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RESUMO

Objetivo: O objetivo do presente estudo foi avaliar algumas propriedades funcionais de
células tronco mesenquimais cardiacas (“cardiac mesenchymal stem cells”- cMSCs) no
modelo experimental em ratos da cardiomiopatia hiperadrenérgica toxica induzida por
isoproterenol, o qual se assemelha ao quadro clinico humano da cardiomiopatia de
Takotsubo. Métodos: Ratos Wistar de 12 semanas de idade foram alocados em dois
grupos: grupo cardiomiopatico (CMP, recebendo por dois dias consecutivos isoproterenol
100mg/Kg, s.c., em bolus, n= 15) e grupo controle (CON, recebendo salina, n=15).
Monitorizag&o eletro- e ecocardiografica foi realizada em todos os animais imediatamente
antes e trinta dias depois da indugdo da cardiomiopatia. Apés a eutanasia, os coracdes
foram excisados, pesados e divididos (corte tetracameral), as quais foram processadas
para 1) histologia ou 2) extragdo de células ndo-cardiomiociticas. Na histologia, foram
avaliadas a morfometria das camaras cardiacas, a contagem de células inflamatorias e o
grau de fibrose miocéardica. Uma parte das células ndo-cardiomiociticas foi plaqueada em
baixa densidade para realizagdo do ensaio de contagem de unidades formadoras de
colénias semelhantes a fibroblastos (“colony forming units-fibroblasts” - CFU-F), o qual
permite estimar o nimero de cMSCs. As células ndo-cardiomiociticas remanescentes
foram expandidas até a 5a passagem para avaliacdo da taxa de proliferagcéo celular, bem
como a habilidade para a diferenciacdo adipogénica e osteogénica in vitro. Resultados:
Ratos CMP apresentaram maiores duragdes de onda P, intervalo PR e intervalo QT ao
eletrocardiograma, menor fracdo de ejecdo e dilatacdo ventricular esquerda ao
ecocardiograma, hipertrofia cardiaca, acompanhado na histologia por infiltracdo
inflamatoria leve e fibrose miocardica discreta. Todas estas alteracdes confirmaram a
presenca de uma cardiomiopatia ativa ap0s os trinta dias de administracdo do
isoproterenol. O ensaio de CFU-F revelou que os animais CMP possuem um maior
namero de cMSCs no coragcdo em comparacao aos ratos CON. Em adicao, as cMSCs de
ratos CMPs apresentaram maiores taxas de proliferagdo e maiores capacidade de
diferenciagéo adipogénica e osteogénica que as de animais CON. Conclusdo: Em ratos
com cardiomiopatia hiperadrenérgica induzida por isoproterenol, as células tronco
mesenquimais cardiacas (cMSCs) apresentam-se em maior himero, com maior taxa

proliferativa e maior potencial de diferenciacdo que os animais controles.

Palavras-chave: Células-Tronco Mesenquimais. Isoproterenol. Unidades Formadoras de

Colbnias.



ABSTRACT

Objetive: To evaluate some biological properties of cardiac mesenchymal stem cells
(cMSCs) in a rat model of isoproterenol-induced hyperadrenergic cardiomyopathy, a
surrogate for Takotsubo cardiomyopathy. Methods: Twelve weeks-old Wistar rats were
allocated in two groups: cardiomyopathic (receiving for two days isoproterenol 100mg/Kg,
s.c.,, n= 15) and control rats (receiving saline, n=15). Electro- and ecocardiographical
monitoring were performed in all animals immediately before and 30 days after
cardiomyopathy induction. After euthanasia, hearts were excised, weighed and processed
for histology and for extracting non-cardiomyocytic cells. In the histology, cardiac
chambers morphometry, inflammatory cells counting and fibrosis were evaluated. Over the
non-cardiomyocytic cells, a pool was plated for a colony forming units-fibroblasts (CFU-F)
assay in order to estimate the number of cMSCs. The remaining cells were expanded to
assess their proliferation rates as well as their osteogenic and adipogenic differentiation
abilities. Results: Cardiomyopathic rats presented higher duration of P wave, PR and QT
interval at the electrocardiogram, lower ejection fraction and left ventricular (LV) dilation
(higher LV end dyastolic diameter) at the echocardiogram and LV hypertrophy,
accompanied at the histology by inflammatory infiltration and myocardial fibrosis, then
confirming the presence of overt cardiomyopathy. CFU-F assay revealed that
cardiomyopathic animals presented higher number of cMSCs into the heart, when
compared to control animals. In addition, cMSCs from cardiomyopathic rats presented
higher proliferative rates as well as higher osteogenic and adipogenic differentiation
abilites as compared to control animals. Conclusion: In isoproterenol-induced
hyperadrenergic cardiomyopathic rats, cMSCs present some functional changes in
comparing with normal control animals, which may be implicated in the pathogenesis of

toxic hyperadrenergic cardiomyopathy.

Keywords: Mesenchymal stem cells. Isoproterenol. Colony Forming Units
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1 INTRODUCAO

As doencas cardiovasculares sao responsaveis por aproximadamente 17,7
milhdes de mortes anualmente, representando 31% de todas as mortes globais,
segundos dados da Organizacdo mundial de saude (OMS, 2017).

A cardiomiopatia de Takotsubo também conhecida como Sindrome do coragéo
partido, cardiomiopatia induzida por stress ou sindrome do bolonamento apical € uma
doenca que ocasiona uma disfuncao no ventriculo esquerdo (VE) (Mejia-Renteria HD,
Nufes- Gil 13, 2016; Gulsini G et al., 2016; Deshmukh A et al., 2012). Foi descrita pela
primeira vez no Japdo na década de 90 por Sato H e colaboradores. O nome
“Takotsubo” foi designado devido a imagem produzida pela ventriculografia apresentar
semelhancas a um recipiente utilizado na captura de polvos (Dote K et al., 1991; Sato
H, Tateishi H, Uchida T, 1990).

A cardiomiopatia é predominante no sexo feminino com idade superior a 50 anos,
geralmente ap0s a menopausa, sugerindo que a reducdo dos niveis de estrogénio
aumentaria a predisposicdo da doenca. Além disso, o desencadeamento da sindrome
€ induzido por fatores estressantes fisicos ou emocionais, como por exemplo, uma
doenca subita, perda de um ente querido, um acidente grave, desastre ambiental,
entre outros. Em adicdo, outros fatores também contribuem para surgimento da
cardiomiopatia, como o tabagismo, alcoolismo, ansiedade, hipertensao arterial
sistémica, dislipidemia, Diabetes mellitus e histérico genético de doenca
cardiovascular (Mejia-Renteria HD, Nufes- Gil 1J, 2016; Gulsini G et al., 2016; Rihl
MF, Haas P, Holthausen RS, 2015; Deshmukh A et al., 2012).

Os sintomas mais comuns em pacientes com a cardiomiopatia sao
caracterizados por fortes dores no peito e dispnéia, assemelhando-se a um infarto
agudo do miocardio (IAM), o que geralmente pode induzir a um diagndstico erréneo.
Os critérios de diagnostico ainda ndo estdo bem elucidados. Segundo os dados do
Registro Internacional Takotsubo (NCT01947621, 2014) e os Critérios de
Diagnosticos da Clinica Mayo (Prasad A, Lerman A, Rihal CS, 2008), alguns critérios
devem ser observados nos pacientes, como: hipocinesia, acinesia ou discinesia
transitéria do VE; elevacdo modesta de troponina cardiaca total, anormalidades
eletrocardiogréaficas ocasionando elevagcdo segmento ST e/ou inversdo de ondas T,
auséncia de miocardite e auséncia de doenca coronariana obstrutiva ou evidéncia

angiogréfica de ruptura aguda da placa. Este diagnéstico somente sera possivel
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seguido de uma cineangiocoronariografia e ventriculografia, comprovando a auséncia
de obstru¢des nas coronarias e o formato caracteristico de “Takotsubo” (Gassanov N
et al., 2019; Mejia-Renteria HD, Nufes- Gil 13, 2016; Gulsini G et al., 2016; Rihl MF,
Haas P, Holthausen RS, 2015).

Até o momento nédo existe tratamento especifico para a cardiomiopatia. Em geral,
utiliza-se os mesmos medicamentos que pacientes com insuficiéncia cardiaca, com
destaque para os inibidores da enzima conversora de angiotensina (iIECA), B-
bloqueadores e diuréticos (Naegele M et al., 2016; Reis JVG, Rosas G, 2010).
Algumas complica¢Bes podem surgir durante desencadeamento da sindrome, como
a disfuncdo do ventriculo direito, anormalidades no ritmo cardiaco (bradicardia ou
fibrilac@o atrial), parada cardiaca assistolica ou por fibrilacdo ventricular, ruptura da
parede do VE ou choque cardiogénico (Budnik M et al., 2018). Entretanto, devido ao
desconhecimento e diagndstico errbneo desta sindrome, tornam-se necessarias
estudos/pesquisas com proposito de diminuir a morbidade e mortalidade dos
pacientes, e também, proporcionar uma terapia mais eficaz e menos imunogénica.
Uma das alternativas bastante conceituadas na atualidade é a utilizacdo de células-
tronco, a qual tem demonstrado resultados satisfatorios em diversas doencas,
incluindo as cardiomiopatias.

As células-tronco sdo células indiferenciadas com capacidade de
autorrenovacao, diferenciacdo em diversos tipos celulares e reconstituicdo funcional
em diversos tecidos lesados. Didaticamente, sdo divididas em trés tipos: células-
tronco embrionarias, adultas e pluripotentes induzidas (Behbahan IS, Keating A, Gale
RP, 2015; Ahearne M, Lysaght J, Lynch A, 2014). Os estudos com células-tronco
adultas foram iniciados por dois grandes cientistas: Alexander Maximow, que criou a
teoria da hematopoiese e o conceito de células tronco hematopoiéticas, e Alexander
Friedenstein, que foi responsavel pelo descobrimento das células-tronco
mesenquimais de medula 6ssea (Afanasyev BV, Elstner EE, Zander AR, 2009). A
partir das contribuicBes destes cientistas, existem milhares de pesquisas utilizando as
células-tronco e inimeras descobertas e beneficios ja comprovados cientificamente,
corroborando a importancia desse grupo de células para manutencdo da homeostase
e utilizacdo na terapéutica de diversas doencas graves.

As células-tronco embrionarias possuem capacidade de se transformar em
gualquer tipo de célula adulta. S&o obtidas a partir do embrido em seu estagio inicial

(blastocisto- 4 a 5 dias apo6s fecundagéo), sdo denominadas de pluripotentes devido
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sua capacidade de diferenciar em qualquer linhagem derivado dos trés folhetos
embrionarios: endoderma, mesoderma e ecdoderma (ltskovitz-Eldor J et al., 2000).
Essas células foram descritas pela primeira vez em camundongo no ano de 1981
(Evans MJ, Kaufman MH, 1981) e, em humanos em 1998 (Thomson JA et. al., 1998).
Atualmente, muitas ferramentas poderosas de andlise como a metabolémica,
protedmica e transcriptomica estdo desenvolvidas para obter caracteristicas
metabdlicas das células-tronco pluripotentes para melhorar suas propriedades
benéficas e seguranca para aplicacdes clinicas (Tohyama S et al., 2017).

As células-tronco pluripotentes induzidas (do inglés, induced Pluripotent Stem
Cells, ou iPSCs) foram produzidas através de uma reprogramac¢ao nuclear a partir de
fibroblastos de camundongos em 2006 (Takahashi K, Yamanaka S, 2006), com auxilio
de retrovirus contendo quatro fatores de transcricdo (Oct3/4, Sox2, KLF4 e c-Myc).
Um ano apods, em 2007, foram estabelecidas iIPSCs de tecido epitelial humano,
confirmando a capacidade dessas células de autorrenovacdo e pluripoténcia
(Kawamura M et al.,, 2012; Takahashi K, et al.,, 2007). Diversos estudos tém
demonstrado que as iPSCs podem se diferenciar em varios tipos de células funcionais
(Kawamura M et al.,, 2012; Germanguz | et al.,, 2011). Por ser uma metodologia
relativamente recente, necessitam de diversos estudos acerca das iPSCs para
garantir a eficacia e seguranca na utilizacdo dessa populacéo de células. No entanto,
alguns autores sugerem que parte destas células indiferenciadas podem favorecer
para surgimento de células tumorais (Inui S et al., 2017).

As células-tronco adultas entdo presentes em todos os 6rgaos de individuos
adultos, sado classificadas de multipotentes por apresentarem capacidade limitada de
diferenciacdo em alguns tipos celulares. Varios estudos tém demonstrado a
importancia dessas células, em especial as células-tronco mesenquimais (MSCs), por
possuirem capacidade de passagem clonogénica, diferenciacdo em osteoblastos,
adipdcitos e condrdécitos, e estdo presentes em locais de lesdo e imunomodulacgao.
(Rohban R, Pierber TR, 2017; Ahearne M, Lysaght J, Lynch A, 2014; Chong JJH et
al., 2011). As MSCs foram isoladas e purificadas da medula 6ssea no ano de 1966
pelos pesquisadores Friedenstein AJ, Piatetzky-Shapiro Il, Petrakova KV. Em 2006,
Meirelles LdaS, Chagastelles PC, Nardi NB, isolaram MSCs de diversos outros
tecidos. Desde entéo, diversas contribuicdes cientificas relevantes utilizando as MSCs

tém sido descritos.
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As MSCs exibem propriedades regenerativas, angiogénicas, anti-apoptoticas,
anti-inflamatérias e imunossupressoras, corroborando como uma ferramenta
promissora para novas abordagens terapéuticas (Daneshmandi S, Karimi MH,
Porfathollah AA, 2017; Leite CF et al., 2015; Kern S et al., 2006). Células formadoras
de colénias semelhantes as células-tronco mesenquimais foram isoladas em diversos
orgdos adultos e algumas demonstraram ocupar uma localiza¢éo perivascular (Avolio
E, Madeddu P, 2016; Chong JJH et al., 2011). Essas populac¢des celulares séo ditas
como CFU-F (Colony Forming Units — Fibroblasts) e parecem apresentar uma
importante funcéo 6rgéo-especifica. Em uma viséo geral, as CFU-Fs podem constituir
uma populacédo celular dedicada a manutencao da integridade da matriz, do estroma
e dos vasos de mdltiplos 6rgdos, especialmente frente a doencas e dano tecidual
(Rohban R, Pierber TR, 2017; Chong JJH et al., 2011; Kern S et al., 2006).

As MSCs foram isoladas de diversos 6rgédos e tecidos como no cérebro, figado,
rins, pulmdes, baco, musculo esquelético, tecido adiposo e timo. No ambito cardiaco
foi demonstrada uma possivel origem proepicéardica / epicardica para essas células
(Chong JJH et al., 2011; Armuli A, Genové G, Betsholtz C, 2011). In vitro, essas
populacdes de células apresentam algumas caracteristicas especificas baseadas no
perfil fenotipico ou morfolégico semelhante ao fibroblasto, na capacidade de aderéncia
ao plastico, na expressao de marcadores de superficie CD73, CD90 e CD105 e néo
expressao de CD14 ou CD11b, CD34, CD45, CD79a ou CD19 e com habilidade de
diferenciacdo em células Osseas, de gordura ou de cartilagem, de acordo com os
critérios da ISCT (International Society for Cellular Therapy) (Rohban R, Pierber TR,
2017; Ahearne M, Lysaght J, Lynch A, 2014; Dominici M et al., 2006). Todavia, as
propriedades e a caracterizacao funcional dessa populacéo frente a lesdo no coragao
ainda néo foram bem elucidadas.

Com intuito de conhecer melhor as propriedades e as caracteristicas de
determinada populacdo de células, sdo amplamente utilizados modelos
experimentais, empregando drogas e animais para simular a fisiopatologia de diversas
doencas, a fim de proporcionar maiores conhecimentos e uma possivel nova
abordagem terapéutica. No presente estudo, iremos utilizar a droga isoproterenol
(ISO) para simular uma cardiomiopatia em ratos. O ISO é um agonista - adrenérgico
nao seletivo. Sua acdo € mediada pela inducdo de excito-toxicidade e stress oxidativo
do miocardio, inflamagédo e aumento na concentracdo de calcio através da ativagédo

do receptor B- adrenérgico cardiaco. O ISO produz efeitos ionotropicos e
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cronotrépicos dependente de cAMP, levando a fosforilagdo do canal rianodina via
proteina-quinase A (PKA), ocasionado um excesso de efluxo de Ca?* do reticulo
sarcoplasmatico, permanecendo grande quantidade no citossol. O excesso de Ca?*
no citossol é entdo capturado pelas mitocondrias, o que pode levar ao
desacoplamento da cadeia respiratéria com consequente queda do ATP, inducéo de
stress oxidativo mitocondrial e ativagao da via mitocondrial das caspases e inducéao
de apoptose, gerando alteracbes na contracdo do ventriculo esquerdo e
desencadeando uma cardiomiopatia nos animais. A lesdo e morte celular induzidas
pelo ISO levam entdo no curto prazo ao recrutamento de células inflamatérias e no
longo prazo a fibrose intersticial reparativa (Riba A et al., 2017; Merino B, Quesada I,
Hernadndez-Cascales J, 2015; Patel DK et al.,, 2012). Todas estas alteracfes
promovidas pelo ISO se assemelham muito aquelas observadas na cardiomiopatia de
Takotsubo, tornando este modelo animal de cardiomiopatia induzida pelo ISO um
modelo util para o estudo experimental da fisiopatologia e eventuais descobertas de
novas abordagens terapéuticas para a cardiomiopatia de Takotsubo.

Embora diversos estudos tenham demonstrado os efeitos prejudiciais
ocasionados no tecido cardiaco devido as doencas cardiovasculares, ndo ha relatos
na literatura sobre as alteracdes funcionais e proliferativas das células tronco
mesenquimais cardiacas (cMSCs) em portadores da cardiomiopatia de Takotsubo.
Portanto, o objetivo do presente estudo foi avaliar o comportamento e a diferenciacao
da populacédo das cMSCs na cardiomiopatia toxica hiperadrenérgica em ratos induzida
por isoproterenol, a qual se constitui num modelo experimental que se assemelha ao
guadro clinico na cardiomiopatia de Takotsubo, a fim de compreender como essa
populacédo celular atua na manutencédo da homeostase do tecido cardiaco (Stanton
HC, Brenner G, Mayfield ED Jr, 1969; Rona G et al., 1973; Rona G, 1985; Xiao H et
al., 2018; Alemasi A et al., 2019).

2 METODOLOGIA

2.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS:

Foram utilizados 30 ratos Wistar com idade de 12 semanas. Os animais foram
mantidos em condi¢cdes controladas e estaveis em biotério (temperatura 22° C,

umidade de 40-70% e ciclo claro-escuro de 12/12horas). O estudo experimental foi
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aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFTM, n° 321/2014.
Os animais foram alocados em dois grupos experimentais:

Grupo Controle- CON (n = 15) - Composto por ratos Wistar submetidos a injecéo
subcutanea de solucéo salina (veiculo para 1SO).

Grupo Cardiomiopatico- CMP (n = 15) - Composto por ratos Wistar que receberam
injecdo de isoproterenol (100mg/Kg, s.c., por dois dias consecutivos) (No. 15627,
Sigma- Aldrich).

2.3 ESTUDO ELETROCARDIOGRAFICO

Trinta dias ap6s a administracdo de ISO, os animais do grupo controle
(CON=15) e grupo cardiomiopéatico (CMP=10) foram submetidos ao registro de
eletrocardiograma (ECG) basal padrdo. Os ratos foram anestesiados via
intraperitoneal com tribromoetanol 1,25% (250 mg/kg, ip.) e submetidos ao registro
ECG, utilizando um eletrocardiégrafo portatil de 06 canais (modelo ER-661, Medicor,
Budapeste, Hungria), acoplados a um sistema computadorizado de aquisicdo de
dados (Aqdados, Lynx Tec. Eletr. Ltda., Sdo Paulo, Brasil), com freqiéncia de sinal
de 3000 Hz. Os eletrodos foram conectados nas derivacdes do plano frontal (D1, D2,
D3, aVR, aVL, aVF) e nas derivacdes precordiais (V1, V2, V3, V4, V5 e V6). Os

seguintes parametros foram avaliados:

1) Duracéo do intervalo RR (iRR)

2) Duracédo da onda P (dP)

3) Duracéao do intervalo PR (iPR)

4) Duracao complexo do QRS (QRS)

5) Duracédo do intervalo QT (iQaT)

6) Duracdo do intervalo QT corrigido (iQaTc) — definido como intervalo QT
corrigido pela frequéncia cardiaca através da equacédo de Bazett modificada
(iQaTc =iQaT(ms) / [RR (ms/100)]*2.

2.4 ESTUDO ECOCARDIOGRAFICO

Para avaliar a funcdo ventricular, um ecodopplercardiégrafo (ECO) para
roedores (Vevo® 2100 Imaging System, VisualSonics, Toronto, Canada) foi utilizado
no momento 0 e 30 dias nos dois grupos de animais (CON=13; CMP=15) equipado
com um transdutor ultrassénico de arranjo linear de 30 MHz (modelo MS400,

VisualSonics-Fujifilms, Toronto, Canadd). Os tracados foram transmitidos em modos
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bidimensionais e modo-M e modo Doppler de onda pulsada, utilizando um sistema de
ecocardiografia de alta resolucdo. Os seguintes parametros foram avaliados: DDFVE
= Diametro diastélico final do ventriculo esquerdo e DSFVE = Diametro sistdlico final
do ventriculo esquerdo e fracdo de ejecdo. Os parametros ecocardiograficos foram
medidos e calculados seguindo as recomendacgOes padronizadas conjuntas das
Sociedades Americana e Europeia de Ecocardiografia (Lang et al., 2002). Todas as

analises foram realizadas de forma cega.

2.5 OBTENCAO DO MATERIAL BIOLOGICO

ApOs registro do ECG e ECO os animais foram eutanasiados via anestesia com
tionembutal em dose supra anestésica (100mg/Kg, i.p.) e pesados em balanca. Apos
a anestesia profunda, uma toracotomia foi efetuada e o coracdo de cada animal
excisado, pesado e cortado tetracameralmente. Uma metade foi mantida em solugéo
formol tamponado até posterior processamento, sendo a outra metade processada
imediatamente para isolamento e cultura de células-tronco mesenquimais cardiacas

in vitro.

2.6 ESTIMATIVA DA HIPERTROFIA CARDIACA PELO iNDICE DE MASSA
CARDIACA

Apoés pesagem dos animais e dos respectivos coragles, foram realizados o
céalculo do indice de massa cardiaca em que se baseia na razéo entre o peso absoluto

do coracado (em mg) e o peso corporal do animal (em g).

2.7 ISOLAMENTO E EXTRACAO DAS CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS
CARDIACAS

A outra parte dos coracdes foram picotados e tratadas com tripsina-EDTA
0,25% em banho-maria (37 °C por 10 min). Apds esse processo, realizou-se a
centrifugacgéo (300 rcf por 10 min), e o processo incubacdo com tripsina-EDTA seguido
de centrifugacao foi repetido por duas vezes. Apos a Ultima centrifugacdo, os pellets
formados foram ressuspendidos em meio DMEM de alta concentracéo de glicose,10%
de soro bovino fetal (SBF), L-glutamina 200 mM e 1%penicilina / estreptomicina e os
grumos de células removidos por filtragem (cellstranier 70um, BD Bioscience EUA).
As células foram contadas na camara de Neubauer e cultivadas em placas de 24

pocos com o meio DMEM, e seguido pelo ensaio de capacidade de formacao de
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Unidades Formadoras de Col6nia semelhantes a Fibroblastos (CFU-F). As células

foram expandidas até a 52 passagem, seguindo para os demais ensaios.

2.8 ENSAIO PARA AVALIACAO DA CAPACIDADE CLONOGENICA — CFU-F

O ensaio de capacidade clonogénica foi avaliado de acordo com a capacidade
de formacdo de CFU-F. As células obtidas do cora¢do dos dois grupos (CON= 15;
CMP= 14) foram depositadas em placas de 24 pocos a uma densidade de 50.000
células/cm?, realizado para cada animal em triplicata. As placas de culturas foram
mantidas em estufa de CO> (5%) a 37°C, e troca do meio de cultura no 3° e 8° dia
apos o plaqueamento. No 13° dia, removeu-se o0 meio de cultura e as células lavadas
com solucéo de PBS (pH 7,2), fixadas e coradas com Giemsa diluido em metanol P.A.
ApOs coloragéo, as placas foram avaliadas em microscopio invertido de contraste de
fase (Axio-Observer Z1, Carl Zeiss, Alemanha), e todas as colbnias visiveis que
apresentavam células com formato fibroblastéide foram contadas. Para ser
considerado uma colbnia deve-se conter no minimo cinco células (Meirelles LdaS;

Nardi NB, 2003), podendo considerar como uma CFU-F.
2.9 AVALIACAO DA TAXA DE PROLIFERACAO CELULAR

As cMSCs na 52 passagem foram tripsinizadas, removidos de suas placas originais e
subsequentemente replagueados em placas de 24 pocos com uma densidade de
5.000 células/cm?. Posteriormente, trés pogos (triplicados) por cada rato foram
tripsinizados aos dias 3, 5, 7, 10, 12 e 14 dias apds o plaqueamento, e o numero de
células por poco foi contado usando camaras de Neubauer com auxilio do microscopio
de luz. O valor médio dos trés pocos por dia por animal foi utilizado para construir

curvas da taxa de proliferacdo para cada grupo experimental (CON= 6; CMP=12).

2.10 PROTOCOLO DE DIFERENCIACAO OSTEOGENICA

As cMSCs na 5 passagem foram plagqueadas em placas de 24 pocos a uma
densidade de 3.000 células/cm? em meio de cultura convencional. 72hs apés o
plagueamento, o meio de cultura foi substituido por meio de inducdo osteogénico
constituido por DMEM suplementado com 15% SBF, 1/5 penicilina/estreptomicina,

100mM de dexametasona, 50uM de ascorbato-2-fosfato e 10mM de glicerol-fosfato.
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O meio de indugéo osteogénico foi trocado a cada 3-4 dias e ao final do 18° dia,
realizado a revelagéo da diferenciacéo.

A revelacéo constituiu na remoc¢ao do meio de indugéo seguida por lavagem da
monocamada celular diferenciada com agua Milli-Q, fixacdo com paraformaldeido 4%
(por 60 minutos a temperatura ambiente) e aplicacdo do corante Alizarin-Red 2%
(Sigma Aldrich, USA) por 10minutos. O excesso de corante foi retirado com lavagem
da monocamada com agua Milli-Q, e a andlise qualitativa realizada em microscopio
optico invertido na objetiva 40x (Axio-Observer Z1, Carl Zeiss, Alemanha), observando
a formagdo de matriz 6ssea, revelada em vermelho, confirmando o poder de
diferenciacao celular (CON=6; CMP=10).

2.11 PROTOCOLO DE DIFERENCIACAO ADIPOGENICA

Para a inducédo da diferenciacédo adipogénica as MSCs foram plaqueadas em
24 pocos a uma densidade de 20.000 células/cm? em meio de cultura convencional
(DMEM de alta concentracéo de glicose,10% de soro bovino fetal (SBF), L-glutamina
200 mM e 1%penicilina / estreptomicina). 72hs ap6s o plaqueamento, o meio de
cultura convencional foi substituido por meio de inducdo adipogénico (DMEM
suplementado com 15% SBF, 1% penicilina/estreptomicina, 1uM de dexametasona,
0,5mM isobutil-metil-xantina, 10 pg/mL de insulina e 100 uM de indometacina diluida
em DMSO). Transcorridos por mais 72hs 0 meio de inducéo foi substituido pelo meio
de manutencdo (DMEM 20%SBF, 1% penicilina/estreptomicina e 10 pg/mL de
insulina) por 24hs. A adicdo de meio de inducéo (por 72hs) seguido por substituicdo
por meio de manutencdo (por 24hs), consiste em um ciclo do protocolo. Ao se
completar trés ciclos de indugdo/manutencédo, as células permaneceram por 5 dias

em meio de inducéo, e realizada a revelacao da diferenciacao.

A revelacdo constituiu na remocao do meio de inducéo, seguida por lavagem
da monocamada celular diferenciada com agua Milli-Q, fixacdo com paraformaldeido
4% (por 60 minutos a temperatura ambiente), e aplicacdo do corante Oil-Red (Sigma
Aldrich, USA) por 10minutos. O excesso de corante foi lavado com agua Milli-Q, e a
analise qualitativa realizada em microscépio optico invertido (Axio-Observer Z1, Carl
Zeiss, Alemanha), e a observacdo de goticulas lipidicas no citoplasma celular
confirmando a capacidade de diferenciagdo adipogénica das MSCs (CON=6;
CMP=10).
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2.12 AVALIACAO HISTOPATOLOGICA DO TECIDO CARDIACO

Os corag0des foram excisados de todos os animais, inseridos em solugao salina
a 0,9% e fixados em solucdo de formalina a 10% fosfatada até o processamento.
Todas as amostras foram incorporadas em parafina, realizando cinco cortes
longitudinais de 5um de espessura nos coragdes com auxilio do microtomo rotativo
manual Leica RM2125RTS. Logo em seguida, os cortes foram corados com
hematoxilina-eosina e analisados usando um microscopio de luz invertido (Axio-
Observer Z1, CarlZeissInc., Alemanha). Contagem de nucleos celulares foi realizada
em 05 campos aleatdrios ventriculares de cada animal do grupo controle e do grupo
cardiomiopatico. A subtracdo das contagens individuais dos ratos com cardiomiopatia
do numero médio de nucleos observado no grupo controle foi utilizada como uma
contagem indireta de células inflamatorias no tecido. As analises e contagens foram
realizadas as cegas, usando o software ImageJ 1.44p (National Institute of Health,
USA).

Para quantificar a area fibrotica no miocardio, as sec¢des longitudinais continuas
dos coracgdes foram coradas com Picrosirius Red, o qual se liga ao colageno presente
na matriz do tecido. A quantificacéo da area fibrotica foi realizado pela média de areas
fibréticas em 20 campos aleatérios do miocardio, com auxilio do software Axion Vision
SE64 Rel 4.9.1 version 15.0 analisados com microscopia de Luz polarizada (Axiolab,
Zeiss Inc., Alemanha). Os valores de areas fibréticas superiores aos percentis 95%
(P95) em relacao a area fibrética dos ratos controles foram utilizados para indicar a
presenca de fibrose miocéardica (CON=13; CMP=13).

2. 13 AVALIACAO DOS PERIMETROS E DA AREA DO VENTRICULO ESQUERDO

Todos os cortes histolégicos (CON=13; CMP=13) foram escaneados e 0
perimetro interno (Pi) e perimetro externo (Pe) foram demarcados. Posteriormente, a
area do Pi foi mensurada (mm) e a relacdo entre a area do Pi/Pe (%) foram avaliados.
Para avaliacdo da area e a relacdo dos perimetros do VE foi utilizado o software
ImageJ 1.44p (National Institute of Health, USA).

2.14 ANALISE ESTATISTICA

Todos os parametros funcionais e estruturais foram expressos como

médiatepm e as diferencas entre os grupos foram avaliadas pelo teste t de Student
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para medidas independentes ou de teste de Mann-Whitney, quando apropriados. As
curvas de crescimento celular foram comparadas por ANOVA “two way” seguido do
teste de Bonferoni. A correlacdo entre o nimero de CFU-Fs e a fibrose foi feita pelo
teste de Spearmann. Um valor de probabilidade menor que 0,05 foi utilizado para

expressar a significancia das comparagoes.

3 RESULTADOS

3.1 CARACTERIZACAO DA CARDIOMIOPATIA

Os parametros ECG e ECO medidos antes da inducdo da cardiomiopatia foram
normais entre os grupos. A tabela 1 mostra os parametros ECG quantificados ap6s
trinta dias da inducdo. Note os aumentos significativos na duracdo da onda P,
indicativo de sobrecarga atrial esquerda, do intervalo PR, indicativo de disturbio de
conducédo no no atrio-ventricular e no intervalor iQaT e iQaT corrigido, sugestivo de
lesdo miocardica ventricular com retardo da repolarizagdo celular. A frequéncia
cardiaca, bem como a duracdo do complexo QRS, néo foi diferente entre os dois

grupos.

Tabela 1 — Parametros eletrocardiograficos (mediazepm) medidos nos animais controles (CON, n=15)
e cardiomopaticos (CMP, n=10) ao final do periodo de seguimento de 30 dias.

CON CMP p
iRR (ms) 150,944,7 153,345,3 0,737
FC (bpm) 403,0£12,3 395,5+12,4 0,690
dP (ms) 14,240,8 24 5+3 2* <0,001
iPR (ms) 44,310,8 53,1£3,0* 0,006
dQRS (ms) 18,4£0,7 22,942 5 0,056
iQaT (ms) 27 4422 42,3+8 3¢ 0,014
iQaTc (ms'’2) 22,2415 33,0+6,5* 0,014

(iRR = intervalo RR; FC = frequéncia cardiaca; dP = duragéo da onda P; iPR = intervalo PR; dQRS = duragéo
do complexo QRS; iQaT = duragéo do intervalo QT; iQaTc = intervalo QT corrigido pela equagéo de Bazett
modificada, ms=milesegundos; bpm= batimentos por minuto, p = probabilidade de erro tipo )

* p<0,05 versus grupo controle (CON).

A tabela 2 mostra os resultados dos parametros ECO apés 30 dias de evolucéo.
Podemos observar que os valores de DDFVE e DSFVE nos animais cardiomiopaticos

foram maiores (DDFVE=6,05 + 0,16mm versus 4,23 + 0,22mm em ratos controles;
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DSFVE= 3,31 #, 0,12mm versus 1,45 + 0,14mm em ratos controles, p<0,05). Ao
mesmo tempo, a fracdo de ejecéo foi reduzida nos ratos cardiomiopaticos (46,2+5,1%
versus 84,3+1,9% em ratos controles, p<0,05), confirmando a presenca de uma
disfuncao contratil no coragéo desses animais, conforme apresentado na figura 1.

Tabela 2 — Parametros ecocardiograficos (médiatepm) medidos nos animais controles (CON, n=13)
e cardiomopaticos (CMP, n=15) ao final do periodo de seguimento (30 dias).

CON CMP p
DDFVE (mm) 4,23:0,22 6,05:0,16* 0,003
DSFVE (mm) 1,45£0,14 3,3120,12* 0,002
Fragéo de Ejegéo (%) 84,3+1,9 46,2+5,1* 0,001

DDFVE = Didmetro diastdlico final do ventriculo esquerdo; DSFVE = Didmetro sistélico final do ventriculo
esquerdo; mm = milimetro.;. p = valor de probabilidade de acordo com o teste t ou de Mann-Whitney, quando
apropriado. *p<0,05 versus grupo controle (CON).

Adicionalmente, a disfuncdo mecéanica ventricular foi acompanhada por um
indice de massa cardiaca significativamente maior em animais com cardiomiopatia
(5,521+0,819mg/g versus 3,603+0,150mg/g em animais controles, p=0,0284) (figura
2B). Aqui vale ressaltar que 0s pesos corporais dos animais ao final de 30 dias de
evolucdo ndo apresentaram diferencas significativas (342,7+7,2g no grupo
cardiomiopatico versus 337,9+7,5g nos animais controles) (figura 2A). Além disso, a
area interna do VE dos animais foi calculada, podendo observar uma maior area
interna do VE em ratos cardiomiopaticos comparados com ratos controles
(310,5+46,8mm? versus 67,2+14,0mm?, respectivamente, p<0,001) (figura 2C).
Também pode-se notar uma diferenca significativa na relacdo entre os perimetros
interno e externo (Pi/Pe) nos animais cardiomiopaticos em comparacao aos controles

(17,0+£0,5% versus 14,8+0,8%, respectivamente, p<0,05), como mostra a figura 2D.
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Figura 1 — Imagens ecocardiograficas em modo bidimensional (painéis superiores) e
em modo M (painéis inferiores) de dois coracdes representativos dos grupos
cardiomiopatico (A) e controle (B). Note a dilatacdo das cAmaras cardiacas esquerdas
(modo bidimensional) e o déficit contratil (modo M) no animal cardiomiopatico.



400 A

300

200

peso corporal (g)

100

400

300

200

100

area interna do VE (mm?)

p<0,001

(A)

ARARAS

8‘°&
&

peso cardiaco relativo (mg/g)

PilPe do VE (%)

razao

10 ~

20 q

[N
[$3]
1

[
o
1

29

(B)

p=0,0284

(D)

p=0,0353 *

Figura 2 — Peso corporal (painel A) e parametros morfométricos cardiacos, tais como
peso cardiaco relativo (painel B), area interna do ventriculo esquerdo (painel C) e
razao perimetro interno/perimetro externo (Pi/Pe), expressos como média (xepm), nos
dois grupos experimentais, grupo controle e cardiomiopatico (p=probabilidade, *
p<0,05 versus grupo controle, *** p<0,001 versus grupo controle).
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O exame microscopico dos coragBes dos animais controles ndo evidenciou
nenhuma alteragdo patoldgica, como necrose, infiltragdo inflamatoria, congestédo de
vasos, fibrose focal ou difusa, etc., como esperado (figura 3A). Por outro lado, todos
os coracdes de animais cardiomiopaticos apresentaram areas focais de necrose, entre
células musculares cardiacas (figura 3B), bem como uma maior contagem numérica
de nucleos celulares, indicando uma maior infiltragéo inflamatoéria (figura 3C). A area
cardiaca fibrética para o grupo controle foi de 0,133+0,013%. J& no grupo com
cardiomiopatia, uma fibrose difusa em torno de cardiomiécitos e microvasos foi
observada (Figura 4B), diferentemente nos animais controles (Figura 4A). A é&rea
fibrética cardiaca para o grupo cardiomiopético foi de 12,280+0,583% (p <0,001

versus grupo controle) (figura 4C).
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Figura 3 — Fotomicrografias de campo claro representativas do tecido miocardico
ventricular esquerdo corado por hematoxilina e eosina de dois animais representativos
dos grupos controle (painel A) e cardiomiopético (painel B). Painel C indica os valores
medios (xepm) da contagem numeérica de nucleos de células inflamatorias nos grupos
controle e cardiomiopatico. (Aumento 40x, p=probabilidade, *p<0,001 versus grupo
controle).
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Figura 4 — Fotomicrografias de luz polarizada do tecido miocardico ventricular
esquerdo corado pelo Picrosirius Red de dois animais representativos dos grupos
controle (painel A) e cardiomiopatico (painel B). Painel C indica os valores médios
(xepm) da area de fibrose nos grupos controle e cardiomiopatico. (Aumento 20x,
p=probabilidade, ***p<0,0001 versus grupo controle).
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3.2 QUANTIFICACAO DAS CFU-Fs CARDIACAS

Analisando os valores obtidos durante ensaio de formacdo de unidades de
coloénias semelhantes a fibroblastos (CFU-F), observou-se um valor médio de
3,62+1,08CFU-Fs/100.000 células, o que indica que 0.0036+0.0011% das células néo
cardiomiociticas da amostra extraida do coracdo dos animais controles sdo cMSCs.
Ja em ratos cardiomiopaticos, a contagem de CFU-F foi em média de 6,71+0.95CFU-
Fs/100.000 células, indicando uma maior porcentagem de cMSCs (0.0067+0.0009 %,
p=0.0418) nos coracdes dos ratos com cardiomiopatia (Figura 5C). As figuras 5A e 5B
também mostra uma fotomicrografia representativa das células dentro de cada colénia
em ambos os grupos. Uma correlagédo positiva significativa discreta foi evidenciada
entre o numero de CFU-Fs no tecido e a area de fibrose observada (Figura 5D)

. - . -
> » ~ - 2 ~
& ™ - >
- . -
: . - . 4 - -
s Y S
- . &

109 p=0,0418
@
8 g * 30 - r=0,644
S p=0,0016
S o5 4 Y=1,173x+1,214 ®
g g
3 o 20 ®
= ]
g 44 3 ® )
E ¢ °
g 2 15 1
Lo, 3
> © 10
& 5

0 - 5

@Controle
0J e G e o ® @ Cardiomiopatico

0 3 6 9 12 15
CFU-F (niimero/100.000céls.)

Figura 5 — Fotomicrografias de campo claro representativas das células dentro de
cada colénia em ambos 0s grupos experimentais controle (A) e cardiomiopatico (B).
Em C estdo mostrados os valores médios (xepm) das contagens de CFU-F em ambos
0s grupos (aumento 10x, * p<0,05 versus controle). Em D estd mostrado a correlacdo
positiva significativa entre a quantidade de CFU-F no tecido e o grau de fibrose
miocardica.
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3.3 PROLIFERACAO CELULAR

A andlise das curvas de proliferacdo in vitro das cMSC em ratos controle e
cardiomiopaticos, mostradas na figura 6, demonstrou uma taxa de crescimento celular
significativamente elevada em animais com cardiomiopatia em comparagao com ratos

controle (p <0,05).
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Figura 6 — Curvas de proliferacao celular in vitro expressas como numero de células
crescidas/poco (zepm) em diferentes tempos nos dois grupos experimentais, controle
e cardiomiopatico. (*p<0,05 versus grupo controle no tempo indicado).

3.4 DIFERENCIACAO OSTEOGENICA E ADIPOGENICA

A capacidade de diferenciacédo adipogénica (Figuras 7A e 7B) e osteogénica
(Figuras 7C e 7D) in vitro em ratos cardiomiopaticos e controle foi qualitativa e
guantitativamente analisada pela medida da area relativa (porcentagem) ocupada pela
coloracdo especifica versus a area total do campo microscépico. Como podemos
observar na figura 7E, a capacidade de diferenciacdo adipogénica foi
significativamente maior em cMSCs de ratos com cardiomiopatia em comparag¢do com
animais controle (14,01+1,69% versus 8,25%1,62%, respectivamente, p = 0.0393). Na
figura 7F observa-se também que a capacidade de diferenciacdo osteogénica em

cMSCs também foi significativamente maior em ratos com cardiomiopatia em
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comparagcdo com animais controle (51,29+8,09% versus 20,73%5,95%,
respectivamente, p = 0.0188).
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Figura 7 — Fotomicrografias de campo claro representativas das células diferenciadas
em adipdcitos (painéis A e B) coradas por Oil Red e em osteoblastos (painéis C e D),
corados por Alizarin Red, nos grupos controle (painéis A e C) e cardiomiopatico
(painéis B e D). Painéis E e F indicam as areas do campo microscopico (xepm)
ocupadas pelas células diferenciadas nos grupos controle e cardiomiopético,
respectivamente. (p=probabilidade, *p<0,05 versus grupo controle).
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4 DISCUSSAO

O presente estudo mostrou, pela primeira vez, que algumas propriedades
funcionais de cMSCs, incluindo quantidade, taxa de crescimento e capacidade de
diferenciacao adipogénica e osteogénica, sao aumentadas nos coragdes de ratos com
cardiomiopatia induzidos com isoproterenol em comparagao com 0s ratos controles.
Nossos dados de cultura de células in vitro sugerem que o dano cardiaco causado
pela cardiomiopatia esta contribuindo para o desenvolvimento dessas alteracdes
funcionais. Além disso, levando em consideracao as crescentes evidéncias do papel
regenerativo desempenhados pelas células tronco cardiacas, incluindo as cMSCs,
nossos achados sugerem que cMSCs poderiam estar implicadas na patogénese da
cardiomiopatia de Takotsubo.

A administracdo de isoproterenol em dose elevada por dois dias consecutivos
foi capaz de induzir um quadro cardiomiopatico ao final de 30 dias. Este quadro foi
atestado por meio de alteracdes eletrocardiogréaficas sugestivas de sobrecarga atrial
esquerda (duracdo de onda P prolongada) e hipertrofia ventricular (intervalo QT
prolongado), similares as observadas por Wexler BC, Willen D, Greenberg BP.,1974
e Bestetti et al., 1987. Concomitantemente, foram também notadas alteracdes
mecanicas significativas ao ecocardiograma, com marcada reducao da fracdo de
ejecdo, caracterizando uma disfuncdo sistdlica significativa, a semelhanca do
observado por Li Z et al., 2004 e Willis et al., 2015. Estas alterac¢des funcionais foram
acompanhadas de dilatacdo cardiaca ao ecocardiograma e morfometria, hipertrofia
miocérdica (indice de massa cardiaca aumentado), infiltracdo inflamatéria e fibrose
miocéardica no estudo histoldgico, caracterizando assim um quadro manifesto de
cardiomiopatia, similar ao observado por diversos autores na literatura (Stanton HC,
Brenner G, Mayfield ED Jr, 1969; Rona G et al., 1973; Rona G, 1985; Xiao H et al.,
2018; Alemasi A et al., 2019), o qual é semelhante ao observado na sindrome de

Takotsubo.

As cMSCs investigadas no presente estudo exibiram suas caracteristicas
definidoras de acordo com o indicado pela Sociedade Internacional de Terapia com
Células Tronco e pelo Comité de Células Tronco mesenquimais e teciduais (Horwitz

EM et al., 2005), como capacidade de aderéncia ao plastico, formato fibroblastéide,
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capacidade clonogénica e capacidade de diferenciacdo osteogénica e adipogénica in
vitro utilizando meios de diferenciacdes especificos, demonstrando suas propriedades

multipotenciais.

Levando em consideragdo a cardiomiopatia evidente em nossos animais,
estudamos pela primeira vez, algumas propriedades funcionais das cMSCs nos
coracdes dos ratos com isquemia induzido por isoproterenol. Tais propriedades neste
orgédo, foram originalmente identificadas em 2006 por Meirelles LdaS, Chagastelles
PC, Nardi NB, e em camundongos e humanos por Chong et al., 2011. Esses autores
descreveram varios achados do coracdo que compartiiham muitas semelhancas

funcionais e fenotipicas com as MSCs de medula 6ssea.

Devido a capacidade de formar colbnias clonais e sua maior taxa de
crescimento celular em cultura, o ensaio de CFU-F tem sido um importante aliado para
guantificacdo do niumero de MSCs presente no coracao, e também em outros tecidos
(Scarpone et al., 2019; Chong et al., 2011; Meirelles LdaS, Chagastelles PC, Nardi
NB, 2006). Nossos achados no presente estudo demonstraram que as ceélulas
extraidas dos coracdes de animais cardiomiopaticos apresentaram um ndmero
significativamente maior de CFU-Fs em comparacdo com os aqueles isolados de
animais controles, indicando uma maior quantidade de cMSCs em ratos com
cardiomiopatia (0.0067% de cMSCs em ratos cardiomiopaticos versus 0.0036 % em
ratos controles). Singh MK, Epstein JA, 2012, destacou que as CFU-Fs cardiacas
possuem um importante potencial terapéutico no reparo do tecido cardiaco. As taxas
proliferativas significativamente mais elevadas em ratos com cardiomiopatia poderia
refletir uma taxa mitética mais pronunciada dessas células in vivo, explicando assim o

maior numero de cMSCs encontrado.

Gharravi AM, 2019, observou em seu trabalho, uma melhoria no isolamento e
um aumento da proliferacdo celular e de CFU-F, utilizando um biorreator de baixa
tensdo de cisalhamento com hidrogel de alginato. Por outro lado, pesquisadores
sugerem que ions K* influenciam no sucesso da proliferacéo celular, podendo ainda,
ser utilizado como marcador fisiol6gico da proliferacéo de células-tronco (Marakhova
| et al., 2019). Na diferenciacao osteogénica, alguns estudos demonstram o potencial
das MSCs na osteogénese, despertando interesse em ambientes clinicos e

experimentais. Em relacdo a diferenciacdo adipogénica, os achados indicam que a
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metilacdo, e outros fatores, sdo responsaveis pela regulacdo da diferenciacao
adipocitica das MSCs (Baker N, Sohn J. &Tuan, RS, 2015; Teven et al.., 2011).

Observamos um maior nimero de cMSCs nos tecidos cardiacos de ratos com
cardiomiopatia, e também, uma maior capacidade de diferenciacdo adipogénica e
osteogénica in vitro, sugerindo uma tentativa de reparacdo celular nos animais
cardiomiopaticos, corroborando com os achados de Klopsch C et al.,2017, que
observaram maior capacidade diferenciacdo multipotente e de expansao clonogénica
das cMSCs ap6s isquemia cardiaca. Curiosamente, De Paula DRM et al., 2017,
observaram uma menor capacidade de diferenciacéo adipogénica e osteogénica em
ratos diabéticos, sugerindo que tais células podem sofrer influéncias pela
hiperglicemia / hipoinsulinemia no metabolismo energético desses animais. A
correlacdo positiva significativa, ainda que discreta, entre o nimero de CFU-Fs no
tecido e o grau de fibrose miocardica observa do neste modelo de cardiomiopatia pode
também sugerir uma maior tendéncia das cMSCs se diferenciarem em fibroblastos, o
gue poderia entdo estar contribuindo para patogénese da fibrose, a semelhanca do

observado em ratos com cardiomiopatia diabética (De Paula et al. 2017).

Diversas pesquisas utilizando as MSCs tém demonstrado beneficios em
inimeras doencas. Podemos destacar: na hipertensédo arterial sistémica (De Oliveira
LF et al., 2015), na doenca de Parkinson (Berrio Sanchez J et al., 2019), doencas de
pele (Golchin A et al., 2019), doencas inflamatorias intestinais (Markovic BS et al..,
2018), doencas do figado (Lou G et al., 2017), doencas da retina (Ding SLS, , Kumar
S, Mok PL, 2017), doencas reumaticas (Cosenza S et al..,2017), doencas musculares
(Lee NK, Na DL, Chang JW, 2018), osteoartrites (Harrell CR et al., 2019), doencas
tumorais (Mohr A; Zwacka R, 2018), doenca de Alzheimer (Wang SS, Jia J, Wang Z,
2018), doenca de Crohn (lbraheim H et al., 2018), nas doencas cardiovasculares
(Terashvili M, Bosnjak ZJ, 2019), entre outras.

Na literatura existem varios trabalhos demonstrando a utilizacdo das MSCs
como tratamento, possibilitando melhorias na funcdo cardiaca. Natsumeda M et al.
(2017), utilizou MSCs autbélogas em combinacdo com células-tronco cardiacas e
trataram suinos com cardiomiopatia isquémica e obtiveram uma
melhor regeneracdo cardiaca e recuperacao funcional do ventriculo esquerdo, sem
reacdo imunoldgica adversa. Adicionalmente, os exossomos derivados de MSCs

aumentaram a proliferacdo e a capacidade angiogénica, sugerindo a utilizagdo dessa
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populacdo de células para promover o reparo cardiaco (Shao L et al., 2017; Zhang Z
et al., 2016). Curiosamente, a combinacao de eNOS (éxido nitrico sintase endotelial)
superexpresso e de MSCs apresentaram dados significativos em ratos com infarto do
miocardio, a combinacdo pode ser uma abordagem potencial para o reparo cardiaco
(Chen L etal., 2017).

A utilizacdo da droga isoproterenol em nosso estudo € devido a sua eficacia em
causar cardiomiopatia em modelos animais. Existem diversos estudos disponiveis na
literatura empregando o mesmo modelo. Em 2015, Taghavi H, et al., induziram
cardiopatia com isoproterenol em felinos e tratou esses animais com MSC e células
tronco c-Kit+, obtendo melhoria na funcédo cardiaca e atenuando remodelamento
patolégico. Gaafar T et al., 2017, utilizaram isoproterenol em ratos para causar
cardiomiopatia e depois trataram com as MSC derivada de geléia de Wharton

humano, promovendo uma melhor protecéo cardiaca e uma reducéo da mortalidade.

Ao simular a cardiomiopatia de Takotsubo, nossos dados empregando ratos
com cardiomiopatia induzida pelo isoproterenol indicam de forma inédita um perfil
funcional exacerbado das cMSCs, com maior quantidade, proliferacéo e diferenciacéo
celular, permitindo um melhor entendimento em nivel celular e uma eventual
contribuicdo para um possivel novo alvo terapéutico. Diante disso, podemos perceber
a necessidade de conhecimentos dessa populacéo de células como modelo norteador

para o desenvolvimento de tratamentos em diversas doencgas do coracgao.

Em concluséao, o estudo mostra pela primeira vez, em ratos com cardiomiopatia
induzido por isoproterenol, que as cMSCs estédo presente em maior niumero no tecido
cardiaco, demonstrando um maior crescimento celular, exibindo uma capacidade de
diferenciacdo aumentada no tecido cardiaco lesado. Estas alteracbes nas
caracteristicas funcionais e proliferativas das cMSCs podem estar implicadas na

fisiopatologia da cardiomiopatia de Takotsubo.
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