA FRAGMENTAGAO DO DNA — ENSAIO DO COMETA

O ensaio do cometa que visa avaliar os niveis de fragmentagdo do DNA encontrados
nas mononucleares de medula 6ssea sao classificados segundo uma escala de

dano de 0 a 4 onde:

Nivel 0 — DNA intacto

Nivel 1 — fragmentacao leve
Nivel 2 — fragmentagdo moderada
Nivel 3 — fragmentacéao alta

Nivel 4 — fragmentacgao severa ou apoptose

A Figura 30 mostra fotos tipicas obtidas no microscopio de fluorescéncia na analise
dos cometas formados pelas células mononucleares de medula 6ssea dos

camundongos.

Level 0 Level 1 Level 2

Figura 30 — Escala dos niveis de fragmentagdao de DNA.



4.6.1 FRAGMENTAGAO DO DNA NOS GRUPOS APOE-KO E C57

De acordo com a escala de fragmentacdo do DNA, o ensaio do cometa realizado
nas células tronco dos animais controles (C57) revelou principalmente indices de
fragmentacdo leve a moderado. Ja os animais aterosclerdticos apresentaram
visivelmente um aumento da fragmentagdo do DNA com o tempo e a progressao da
placa aterosclerética. Nestes, foram encontrados principalmente niveis altos e

severos de fragmentacéo.

4.6.1.1 GRUPO C57

De acordo com a escala de fragmentacdo do DNA, o ensaio do cometa realizado
nas células tronco dos animais controles (C57) detectou nivel leve a moderado de
fragmentacado do DNA, em todo seu desenvolvimento, fases jovem, adulta e idoso, e
até mesmo durante a senescéncia.

Nos animais de 2 meses de idade, que se encontravam na fase jovem, foram
encontrados niveis de fragmentagao 2 e 3 (44 e 32%). Aos 6 meses de idade, fase
adulta, foram encontrados principalmente niveis 1 e 2 de fragmentagéo
(aproximadamente 28 e 33% respectivamente). Ja nos animais de 18 meses de
idade foram encontrados principalmente niveis 1 e 2 de fragmentacao (48 e 24%).

Os dados estao expressos na tabela 2.

Tabela 2 — Niveis de fragmentagao encontrados no grupo C57

Ensaio do Cometa no Grupo C57

Niveis 0 (sem dano) 1 (leve) 2 (moderado) 3 (alto) 4 (severo)
Jovem 10% 12% 44% 32% 2%
Adulto 15,5% 28% 33% 19,5% 4%

Idoso 22% 48% 24% 6% 0%




4.6.1.2 Grupo ApoE-KO

Ja os animais ateroscleréticos apresentaram visivelmente um aumento da
fragmentacao do DNA com o tempo e a progressao da placa aterosclerética.

Aos 2 meses de idade foram encontrados niveis 1 e 2 de fragmentagao (41% e 39%
aproximadamente). Com 6 meses de idade os animais apresentaram niveis 2 e 3 de
fragmentacao (42,6% e 30% aproximadamente). Finalmente aos 18 meses de idade
estes animais ja apresentavam niveis de fragmentacdo 3 e 4 (31 e 34%

aproximadamente). Os dados estdo expressos na tabela 3.

Tabela 3 - Niveis de fragmentacédo encontrados no grupo C57

Ensaio do Cometa no Grupo ApoE - KO

Niveis 0 (sem dano) 1 (leve) 2 (moderado) 3 (alto) 4 (severo)
Jovem 4% 41% 39% 14% 2%
Adulto 0 % 3,33% 42,6% 30% 24%

Idoso 7% 9% 31% 34% 19%




4.7. AVALIAGAO QUALITATIVA DA SENESCENCIA E DA PLACA
ATEROSCLEROTICA

Dados do nosso Laboratério demonstraram a presenca de senescéncia celular nas
aortas dos camundongos de 2, 6 e 18 meses de idade. O aumento da area de placa
aterosclerdtica foi associado ao aumento da senescéncia celular nos animais
ateroscleroticos. A analise dos animais C57 ndo revelou a presenga de senescéncia
com o aumento da idade. As imagens que revelam a senescéncia correlacionada
com a placa aterosclerética nas aortas dos animais estado representadas na Figura
31.
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Figura 31 — Fotos representativas de senescéncia vascular e lesdo aterosclerotica.
(Lis Louro e Thiago Pereira — LTCC)
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5. DISCUSSAO

As células tronco diferem das demais células do organismo por apresentarem
caracteristicas especiais que as tornam uUnicas como, por exemplo, sao
indiferenciadas e ndo especializadas, podem se multiplicar por longos periodos
mantendo-se indiferenciadas e, também, se diferenciar em células especializadas
quando necessario. Apesar de possuirem todas essas propriedades as células
tronco, assim como as demais células do organismo, sofrem modificagbes durante o
periodo de senescéncia. Além disso, as doengas cardiovasculares modificam o
comportamento quiescente dessas células alterando seu padrdo de mobilizagédo e
diferenciagdo. (ZAGO & COVAS, 2006) Entretanto, poucos estudos mostram como
as células tronco se comportam na medula éssea durante esses dois eventos:

senescéncia e aterosclerose.

As células tronco hematopoéticas e mesenquimais sdo essenciais para o reparo e
regeneragao de tecidos danificados durante processos patoldgicos ou lesdes. Essas
células tém capacidade de gerar novos vasos, tecidos, células endoteliais entre
outros tipos de células. Portanto, seu potencial terapéutico é indiscutivel tornando
essas células referéncia absoluta no campo de estudos da medicina moderna. Nao
obstante sua relevancia em ensaios clinicos, um grande numero de questdes ainda
demanda investigag&o cientifica sobre como essas células se comportam diante de

uma doenga como a aterosclerose.

Nossos resultados mostraram um aumento do numero de células mononucleares da
medula 6ssea apenas nos animais ateroscleréticos de 18 meses de idade quando
comparados com os grupos C57 e ApoE de 2 meses de idade. Isso acontece, pois
na contagem das células mononucleares temos células indiferenciadas de todas as
linhagens, hematopoéticas, mesenquimais e progenitoras endoteliais. Portanto, o
animal aterosclerético de 18 meses de idade tem um aumento tdo grande da
populagdo de alguma dessas linhagens que fica evidente até na contagem da
camara de Neubauer. Foi comprovado posteriormente pela citometria de fluxo que
esta linhagem aumentada corresponde a linhagem das CTH, o qual sera discutido

adiante.



Foi analisado também a influencia do aumento do peso, com o avancgar das idades,
sobre o numero de células mononucleares de medula 6ssea. Nossos dados
mostraram que o ganho de peso néao é diferente entre os grupos C57 e ApoE e que,
além disso, 0 peso néao interfere no numero de células mononucleares na medula

ossea nestes animais.

Avaliamos também a viabilidade celular que é um parédmetro muito importante e
deve ser considerado um quesito importante antes do estudo das células tronco. A
analise da viabilidade das células mononucleares isoladas foi considerada 6tima,
>95%, e dentro dos parametros seguros para analise das células.

Em nosso estudo observamos um aumento do numero de células tronco
hematopoéticas, quantificadas pelo citdmetro de fluxo, no grupo dos camundongos
aterosclerdticos de 2 meses de idade quando comparados com o controle C57 de
idade correspondente. A comparagao intra-grupo aterosclerético também mostrou
aumento de 2 para 6 meses de idade nos ateroscleroticos. Este aumento ocorreu
provavelmente porque a medula éssea dos animais ateroscleroéticos se prepara para
o futuro recrutamento de células indiferenciadas, como por exemplo, as células
tronco, e diferenciadas, como por exemplo, os mondécitos, para o local de inflamacao

da placa aterosclerdtica.

Aos 2 meses de idade, os camundongos ApoE-KO ja estdo na fase inicial de
desenvolvimento da placa aterosclerética. Portanto, nessa fase o endotélio
disfuncional induz o recrutamento de mondcitos e linfécitos T para o local de leséo
através das moléculas de adesao presentes na superficie do vaso. (NAKASHIMA et
al., 1994). Portanto, nesta fase a medula 6ssea recebe sinais que indicam a
necessidade de divisdo simétrica. Ou seja, a produgdo de células tronco
hematopoéticas aumenta para que estas mais tarde, sejam direcionadas para fora
da medula, pois havera um aumento da demanda de células para o local de lesao.

Além das divisbes simétricas a medula comega também a se dividir
assimetricamente para produzir células especializadas como monocitos e linfocitos T

gue aos 2 meses ja sao recrutadas pelo endotélio vascular.



Entretanto, os mecanismos que regulam o destino das células-tronco
hematopoéticas ainda sdo mal compreendidos. A diferenciacdo envolve nao so6 a
saida de um estado ndao comprometido como a opgdo por uma rota de
desenvolvimento particular. Ainda ndo é completamente compreendido se estes
processos sado controlados independentemente nos mamiferos. No entanto, parece
claro que o destino da célula tronco esta sob controle de fatores intrinsecos e
extrinsecos. (ZAGO & COVAS, 2006)

Aos 6 meses de idade, nos camundongos ApoE-KO, a placa aterosclerdtica ja se
encontra na fase intermediaria, ou seja, ha presenca de células espumosas, células
musculares lisas e muitas células inflamatérias. Durante esta fase, observamos que

0 numero de células tronco hematopoéticas na medula éssea diminuiu.

Sendo a medula 6ssea o local de produgdao das células tronco, ela recebe
continuamente sinais que indicam a necessidade de produzir células especializadas
€ por isso € necessario que elas passem por divisdo assimétrica. (ZAGO & COVAS,
2006)

E provavel que devido a esse mecanismo a populagdo de células tronco
hematopoéticas na medula éssea sofre uma queda. Ora, aos 6 meses de idade, a
medula 6ssea do animal aterosclerotico precisa fazer divisdo assimétrica, ou seja, a
necessidade no momento é a de células especializadas, como por exemplo,
monaocitos. Neste estagio, a placa aterosclerética atrai cada vez mais linfocitos e
mondcitos. Além disso, a medula 6ssea precisa manter um pool de células tronco

indiferenciadas, ou seja, também faz divisdo simétrica.

Normalmente, a maior parte das células tronco hematopoéticas esta em estado de
quiescéncia e funciona como uma populacdo reserva de células que protege o
sistema hematopoético da exaustdo quando estdo sob condi¢des de estresse,
permitindo que exista sempre um pool reserva de células a espera de ser recrutado
(WANG et al., 2006) Entretanto, com a progressao da placa aterosclerética, essas
células tronco indiferenciadas que sdo produzidas na tentativa de balancear a

producdo vs demanda, também recebem sinais para se direcionarem para a placa.



Provavelmente sdo por esses motivos que o numero de células tronco na medula

Ossea cai aos 6 meses de idade nos camundongos ateroscleraticos.

Aos 18 meses de idade a placa aterosclerética ja se encontra estavel, ao contrario
do que acontece nos humanos, nesta fase a placa contém um numero bem menor
de células inflamatdrias e logo atrai uma quantidade bem menor de células. Devido a
esse processo a medula éssea, que necessita manter um pool de células tronco e
progenitoras reserva, pode se recuperar dividindo simetricamente e aumentando o

numero de células tronco.

Nossos resultados mostraram um aumento no numero de células tronco
hematopoéticas na medula 6ssea dos animais ateroscleréticos de 18 meses de
idade. Estudos mostraram que a capacidade proliferativa das células tronco
hematopoéticas de animais idosos é maior que a de animais jovens. (ZAGO &
COVAS, 2006) Portanto, além da capacidade proliferativa aumentada das células
desses animais, a medula éssea desses animais que antes sofreu com a
despopulagdo devido a grande demanda de células para a placa aterosclerdtica,
precisa mais do que nunca de mitose simétrica para repopular o seu pool reserva de

células tronco.

O envelhecimento causa mudangas nos organismos em todos os niveis de
organizagao bioldgica, especialmente limitando ao maximo as fungdes e diminuindo
a homeostase. (BARJA, 2002)

Estudos indicam que a senescéncia altera a fung&o das células tronco, entretanto o
numero ndao é afetado, muito pelo contrario, estudos mostram que em algumas
linhagens de camundongos o numero de células aumenta com o envelhecimento.
(SHARPLESS & DEPINHO, 2007)

Nossos resultados também mostraram que com o avangar da idade, na medula
06ssea do camundongo C57 ocorre um aumento progressivo da populagao de células
tronco hematopoéticas indicando que a senescéncia afeta o numero de células

tronco hematopoéticas da medula Gssea.



Entretanto devido ao estado normal de quiescéncia das células tronco
hematopoéticas e de sua capacidade de auto-renovagao, ndo era de se esperar
grandes flutuagdes no pool de células tronco na medula 6ssea. (HAAN & ZANT,
1999)

Estudos mostram que o efeito do envelhecimento sobre as células tronco é
linhagem-especifica. A linhagem de camundongos C57, utilizada em nosso
experimento, € uma das linhagens que apresentam aumento do numero de células
tronco com o envelhecimento. (HAAN & ZANT, 1999)

Ja foi demonstrado que a capacidade proliferativa das células de animais idosos é
maior que a de animais jovens. Uma possivel explicagdo para essa informacéao e
para os resultados encontrados em nosso experimento esta em um estudo que
mostrou que a senescéncia provoca uma alteragcdo nos genes envolvidos na
reqgulacédo do ciclo celular, o que acaba provocando o aumento da divisdo das
células tronco em animais idosos. (SUDO et al., 2000; LIU & FINKEL, 2006).

Este estudo corrobora nossos dados, pois os camundongos C57 aumentaram
progressivamente o numero de células tronco hematopoéticas com o aumento da
idade. Os camundongos de 18 meses de idade foram os que apresentaram o maior

numero de células.

Entretanto também ha estudos como o de Kenyon e Gerson que mostraram que
durante o envelhecimento o organismo tenta manter um balango entre proliferagcéo
celular e manutencao dos tecidos. Porém devido a senescéncia, doencas e perda
progressiva de partes das estruturas teloméricas, ocorre uma diminuigdo da
capacidade de proliferacdo das células tronco hematopoéticas. (KENYON &
GERSON, 2007).

Enquanto o numero de células tronco hematopoéticas dos animais C57 aumenta
com a senescéncia, observamos em nossa analise de citometria de fluxo que ha

uma reducao na populacao de células tronco mesenquimais.



Varios estudos mostram que as células tronco mesenquimais, quando cultivadas in
vitro mostram sinais de senescéncia apds algumas passagens. Bonab em 2006
descreveu em seus experimentos com cultura de células tronco mesenquimais o
comportamento dessas células quando atingiram o estagio de senescéncia. Ele
observou que as células tronco mesenquimais perdem a capacidade proliferativa,
perdem a capacidade de diferenciacao e, portanto ocorre uma queda no numero de
colonias de células. (BONAB et al., 2000).

Enquanto a maioria dos trabalhos encontra diminuicdo da capacidade proliferativa
das células tronco mesenquimais em senescéncia (METS & VERDONK, 1981,
BAXTER et al., 2004; MURAGLIA et al., 2000), poucos nédo encontram diferenga
nenhuma (OREFFO et al, 1998).

Nossos resultados mostraram que a populacédo de células tronco mesenquimais do
grupo C57 sofreu uma queda. Entretanto, na analise da senescéncia celular pela
enzima beta-galactosidade, os animais C57 nao apresentaram senescéncia. Feher e
colaboradores observaram esse mesmo padrdao em seu estudo de senescéncia de
células tronco mesenquimais. Eles notaram que os camundongos C57 apesar de
apresentarem diminuicdo da capacidade proliferativa, nao apresentaram
senescéncia pelo marcador beta-galactosidase. (FEHRER et al., 2006).

Tokalov e colaboradores também avaliaram o numero e a capacidade de
diferenciagao das células tronco mesenquimais in vitro de ratos com 2 e 48 semanas
de vida. Eles observaram que as células tronco mesenquimais provenientes dos
animais idosos tinham capacidade de diferenciacdo e numero de colénias de células
reduzida. Em seu estudo ele revela a importancia da oxidagdo do DNA dessas

células para que isso ocorra. (TOKALOV et al., 2007).

Os mecanismos moleculares que provocam a senescéncia ainda nao sao
conhecidos. Um dos mecanismos envolve a geracdo de danos no DNA pelos
radicais livres. Observamos, portanto que nossos animais C57 apesar de perderem
a capacidade proliferativa das células tronco mesenquimais, ndo tém senescéncia
celular, ou seja, as células presentes na medula 6ssea nao sofrem agao dos radicais
livres. A medula é conhecida por ser um ambiente com baixa tensdo de oxigénio,

logo a produgéo de radicais livres local é baixissima. Portanto, a senescéncia das



células tronco mesenquimais na medula éssea se revela apenas com a queda do
potencial de replicagao. (WAGNER et al., 2008; PICCOLI et al., 2005).

Conforme ja discutido anteriormente, nos camundongos ateroscleréticos o numero
de células tronco hematopoéticas na medula éssea varia conforme a placa
aterosclerotica evolui. Assim como as células tronco hematopoéticas seguem esse
comportamento as mesenquimais também apresentam o mesmo padrdo. Aos 2
meses de idade, nos animais ateroscleréticos, a populacdo de células tronco
mesenquimais na medula o6ssea também esta aumentada. Provavelmente pelo
mesmo motivo que o numero de ceélulas tronco hematopoéticas aumenta, ou seja,
nesta idade a medula 6ssea desses animais se prepara para o recrutamento de
células tronco e células especializadas, por isso, ela faz divisdo simétrica,
aumentando o pool de células tronco mesenquimais e hematopoéticas que serao

recrutadas para o local de lesédo aterosclerética.

Logo, aos 6 meses de idade, o numero de células tronco mesenquimais também cai,
assim como verificado com relagdo ao numero de células tronco hematopoéticas
nesta idade. Durante esta fase, a placa aterosclerdtica ja recruta muitas células
especializadas, como por exemplo mondcitos para o local de lesdo, € por esse
motivo que a medula 6ssea precisa fazer divisdo assimétrica. Além disso, células
tronco mesenquimais e hematopoéticas sao direcionadas para o local de lesédo a fim

de reparar o vaso lesado, por isso estas populagdes de células diminuem nesta fase.

Ao contrario do que ocorre em humanos, no camundongo ApoE-KO a placa
aterosclerdtica se estabiliza, ou seja, ndo evolui e ndo se rompe, em condigdes
normais. Portanto, nos animais ApoE-KO de 18 meses de idade a placa esta
estabilizada, logo a placa estavel nao contém muitas células inflamatérias e ja n&o
recruta tantas células para o local da lesdo. Neste estagio, a medula 6ssea dos
animais ateroscleréticos de 18 meses pode recuperar seu pool de células tronco
através da divisdo simétrica, aumentando portanto, o numero de células tronco

mesenquimais e como ja observamos também de células tronco hematopoéticas.



O ensaio do cometa é uma técnica rapida e sensivel de quantificagcdo de lesbes e
deteccao de efeitos de reparo no DNA em células individuais de eucariotos. O
ensaio tem sido amplamente utilizado na genética médica, genética toxicoldgica,
ecotoxicoldégica, em diagnosticos e tratamentos médicos, biomonitoramento

ambiental, nutricdo e outras aplicagdes.

Alguns estudos tém relacionado as doengas cardiovasculares com o estresse
oxidativo e aparecimento de danos no DNA das células presentes nas placas
ateroscleroticas dos individuos portadores dessas doengas. Entretanto, nenhum
trabalho avaliou os danos oxidativos causados pela aterosclerose no DNA das
células mononucleares de medula Ossea. Portanto em nossa andlise de
genotoxicidade nas células mononucleares de medula éssea observamos um
aumento progressivo de fragmentagdo do DNA concomitante com a progresséo da
placa aterosclerdtica.

Muitos trabalhos ja relacionaram estresse oxidativo com aterosclerose, porém todos
mostram fragmentacdo de DNA ou na placa aterosclerética ou em linfécitos do
sangue periférico, mas nenhum mostra a influéncia da aterosclerose nas células de

medula 6ssea.

Em 2001, Botto e colaboradores publicaram um estudo clinico que correlacionou a
presenca de fragmentos de DNA nos linfécitos de sangue periférico de pacientes
com doenga arterial coronariana utilizando o teste do micronucleo. (BOTTO et
al.,2001)

Andreassi em 2003 e Mahmoudi em 2006 também mostraram em seus estudos que
danos ao DNA estavam presentes tanto nos linfécitos da circulagdo sanguinea
quanto nas proprias placas aterosclerdticas de pacientes com doenga arterial
coronariana. Estes pacientes tinham quantidades elevadas de micronucleos, ou
seja, alta fragmentacdo de DNA, quando comparados com individuos sadios. Seus
resultados foram associados ao aumento do estresse oxidativo na aterosclerose.
(ANDREASSI, 2003; MAHMOUDI et al., 2006)



Folkmann e Colaboradores, estudaram a influéncia da idade e da placa
aterosclerotica na oxidagdo do DNA em camundongos ApoE-KO e avaliaram as
células de aorta, figado e pulméo, encontrando niveis aumentados de oxidagéo
somente no figado desses animais. (FOLKMANN et al., 2007)

Ainda ha também muita controvérsia neste aspecto, muitos trabalhos mostram que a
acao dos radicais livres varia conforme o tecido, ou seja, sua acao é tecido-
especifica. Sabe-se que aproximadamente 2 x 10* danos no DNA ocorrem em cada
célula por dia, a maioria via espécies reativas de oxigénio (ROS). Nas doencas
cardiovasculares a producédo de radicais livre aumenta mais ainda. (ANDREASSI,
2003; MAHMOUDI et al., 2006)

Quando os mecanismos de reparo e o sistema antioxidante do organismo estédo
comprometidos ocorre o estresse oxidativo que culmina com dano ao DNA das
células, senescéncia e morte celular. (MAHMOUDI et al., 2006).

Os radicais livres sdo produzidos no local da placa aterosclerética. A principal fonte
de radicais livres, na aterosclerose € o complexo de enzima NADPH oxidase que
esta presente nas membranas celulares das células endoteliais, células de musculo
liso, macrofagos e neutrofilos. (SINGH et al, 1988) Na presenca de algum fator
estressante ou patologia este complexo é ativado e produz em curto periodo de

tempo uma grande quantidade de anions superéxidos (O;). (SINGH et al., 1988).

Os macrofagos sao os principais produtores de radicais livres durante a progressao
da lesao aterosclerdtica, pois ativam o complexo enzimatico NADPH oxidase que
esta presente em sua membrana plasmatica, e oxidam o LDL na camada intima da
parede arterial. O LDL oxidado é capturado pelos receptores scavengers dos
macrofagos transformando-se em células espumosas que formam as estrias
gordurosas. Portanto, a atividade enzimatica de NADPH oxidase é de extrema

relevancia na progressao da placa aterosclerética. (SORESCU et al., 2002)

As células endoteliais e de musculo liso também produzem radicais livres que
permanecem na circulagdo sanguinea. Esses radicais sao altamente reativos e,
portanto, interagem com as moléculas de DNA produzindo danos reparaveis como,

por exemplo, quebras da fita de DNA (dupla ou simples), crosslinks, entre outros. No



entanto, estes danos somente s&o reparaveis em um organismo sadio. (SORESCU
et al., 2002)

Em nosso estudo utilizamos camundongos ateroscleréticos, ou seja, a produgao de
radicais livres nesses animais € exacerbada pela presenca da placa. Os sistemas
antioxidante e de reparo ndo sao capazes de corrigir todos os danos na molécula de
DNA destes animais gerando dessa forma um aumento da fragmentagao que foi

evidenciado nesse grupo pelo ensaio do cometa.

Esses dados sao comprovados por outros pesquisadores que estudaram o efeito da
aterosclerose na produgcédo de radicais livres, como o estudo de Satoh e
colaboradores em 2007 que mostraram uma maior taxa de fragmentacdo de DNA
nas células progenitoras endoteliais de pacientes ateroscleréticos. (SATOH et al.,
2007)

Possivelmente a presenca de fragmentagdo do DNA nas células de medula 6ssea
dos camundongos ateroscleréticos é explicada pelo aumento da producdo de
radicais livres durante a evolugdo da placa aterosclerética. A produgao é tao intensa

que afeta até mesmo as células presentes na medula 6ssea do animal.

Nossas células estdo expostas diariamente a agentes oxidantes, radicais livres de
todos os tipos, portanto € normal que sofram fragmentacdo de DNA. Entretanto
mecanismos de reparo e enzimas antioxidantes agem continuamente gerando um
balango positivo nessa batalha. O resultado em um organismo saudavel é o
equilibrio dessas duas forgas: radicais livres e antioxidantes. Se a oxidacdo do DNA
aumenta ou ndo com o envelhecimento ainda ndo ha um consenso. Enquanto

muitos trabalhos mostram a existéncia dessa correlagao outros mostram o inverso.

A medula éssea é um 6rgao que apresenta uma tensao de oxigénio muito baixa
implicando em um comportamento quase anaerdbico com baixo gasto de energia
pelas células que, por isso, se encontram sempre no estado quiescente. Portanto
este ambiente é desfavoravel a producao de radicais livres, protegendo as células

da medula 6ssea de danos oxidativos dependentes de idade. (PICCOLI et al., 2005)



As células mononucleares sdo produzidas e residem na medula Ossea até que
recebam sinais para deixar este nicho. A maioria dos trabalhos mostra que quando
as células saem da medula 6ssea em diregao a circulacdo ha uma correlagao
positiva entre senescéncia e dano oxidativo no DNA. Guo em 2001 relatou a
presenca de DNA oxidado nas células de camundongos de 26 meses de idade
comparados com animais de 6 meses. (GUO et al., 2001)

Outros estudos mostram que os radicais livres sao tecido-especificos, ou seja, em
seu estudo com ratos senescentes, Fraga mostrou que os radicais livres ndo agem
em todos tecidos de maneira igual. Ele encontrou altos niveis de oxidagcdo de DNA
no figado, rim e intestino, mas no cérebro e nos testiculos o indice de dano era
considerado normal. (FRAGA et al., 1990).

Nossos resultados mostraram que os camundongos C57 apesar de senescentes
nao apresentaram niveis de fragmentacdo de DNA elevados nas células
mononucleares de medula 6ssea. Provavelmente essas células de medula s6 sao
afetadas pelos radicais livres circulantes quando estes estdo muito aumentados
devido a presenca de uma doenga, como por exemplo, foi observado nos
camundongos ateroscleroticos. Portanto, os animais saudaveis sdo capazes de

manter um equilibrio entre producédo de ROS e sistema de reparo/ antioxidante.

Varios estudos correlacionam a presenga de senescéncia celular com as doengas
cardiovasculares, especialmente com a aterosclerose. Varios fatores sao
responsaveis por provocar a senescéncia, um dos mais importantes € estresse
oxidativo. A producédo exagerada de radicais livres leva a oxidagdao do DNA das
células, o que desencadeia o processo de senescéncia. (MINAMINO & KOMURO,
2007)

Ja discutimos anteriormente que a aterosclerose aumenta a produgao de radicais
livres levando a senescéncia. Os estudos realizados em nosso laboratério
mostraram perfeitamente essa associagdo. A analise do arco aortico dos animais
ApoE-KO mostrou alta atividade da enzima beta-galactosidade revelada através da

coloragao azul, indicando a presencga de senescéncia.



Em contraste, os animais C57 apesar da idade avancada, 18 meses de idade, néo
apresentaram senescéncia na aorta. Mostramos anteriormente com os resultados do
ensaio do cometa, que os animais C57 também n&o apresentaram niveis altos de
fragmentacao do DNA nas células mononucleares da medula éssea.

Portanto, tanto as células da medula éssea, que ja sdo protegidas por um ambiente
com baixa tens&do de oxigénio, quanto as células presentes na circulagdo sanguinea
tém baixa fragmentagcdo de DNA. Provavelmente o sistema antioxidante e o sistema
de reparo destes animais € bastante eficiente e, por isso os animais C57 néo

apresentam senescéncia.

Notamos também em nossos resultados que os camundongos ApoE-KO
apresentaram senescéncia na aorta que tinha alta quantidade de lipidios
evidenciados pelo corante oil red. Corroborando os dados que ja discutimos
anteriormente, o ensaio do cometa desses animais revelou alta taxa de
fragmentacao no DNA até mesmo nas células da medula éssea, ou seja, a produgao
de radicais livres na aterosclerose é tdo intensa que além de afetar os locais de
placa aterosclerdtica produzindo senescéncia, afeta também as células da medula

ossea.



CONCLUSOES



6. CONCLUSAO

Muitos estudos utilizam a terapia com células tronco com intuito de tratar ou prevenir
doencas cardiovasculares, entretanto poucos estudam os mecanismos que
envolvem a ativagdo das células tronco na medula 6ssea. Nosso estudo foi o
primeiro a mostrar o comportamento das células tronco em seu nicho, a medula
Ossea, frente a aterosclerose. Observamos um aumento do numero de células
tronco hematopoéticas e mesenquimais nos animais ateroscleréticos de 2 e 18
meses de idade, provavelmente devido a maior taxa de divisdo simérica dessas
células que sao recrutadas para os locais de placa. Ja nos animais controle
observamos um aumento progressivo do numero de células tronco hematopoéticas
e diminuigdo do numero de células tronco mesenquimais com o avango da idade.
Nosso estudo também mostrou como as células tronco de um animal saudavel sao
afetadas pelo processo de senescéncia. Os animais ateroscleréticos apresentaram
niveis altos de fragmentacdo de DNA que aumentaram com a senescéncia,
entretanto os animais saudaveis nao apresentaram niveis de fragmentacao
considerados nocivos ao DNA desses animais. Possivelmente, o aumento da
fragmentacao de DNA no grupo aterosclerético pode ocorrer devido a elevacao da
producdo de espécies reativas de oxigénio na placa aterosclerdtica, que reagem
com o DNA desses animais causando fragmentagao.
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