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RESUMO

As doengas cardiovasculares apresentam-se como alvos atraentes para a Terapia Celular (TC)
e atualmente diversos tipos de células-tronco, embriondrias e adultas, t€ém sido cogitados
como fonte para TC cardiaca. Para que o potencial da TC possa ser explorado eficazmente é
necessario um maior conhecimento da diferenciacio dos diversos tipos de células
pluripotentes disponiveis, assim como acesso a sistemas de referéncia adequados. No
embrido, a circulacdo corondria deriva do 6rgio proepicardico (OPE), que é constituido por
células multipotentes, precursoras do endotélio, das células musculares lisas (CML), dos
fibroblastos dos vasos corondrios e também do epicdrdio. Acreditamos que o estudo do
desenvolvimento das corondrias possa levar ao aperfeicoamento da TC cardiaca através do
desenvolvimento de modelos eficientes de angiogénese. Assim, buscamos estabelecer um
sistema de cultura para o OPE, caracterizando o estado de diferenciacdo dos precursores
corondrios em cultura, e ainda, elucidar fatores envolvidos na manutencdo do estado
indiferenciado destas células. Com isso, demonstramos a viabilidade da cultura do OPE,
assegurando a manutencdo de caracteristicas enddgenas destas células em cultura.
Demonstramos ainda, que o soro fetal bovino (SFB), indispensavel a adesao celular, apresenta
um forte efeito indutor da diferenciagdo de CMLs em cultura. Refreando esta indugdo, o 4cido
retindico (AR) se apresentou como um forte candidato a mantenedor do estado indiferenciado
das células do OPE, sendo capaz ndo s6 de diminuir significativamente o nimero de CMLs
em cultura, como também de aumentar a expressdo de WT1 e RALDH2, reconhecidos como

marcadores do estado indiferenciado desta linhagem celular.

Palavras chave: 1. Precursores coronarios. 2. Terapia Celular. 3. Acido Retindico. 4. Orgio
proepicardico. 5. Embrido.
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As doengas cardiovasculares apresentam caracteristicas que as tornam alvos atraentes
para a terapia celular. Em resposta a agressdes variadas, o coracdo apresenta reacdes
estereotipadas destinadas a preservar sua fungdo. O exemplo cldssico € a hipertrofia cardiaca
ativada em patologias hipertensivas, valvulares, isquémicas e genéticas (ORLIC et al., 2001;
ABBOTT & GIORDANO, 2003; CIULLA et al., 2004). Embora eficientes a curto prazo,
essas reacOes regulatdrias estereotipadas se tornardio os principais agentes de destrui¢do do
orgdo a longo prazo. Portanto, a existéncia de danos semelhantes em agressdes muito
heterogéneas fornece uma base racional para o uso de estratégias comuns de preservacio da
funcdo cardiaca sendo que, em muitos dos casos de doenca cardiaca, como em cardiopatias
isquémicas, o objetivo terap€utico € a restauracdo da contratilidade do 6rgdo através da
recuperagdo da malha circulatéria.

Nos ultimos anos abriram-se perspectivas para um uso amplo das células pluripotentes
em medicina. Diversos modelos foram testados em animais de experimentacido e em ensaios
clinicos e os resultados iniciais t€m oferecido esperanca. Hoje, diversos tipos de células-
tronco, como as embriondrias, germinativas, do corddo umbilical e da medula dssea adulta
tém sido cogitadas como fonte para terapia celular cardiaca (ORLIC et al., 2001; ABBOTT &
GIORDANO, 2003; CIULLA et al., 2004). Problemas praticos e éticos t&€m consolidado uma
preferéncia pelas células pluripotentes da medula éssea adulta, sendo que graus variados de
sucesso t€m sido registrados tanto em protocolos clinicos quanto experimentais (ORLIC et
al., 2001; ABBOTT & GIORDANO, 2003; CIULLA et al., 2004). Contudo, a terapia celular
cardiaca ainda é um procedimento pouco sofisticado, tanto do ponto de vista teérico quanto
do operacional, e hoje a intervencdo médica se limita a semi-purificagdes e & administracao
direta ou indireta de células-tronco da medula éssea adulta.

Para que o potencial da terapia celular cardiaca possa ser explorado eficazmente, é
necessario um maior conhecimento da biologia da diferenciagdo dos diversos tipos de células
pluripotentes disponiveis. Quatro objetivos fundamentais precisam ser atingidos: 1-
estabelecer quantitativamente os potenciais angiogénicos dos varios tipos de células-tronco;
2- desenvolver a capacidade de programar a sua diferenciacio; 3- desenvolver testes para a
determinacdo das capacidades individuais de diferenciacdo vascular e, com isso, estabelecer
tanto o nimero quanto a composicdo de tipos celulares administrados; 4- expandir o potencial
de diferenciagdo vascular das células-tronco. A realizacdo desses quatro objetivos sé serd

possivel se dispusermos de sistemas de referéncia adequados. Portanto, acreditamos que o
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estudo do desenvolvimento embriondrio da circulagio corondria pode fornecer elementos para
o incremento da capacidade restauradora das células-tronco, levando a um desenvolvimento e
aperfeicoamento de técnicas de revascularizagdo de coracdes afetados pela insuficiéncia
corondria.

Embora relativamente desconhecido, o eixo 6rgao proepicérdio/epicirdio (OPE/E) é
responsavel pela origem da circulacdo corondria durante o desenvolvimento (PEREZ-
POMARES et al., 1997, DETTMAN et al., 1998; GITTENBERGER-DE GROOT et al.,
1998; MANNER, 1999; PEREZ-POMARES et al., 2002b). Assim, enquanto outras células-
tronco podem ser consideradas “amadoras” para a formacao de vasos corondrios, as células do
eixo OPE/E sdo, verdadeiramente, as “profissionais” nesta funcdo. Portanto, acreditamos que
as diversas transformacdes sofridas pelas células que compdem o eixo OPE/E podem fornecer
valiosas indicacdes sobre os processos-chave envolvidos na angiogé€nese corondria
fisiologica.

Tendo em vista o futuro desenvolvimento de um modelo eficiente de angiogénese
corondria baseado na biologia do desenvolvimento desta malha vascular, o presente trabalho
busca compreender vias envolvidas na manutencdo do estado indiferenciado das células
derivadas do OPE e na diferenciagc@o dos precursores corondrios. Para tanto, este trabalho foi
desenvolvido em duas etapas. Na primeira etapa buscamos a padronizacdo da cultura do
OPE. Ainda nesta primeira etapa as células derivadas do OPE em cultura foram
caracterizadas através de imunohistoquimica, quanto aos principais fendtipos vasculares. Na
segunda etapa do trabalho procuramos descobrir um método para manter as células do OPE
em um estado indiferenciado, caracterizado pela manutencdo de marcadores tipicos do

fendtipo indiferenciado como WT1 e RALDH2.
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2.1 A Origem da Circulacao Coronaria

O sistema circulatério de amniotas € formado em estidgios muito precoces do
desenvolvimento embriondrio, satisfazendo assim a crescente demanda metabdlica do
embrido em rdpido desenvolvimento. Assim, o coragdo € o primeiro 6rgdo funcional,
apresentando o seu primeiro batimento por volta de 8.25 dias de desenvolvimento em
embrides de camundongo (estigio HH10 em embrides de galinhas). Neste momento, o
coracdo embriondrio € uma estrutura tubular, constituida por uma fina camada de tecido
muscular (miocardio), revestido internamente pelo endocirdio (DE LA CRUZ &
MARKWALD, 1998; XAVIER-NETO e al., 2005). Esta organizacdo simples do coracdo
precoce permite que as necessidades metabdlicas basicas do miocérdio, ainda de pequena
espessura, sejam obtidas por processos de difusdo a partir do sangue circulante. Porém, a
medida que ocorre o espessamento da parede do miocardio, a difusdo de oxigé€nio e
metabdlitos se torna insuficiente para a demanda dos cardiomiécitos em proliferacéo,
fazendo-se necessario o desenvolvimento de uma malha circulatéria para a perfusdo da parede
cardiaca — a circulacdo coronéria.

O grupo de precursores da circulagdo corondria esta concentrado no OPE, um 6rgio
mesodérmico transitério encontrado em vertebrados de peixes a aves e mamiferos (MANNER
et al., 2001). O OPE surge no septo transverso, entre o broto hepético e o coragdo abaixo do
canal atrioventricular (MANNER, 1993). Este 6rgdo mantém a estrutura mesotelial da parede
do celoma, organizando-se, porém, em uma série de vilosidades epiteliais, constituidas por
células multipotentes precursoras de quatro tipos celulares: endotélio, células musculares lisas
(CML), fibroblastos corondrios e epicardio (PEREZ-POMARES et al., 1997, DETTMAN et
al., 1998; GITTENBERGER-DE GROOT et al., 1998; MANNER, 1999; PEREZ-POMARES
et al., 2002b).

A partir do OPE, as células precursoras migram para o coragdo suprajacente onde
formam o epicardio (XAVIER-NETO et al., 2000; MANNER et al., 2001; NAHIRNEY et
al., 2003). Uma série de estudos tem demonstrado a existéncia de dois diferentes mecanismos
de transferéncia das células do OPE até o miocardio através da cavidade pericardica. No
primeiro mecanismo, predominante em peixes e alguns mamiferos, agregados celulares
formados pelas vilosidades do OPE atravessam passivamente o fluido da cavidade pericardica

alcancando a superficie nua do miocardio em diferentes pontos, de onde se inicia a migracio
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sobre a parede do miocirdio (PEREZ-POMARES er al., 1997; MANNER et al., 2001).
Estudos com embrides de anfibios e aves demonstraram a predomindncia de um segundo
mecanismo de transferéncia de células. Nestes organismos uma ponte de matriz extracelular
se forma entre o OPE e o coracdo, o que permite a ligacdo direta de vilosidades deste 6rgdo
com o miocirdio (MANNER et al., 2001; NAHIRNEY et al., 2003). Segundo NAHIRNEY e
colaboradores (2003) esta ponte de matriz extracelular € rica em proteoglicanos de heparam
sulfato. Com isso, os autores sugerem que esta ponte poderia atuar ndo somente como uma
ligacdo fisica entre as duas estruturas, mas também como um centro de sinalizacdo e
regulacdo da transferéncia de células do OPE. Isso porque matrizes ricas em proteoglicanos
de heparam sulfato podem atuar também como estoques de fatores de crescimento com papel
em sinalizag@o pardcrina (NAHIRNEY ez al., 2003).

Através de interagdes adesivas com o miocdrdio as células provenientes do OPE
iniciam migracdo e proliferacdo sobre este 6rgdo. Este processo culmina com a criacdo do
epicardio, a membrana que recobre externamente o coracdo. Durante a ultima década a
geracdo de animais knockout foi um passo importante para a elucidacdo da formacdo do
epicardio, bem como das moléculas envolvidas neste processo. Desta forma, destacou-se a
importancia das moléculas de adesdo celular VCAM-1 (expressa no miocardio, KWEE et al.,
1995) e a subunidade a-4 da integrina (expressa nas células derivadas do OPE, YANG et al.,
1995), no reconhecimento e migracao das células do OPE sobre o miocardio e na formacio e
manutengdo do epicirdio. Animais deficientes para estas moléculas de adesdo perecem por
volta de 10.5 dias de desenvolvimento com caracteristicas comuns como auséncia de
epicardio, md formacdo corondria e hipoplasia ventricular. Outro elemento comum nestes
modelos € a hemorragia intrapericardica caracterizada pela falta de conexdo entre a malha
corondria (neste caso deficiente) e o tronco da aorta, que acaba assim por derramar sangue
dentro da cavidade pericardica. A convergéncia deste fendtipo demonstra a complexidade das
vias genéticas que envolvem a morfogénese corondria, sendo comum a sua manifestacio em
animais deficientes na expressdao de moléculas como GATA4 e o seu ligante FOG2, também
relacionadas ao processo de formag@o/manutencdo do epicardio (TEVOSIAN et al., 2000;
CRISPINO er al., 2001; KATZ et al., 2003; WATT et al., 2004). O Quadro 1 mostra a
convergéncia de fendtipos entre animais deficientes em genes envolvidos com a morfogénese

do eixo OPE/E.
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Gene/

Alteraciio Fendétipo cardiaco Referéncia
od Hemorragia intrapericardica, miocardio ventricular
Integrina hipoplésico, descolamento do ep,ic.érdio e subdesenvolvimento | (YANG et al., 1995)
corondrio.
Miocérdio ventricular hipoplasico, descolamento do epicardio,
Epo/EpoR subdesenvolvimento do espago subepicérdico e auséncia de (WU et al., 1999)
estruturas capilares (corondrias)
ETS1.2 Alterag(?es/ no desen\/zolvimenfo do miocérdio, .hemorragia (MACIAS et al..
(antisense) subeplcarc'hcg e md formggao (Sl}‘bdesean)l.VlmentO) e 1998)
distribuicao da circulagdo corondria.
FOG1 Hemorragia intrapericairdica: hipoplfisia ventricular, defeitos (KATZ et al., 2003)
de septacdo ventricular.
FOG2 Hemorragia intrapericdrdica, miocardio ventricular (TEVOSIAN et al.,
hipoplésico e anormalidades (subdesenvolvimento) corondrias. 2000)
GATA4 Auséncia de OPE, hipoplasia Yentricular, defeitos de septagdo ;g(ﬁl;svl;g\{l?reetta‘fi’
ventricular.
2004)
Apoptose do OPE, miocardio ventricular hipoplasico, ma (GR_UBER etal,
RXRa formacio do epicardio, diminui¢do no nimero de ilhotas 1996; CHEN et al.,
sangiiineas n’o espaco subepicéardico 2002; JENKINS et
’ al., 2005)
Miocérdio ventricular hipoplésico, defeitos no septo
VCAM interventricular, auséncia do epicardio, hemorragia (KWEE et al., 1995)
intrapericdrdica.
Miocérdio ventricular hipoplédsico, hemorragia
WT1 intrapericdrdica, ma formacdo do epicardio (epicardio (MOORE et al.,
descontinuo), pequeno niimero de células derivadas do 1999)
epicédrdio e auséncia de corondrias.
Ablagido Miocérdio ventricular hipoplésico, atraso na formacdo do
manual do | epicardio, pequeno nimero de células derivadas do epicardioe | (MANNER, 1993)
OPE deficiéncia (subdesenvolvimento) corondria.

Quadro 1: Modelos animais para alteracdes no eixo OPE/E

Durante a fase inicial de formagdo do epiciardio, as células desta monocamada

apresentam-se diretamente aderidas a superficie do miocardio. Subseqiientemente, entretanto,

um espaco preenchido por matriz extracelular surge entre estas duas camadas celulares

(WESSELS & PEREZ-POMARES, 2004). Inicialmente, este espagco subepicardico se forma

nas juncdes atrioventricular, conoventricular e interventricular, surgindo posteriormente ao

longo dos ventriculos e na por¢do ventral dos atrios (PEREZ-POMARES et al., 1997). O

espaco subepicdrdico é rico em elementos de matriz extracelular como coldgeno tipo IV,

fibronectina e laminina (KALMAN et al., 1995). Atualmente acredita-se que a fibronectina

produzida pelo miocérdio precede a chegada de células epicérdicas, podendo assim atuar no
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direcionamento da migracdo destas células. Contudo, a organizacdo desta matriz €
descontinua, observando-se nichos de maior acimulo nas regides do canal atrioventricular e
do septo interventricular, formando microambientes propicios a hematopoiese e
vasculogénese (KALMAN et al., 1995). Isso se d4, provavelmente, devido ao acimulo de
fatores de crescimento produzidos pelo miocardio como FGFs, VEGFs, TGFfs e BMPs
(WESSELS & PEREZ-POMARES, 2004).

Em todos os vertebrados estudados, o recém formado espaco subepicdrdico é
prontamente povoado por células mesenquimais que, sofrendo drdsticas mudangas em seu
citoesqueleto, se destacam do epicardio, em um processo conhecido como transformacio
epitélio-mesenquimal (DETTMAN et al., 1998; MANNER et al, 2001; WESSELS &
PEREZ-POMARES, 2004). A transformacdo epitélio-mesenquimal do epicardio ¢é
semelhante a que ocorre durante a formacdo dos coxins endocérdicos que, posteriormente,
dardo origem as valvulas do canal atrioventricular. E destacada a participagdo de fatores de
crescimento, produzidos pelo miocardio, como bFGF, TGFp, BMP2 ¢ BMP4, na indugéo
desse processo (WESSELS & PEREZ-POMARES, 2004). Uma vez no espacgo subepicardico,
subgrupos destas células oriundas do epicérdio invadem o miocérdio e entram em processo de
diferenciacao, sofrendo a influéncia de varios fatores de crescimento/citocinas como VEGF,
PDGF, BMPs e FGFs. A partir de entdo, estas células se diferenciam em endotélio,
musculatura lisa e fibroblastos corondrios, os tipos vasculares principais (WESSELS &
PEREZ-POMARES, 2004) (Figura 1). Destaca-se também um papel importante das células
derivadas do OPE na regulacdo da proliferagdo do miocardio, na diferenciagdo das fibras de
Purkinje e, ainda, na septacdo do coracio (MANNER, 1993; KWEE et al., 1995; YANG et
al., 1995; MANNER, 1999; MOORE et al., 1999; GITTENBERGER-DE GROOT et al.,
2000).

Em resumo, o eixo OPE/E fornece a possibilidade de identificacdo dos mecanismos
genéticos que dirigem uma célula precursora ao destino coronario. Portanto, acreditamos que
o estudo da biologia das células que compdem o eixo OPE/E, particularmente dos processos
de geracdo do OPE, a mobilizagdo dos precursores coronarios a partir do epicardio e a
diferenciagcdo dos precursores intramiocardicos, contribuird, a longo prazo, significativamente

para o aprimoramento das técnicas de revascularizagdo do coragdo.
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Figura 1: O eixo OPE/E. O OPE (6rgéo proepicardico) ¢ a fonte inicial de precursores da circulagdo
corondria. A partir do OPE as células migram sobre o miocardio e formam o epicardio. A
transformacdo epitélio-mesenquimal de uma subpopulagdo das células epicardicas gera células
multipotentes e migratérias que invadem o miocdrdio. A diferenciacdo destas células derivadas do
epicardio ocorre dentro do miocdrdio em resposta a sinalizagdo por fatores de crescimento/citocinas
como VEGF, PDGF, BMPs e FGFs.
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2.2 Bases moleculares da vasculogénese coronaria

Nos tltimos anos tem se acumulado informacgao considerdvel sobre a biologia celular e
molecular das células do eixo OPE/E. Virios mecanismos de diferenciagdo t€m sido
sugeridos, assim como tem sido descrita uma série de marcadores moleculares dos varios
fendtipos vasculares, intermedidrios e definitivos (WESSELS & PEREZ-POMARES, 2004).
De maneira simplificada, todos os processos de diferenciacdo ocorrem a partir de um cendrio
onde os precursores corondrios se encontram em estdgio indiferenciado no OPE e no
epicdrdio. O processo de diferenciacdo tem inicio apds a transformacéio epitélio mesenquimal
e formacdo das células derivadas do epicardio. Nesses estdgios parcialmente indiferenciados,
as células derivadas do epicardio expressam uma série de marcadores caracteristicos como os
fatores de transcricio Slug (CARMONA et al., 2000) e Ets (MACIAS et al., 1998; LIE-
VENEMA et al., 2003) envolvidos no processo de transformagio epitélio mesenquimal; o
receptor de eritropoetina (EpoR), provavelmente relacionado a resposta de vias angiogénicas;
o fator de transcricdo tipo zing finger WT1 (Wilms’ tumor transcription factor) (MOORE et
al., 1999; CARMONA et al., 2001; PEREZ-POMARES et al., 2002b), e a enzima chave na
sintese de 4cido retindico (AR), a RALDH2 (MOSS et al., 1998; XAVIER-NETO et al.,
2000); além de uma série de moléculas de adesdo como Bves (REESE er al., 1999), e a
subunidade a-4 de integrina (YANG et al., 1995). Embora alguns destes genes sejam apenas
marcadores do fenétipo indiferenciado ou efetores da interacdo adesiva entre epicardio e
miocérdio, é possivel que RALDH2 e WT1 estejam envolvidos na manutencio do estigio
indiferenciado ou na regulacdo da diferenciacdo das células derivadas do OPE, o que é
sugerido pelo fato de que a sua expressdo é diminuida durante o processo de diferenciacio
(PEREZ-POMARES et al., 2002a; GUADIX et al., 2006)

Diferentemente do proposto previamente, as corondrias se formam a partir de um
processo denominado vasculogénese (MUNOZ-CHAPULI et al., 2002). A vasculogénese se
caracteriza pela diferenciacdo in situ de precursores vasculares, formando ilhotas sangiiineas
que acabam por se interconectar, formando uma malha vascular. Guadix e colaboradores
(2006) recentemente demonstraram, in vivo, um alto poder vasculogénico do OPE, sendo este
potencializado pelos fatores de crescimento VEGF e FGF.

Os precursores corondrios s6 adquirem a expressdo de marcadores fenotipicos apods a

transformacéo epitelial-mesenquimal. Mais freqiientemente, a expressdo € iniciada quando
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eles ainda estdo no espago subepicardico e/ou durante a sua migracdo através do miocardio
(PEREZ-POMARES et al., 2002b). Inicialmente, parece haver uma clara separagdo temporal
entre a diferenciacdo endotelial (HH21 em embrides de galinha) e a muscular lisa (HH32 em
embrides de galinha), sugerindo que esta tltima € suprimida até que haja suficiente geracio de
tipos endoteliais sob a influéncia de VEGF produzido pelo miocardio hipéxico (TOMANEK
et al., 2001b; TOMANEK et al., 2002). Mesmo apds o encaminhamento dos precursores a
diferenciagdo muscular, parece haver ainda um estdgio proliferativo, pré-muscular,
caracterizado pela expressdo de o-actina de miusculo liso (LANDERHOLM et al., 1999). A
passagem para este estiagio parece ser regulada pelo PDGF produzido pelas células endoteliais
(LANDERHOLM et al., 1999; LU et al., 2001; TOMANEK et al., 2001b). Uma elevada
proporcao destas células progride rumo a diferenciacio CML definitiva sob o controle de SRF
(Serum Response Factor), enquanto que o balangco pode constituir um compartimento
proliferativo, ou mesmo assumir outros destinos vasculares (DU et al., 2003). Pouco ainda se
sabe sobre os mecanismos que controlam a diferenciacdo dos precursores corondrios em
fibroblastos/pericitos.

Em nossa interpretacdo, a geracdo dos tipos corondrios principais (o endotélio e as
CML) reflete a atuacdo de diferentes fatores destinados, primeiramente, a refrear a
diferenciagdo dos precursores corondrios, € posteriormente, a induzir fenétipos vasculares
especifico. Assim, dois tipos de controle seriam impostos aos precursores corondrios: um
controle geral, exercido durante a fase de OPE e epicdrdio, e destinado a manter o fendtipo
precursor indiferenciado, e um controle especifico da diferenciagdo ao fendtipo vascular,

endotélio ou CML (Figura 2).
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Célula endotelial Célula muscular lisa

Figura 2: Controles exercidos sobre os precursores corondarios. A) Controle geral, exercido
durante a fase de OPE, epicdrdio e célula multipotente, e destinado a manter o fenétipo precursor
indiferenciado. Entre as moléculas que podem estar participando desta via estdio o WT1 e o AR. B)
Controle especifico da diferenciacdo. Na presenca de fatores como soro/PDGF, a célula multipotente
assume um fen6tipo de CML. Por outro lado, na presenga de fatores como VEGF e FGF, ha a indugdo
do fendtipo endotelial.

2.2.1 O estado indiferenciado das células derivadas do epicardio

Entre os possiveis candidatos ao papel de mantenedores do fenétipo indiferenciado no
OPE e no epicardio estdo o fator de transcricio WT1 e a sinalizacdo via AR. O WT1 é um
fator de transcricdo do tipo zinc finger, identificado como fator candidato no desenvolvimento
de um tumor pedidtrico renal de alta freqiiéncia (LITTLE ef al., 1999; LEE & HABER, 2001;
ROBERTS, 2005; SCHOLZ & KIRSCHNER, 2005). Durante o desenvolvimento
embriondrio, o WT1 apresenta uma ampla expressdo génica, estando envolvido na formacao
dos rins, de neur6nios, da glandula adrenal e do epicardio (MOORE et al., 1999; ROBERTS,
2005). Em animais knockout para WTI, além da ma formagdo de outros orgdos, hi
diferenciagcdo prematura para musculo liso e crescimento insuficiente da circulacdo corondria
(MOORE et al., 1999). Embora animais knockout para RALDH?2 perecam antes do estdgio de

desenvolvimento das corondrias, hd evidéncias multiplas na literatura de que o AR §é
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necessario para o desenvolvimento corondrio. Animais deficientes em RALDH?2 apresentam
um defeito endotelial intrinseco e animais knockout para RXRo, um receptor de AR,
apresentam um menor nimero de ilhotas endoteliais no coragcdo (CHEN et al., 2002).
Evidéncias circunstanciais para esta hipétese também sdo encontradas nos padrdes de
expressdo destes genes durante o desenvolvimento corondrio. Assim, observa-se uma forte
expressao de WT1 no OPE, no epicdrdio, nas células subepicdrdicas, e nas células que
invadem o miocirdio. E observado um gradiente decrescente de expressio da face epicirdica
do coracdo (zona compacta) até a face endocéardica do coracdo (zona trabeculada), onde
poucas células WT1-positivas sdo encontradas. Isso indica que a medida que as células
derivadas do epicdrdio entram em processo de diferenciacdo, a expressdo de WT1 é perdida
(PEREZ-POMARES et al., 2002b). Paralelamente, a expressdo de RALDH2 foi demonstrada
no OPE, no epicérdio e nas células derivadas em um padrao muito semelhante ao de WT1I,
criando assim, no espago subepicardico, um ambiente rico em AR. A exemplo do que ocorre
com WTI, a expressio de RALDH2 também se reduz a medida em que os precursores
epicdardicos penetram no coracdo e ativam a expressdo de marcadores de diferenciacdo

(PEREZ-POMARES et al., 2002b).

2.2.2 As células derivadas do epicardio e a proliferacdo do miocardio

A criagdo deste ambiente rico em AR no espacgo subepicérdico, associada a sinalizagdo
por eritropoetina, tem sido relacionada a manutencdo de um estado proliferativo da face
epicdardica (zona compacta) do coracdo, culminando com o espessamento da parede do
coracdo. Neste processo, AR e eritropoetina atuam no epicdrdio, e nas células derivadas do
epicardio, que passam a produzir morfégenos atuantes nos cardiomidcitos da zona compacta
do coracao (GRUBER et al., 1996; KASTNER et al., 1997; OGILVIE et al., 2000; CHEN et
al., 2002; STUCKMANN et al., 2003). Recentemente foi demonstrado que moléculas da
familia dos FGFs, particularmente o FGF9, podem estar envolvidos nesta via, atuando como
mitdgenos sobre o miocdrdio. Esta hipdtese tem como base o fato de o FGF9 ser induzido por
AR e expresso no epicardio, e ainda, que animais knockout para este fator de crescimento
apresentam diferenciacdo precoce dos cardiomidcitos resultando em hipoplasia ventricular
(LAVINE et al., 2005). Esta via de sinalizacdo refor¢ca a hipdtese de que o AR e a Epo
podem estar atuando também na manuten¢do de um estado indiferenciado e proliferativo dos

precursores corondrios.
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2.2.3 A diferenciacdo dos precursores coronarios

Os mecanismos moleculares de diferenciacdo endotelial e muscular lisa também estio
sendo elucidados. Atualmente, existem elementos suficientes para se acreditar que os
precursores corondrios atuariam de maneira semelhante a progenitores vasculares bipotenciais
(endoteliais/musculares lisos). Neste modelo os fatores de crescimento VEGF e PDGF seriam
cruciais na decis@o do destino a ser tomado por estas células (MUNOZ-CHAPULI et al.,
2002; GUADIX et al.,, 2006). Esta visdo é baseada em um modelo desenvolvido
recentemente para progenitores derivados de células-tronco responsivos a VEGF e PDGF.
Neste modelo, quando cultivados na presenga de VEGF, os progenitores se diferenciam em
células endoteliais, enquanto que, quando cultivados na presenca de PDGF ou soro, as células
sofrem diferenciacdo a células musculares lisas (YAMASHITA et al., 2000). Consistente
com esta hipotese, recentemente foi demonstrada a co-expressdo de receptores de VEGF e
PDGEF nas células proepicardicas e epicardicas (GUADIX et al., 2006).

A participacdo de VEGF na diferenciagdo de fenotipos corondrios endoteliais vem
sendo estudada ha alguns anos, sendo esta via de sinalizagdo relacionada ao processo de
hipéxia do miocardio (TOMANEK et al., 2001b; TOMANEK et al., 2002). Assim a
proliferacdo dos cardiomidcitos e o aumento da espessura do miocardio, estimulada
indiretamente pela sinalizacdo por AR e EpoR via préprio epicardio, torna insuficiente a
difusdo de oxigénio a partir do endocdrdio. O desencadeamento da hip6xia do tecido em
proliferacdo leva a expressdo de HIF (Hipoxia Inducible Factor) um fator de transcri¢do que
tem como alvo, entre outros genes, o VEGF e a eritropoetina (Epo) (TOMANEK et al., 2002).
Com isso, as células derivadas do epicardio, Flk-1-positivas (VEGFR2), entram em processo
de diferenciacdo, formando ilhotas sangiiineas no espaco subepicirdico. Neste ambiente
hipéxico do coragdo em desenvolvimento a diferenciag@o das células derivadas do epicardio a
CML ¢ tardia e acredita-se que esteja relacionada ao aumento de pressao sofrido pelas células
endoteliais corondrias quando ha a ligacdo da malha corondria recém formada a aorta
(VRANCKEN PEETERS et al., 1997). Em resposta ao estiramento do vaso, as células
endoteliais expressam PDGF promovendo o recrutamento de precursores de CML entre as
células derivadas do epicardio e, consequentemente, a arterializacdo do vaso (FOLKMAN &
D'AMORE, 1996; TOMANEK et al., 2001b; VAN DEN AKKER et al., 2005). O processo
de diferenciacdo (determinacdo) das CML nao estd completamente elucidado, porém, sabe-se

que este € um processo que envolve a expressdo do fator de transcricdo SRF que se liga a
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SREs (Serum Response Element) presentes em uma série de genes marcadores de CML como
a-actina de mdusculo liso, SM22a, calponina, caldesmon (LANDERHOLM et al., 1999) e
também em genes envolvidos com a proliferacdo celular (DU et al., 2003; WANG et al.,
2004). E descrito que a alternancia entre o fenétipo proliferativo e diferenciado das CML é
dependente da formacgdo de complexos protéicos, SFR/Elk1 ou SRF/miocardina, nos SREs,
respectivamente. Assim, a ligacdo de SRF ao coativador miocardina € necessdria e suficiente
para a ativacdo da transcricdo de marcadores de diferenciagdo (proteinas contrateis) (DU et
al., 2003; WANG et al., 2004). Por outro lado, quando hé a sinalizacdo por PDGF ou soro, a
fosforilagdo do fator de transcricdo Elkl desloca a miocardina do complexo, bloqueando a
transcri¢do de genes de diferenciacdo e permitindo a proliferacao deste tipo celular (DU et al.,
2003; WANG et al., 2004).

Uma via de  sinalizacdo  adicional  parece estar envolvida na
especificagdo/determinacdo das CML corondrias. Landerholm e colaboradores (1999)
demonstraram, em cultura, que a expressdo de t-actina de musculo liso ndo é afetada pela
deficiéncia em SRF. Foi demonstrado ainda, que a expressdao de ¢-actina de musculo liso é
precoce, precedendo a transformacio epitélio mesenquimal. Com isso, concluiu-se que a
expressdo de o-actina de musculo liso parece identificar células com o potencial de
diferenciacdo a CML (pré-CML), uma vez que, em cultura, nem todas as células que
expressam oO-actina de musculo assumem marcadores terminais de diferenciagdo para este
fendtipo (calponina, y-actina de musculo liso, e miosina de musculo liso) (LANDERHOLM et

al., 1999).
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Em resumo, hd um considerdvel corpo de evidéncias indicando que a geracdo das
corondrias pode ser entendida como uma competi¢do entre processos de diferenciacdo de
precursores bi- ou multi-potenciais, com os processos que mantém o fendtipo indiferenciado.
Faz-se necessario assim, a elucidacdo dos varios agentes envolvidos tanto na manutengdo do
estado indiferenciado, quanto na diferenciacdo destes precursores, permitindo com isso a
elucidacdo das vias de sinalizacdo envolvidas no desenvolvimento corondrio. A compilagéo
destas informacdes, associadas a ensaios in vivo da potencialidade das células do OPE pode
levar entdo ao desenvolvimento de modelos eficientes de angiogénese cardiaca e, finalmente,
pode abrir perspectivas na utilizacdo deste conhecimento para programar a diferenciacdo de
outros tipos de células-tronco e levando a um incremento de eficiéncia na revasculariza¢do em

terapia celular cardiaca.
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Tendo em vista a potencialidade descrita para as células derivadas do OPE e a
possibilidade de identificacdo dos mecanismos que dirigem uma célula precursora ao destino

corondrio, este trabalho tem como objetivos gerais e especificos:

3.1 Objetivos Gerais

1. Estabelecer um sistema de cultura para o OPE, caracterizando o estado de
diferenciagc@o dos precursores corondrios em cultura.
2. Estabelecer um método de cultura capaz de manter os precursores corondrios em um

estado indiferenciado.

3.2 Objetivos Especificos

A) Estabelecer condicdes de coleta e cultura do OPE de embrides de codorna e de
camundongo.

B) Auvaliar o estado de diferenciagéo das células do OPE em cultura.

C) Definir condi¢des de cultura que propiciam a manutengéo do estado indiferenciado das
células do OPE.

D) Avaliar, em cultura, o desempenho do AR como agente inibidor da diferenciacio das
células derivadas do OPE a CML coronarias, através de imunohistoquimica para o
marcador o-actina de musculo liso.

E) Elucidar os mecanismos de acdo do AR na manutengdo estado indiferenciado das

células do OPE.
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4.1 Obtencao de Embrides

4.1.1 Embrides de codorna

Embrides de codorna (Coturnix coturnix) foram obtidos a partir de ovos fertilizados,
incubados em ambiente dmido a 38,5°C, por aproximadamente 56 horas permitindo o
desenvolvimento embriondrio até os estdgios utilizados para a coleta do OPE, HH16-18
(HAMBURGUER & HAMILTON, 1951) (Figura 3A).

Apds a incubagdo, o conteido do ovo era depositado em uma placa de Petri com o
cuidado de manter o embrido voltado para a superficie. Afastando-se cuidadosamente com
lencos de papel o albiimen que recobre o embrido o blastoderma era exposto, sobre este era
entdo posicionada uma moldura de papel de filtro estéril. O embrido era entdo removido
aderido a moldura de papel filtro, recortando-se as membranas ao seu redor (CHAPMAN et
al., 2001).

Os embrides aderidos a moldura de papel filtro foram lavados em solucdo de PBS
estéril contendo Penicilina e Estreptomicina (12 U/ml) a fim de remover o excesso de gema.
Os embrides foram mantidos em cultura, até o momento da dissec¢do do OPE, com o lado
ventral voltado para cima sobre uma matriz semi-sélida composta de Albiimen/Agar (50% de
Albumen fino de ovos, 123 mM NaCl, 0.3% Agar bacterioldgico, 10 U/ml Penicilina, 10
U/ml Estreptomicina) em placas de Petri que funcionam como camaras timidas mantidas em

estufa a 37°C em atmosfera com 5% de CO..

4.1.2 Embrides de camundongo

Para a obtencdo dos embrides de camundongo (Mus musculus, linhagem FVB) a
gestacdo das fémeas foi estagiada através da observacdo da presenca da rolha vaginal (plug
vaginal) na manhd seguinte ao acasalamento, passando este a ser considerado o dia 0,5 de
desenvolvimento embriondrio. Este acompanhamento é possivel pois assume-se que o
acasalamento entre um casal de camundongos ocorre a meia-noite.

Nos experimentos realizados neste trabalho, os embrides de camundongo foram
coletados apds 9,5 dias de desenvolvimento (dias pds-coito — d.p.c.). Este é o estdgio em que
as células do OPE ainda ndo migraram para o miocardio (Figura 3B). Ap0s o sacrificio da
fémea por deslocamento cervical, a extracdo dos embrides foi feita, por meio de uma incisao

na regido abdominal da fémea e retirada do utero. Os cornos uterinos foram entdo lavados em
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uma placa de Petri contendo PBS + penicilina/streptomicina (12 U/ml). Com o auxilio de
pingas finas, em estereomicroscéopio, os embrides foram individualizados e dissecados de seus
anexos embrionarios em uma segunda placa contendo DMEM (Dulbecco's modified Eagle's

medium) + 15% de soro fetal bovino (SFB).

Figura 3: Modelos experimentais. A) Embrido de codorna no estdgio HH16 (aproximadamente 56
horas de incuba¢@o). B) Embrido de camundongo com 9.5 dpc. As setas indicam a posi¢do do 6rgao
proepicardico. A — atrio comum, AV — canal atrioventricular, SV — seio venoso, V — ventriculo.

4.2 Coleta do OPE

A coleta do OPE, tanto de embrides de codorna quanto de embrides de camundongo,
foi realizada, em estereomicroscopio, com o auxilio de pingas finas e agulhas de tungsténio.
Para tanto, o pericdrdio foi cuidadosamente removido e o OPE dissecado do septo transverso
evitando a contaminacdo com células do seio venoso. Apds a disseccdo os OPEs foram
retirados do meio com o auxilio de capilares de vidro e prontamente posicionados e mantidos

em placas de cultura com DMEM+15%SFB em estufa a 37°C.
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4.3 Cultura Celular do OPE

Apds a coleta ter sido realizada, os OPEs foram posicionados, com o auxilio de pingas
finas, sobre laminulas previamente limpas e esterilizadas, em placas de 24 pogos, sendo um
orgdo posicionado por laminula. Para a limpeza das laminulas (13mm de didmetro) estas
foram mantidas sob agitacdo por 30 minutos em solucdo de SDS a 0,5%, posteriormente
lavadas com dgua destilada e autoclavadas.

Os OPEs foram mantidos em DMEM + 15% SFB por aproximadamente 30 horas, em
estufa a 37°C em atmosfera imida com 5% de CO,, permitindo a adesdo celular. Passado este
periodo inicial de adesdo celular, o meio de cultura era trocado por DMEM + 0,5% SFB, por
um periodo de 48 horas, o que impede o contato excessivo das células com o soro. Este
periodo € necessario a formagdo de uma monocamada de células sobre a laminula. No quarto

dia de cultura os tratamentos foram iniciados (Figura 4).

4.4 Tratamentos

Buscando avaliar o efeito do soro fetal bovino e do 4cido retindico sobre a
diferenciacdo das células derivadas do OPE, diferentes tratamentos foram realizados a partir
do quarto dia de cultura.

1- DMEM + 15% SFB;

2- DMEM + 5% SFB

3- DMEM + 5% SFB + AR

4- DMEM (remogao total do SFB);
5- DMEM + AR

Para avaliar o efeito do dcido retindico, as células foram tratadas com all-trans acido
retindico a uma concentracdo de 10°M diluido no proprio meio de cultura a partir de uma
solugdo estoque a 10°M em DMSO (dimetil sulféxido). Nas culturas controle o veiculo
(DMSO) foi adicionado em igual quantidade.

Os tratamentos foram realizados por quatro dias, sendo o meio de cultura trocado
diariamente. No oitavo dia de cultura as laminulas contendo as células derivadas do OPE

foram submetidas ao protocolo de imunohistoquimica indireta como descrito posteriormente.
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1° Dia 2° Dia 3° Dia 4° Dia 5° Dia 6° Dia 7° Dia 8° Dia
— 30 — 48 h
Coleta Troca de meio Tratamentos Imunocitoquimica
de cultura
DMEM; +13%ISEB Marcadores
DMEM + 15% SBF DMEM + 0,5% SBF DME"D"JSN/I"EERE*AR) tecido-especificos

Figura 4: Esquema dos tratamentos aplicados nas culturas de OPE. Apos a coleta, os 6rgios sao
posicionados sobre laminula e mantidos em DMEM + 15%SFB para promover a adesdo celular.
Aproximadamente 30 horas apds o inicio da cultura o meio de cultura é substituido por DMEM +
0,5%SFB. No quarto dia de cultura tém inicios os tratamentos. No oitavo dia de cultura ¢ feita a
caracterizacdo das cé€lulas através de imunohistoquimica.

4.5 Moléculas de Adesao

Como descrito posteriormente, a utilizacio do soro fetal bovino direciona a
diferenciagdo das células derivadas do epicirdio a CML. Como este trabalho objetiva
alcangar a manutencio do estado indiferenciado destas células em cultura, foram realizados
testes com diferentes moléculas, para avaliar o seu papel na adesdo do OPE a laminula,
possibilitando assim, a substitui¢ao, ou a diminuicdo do uso de SFB. Para tanto, foi realizada
a cobertura das laminulas utilizadas como substrato da cultura com solucdes de Poly-L-Lysine
(0,1pg/ml), gelatina (30mg/ml), Matrigel a 30pg/ml, Vitronectina a 101g/ml, Fibronectina a
20ug/ml ou Colédgeno tipo I a 0,2g/L.

ApOs a cobertura com as solugdes acima descritas, as laminulas eram posicionadas nas
placas de cultura (24 pocos) e mantidas em fluxo laminar por 1-2 horas para secagem. Apoés
este periodo os pocos eram lavados duas vezes com PBS para a remocdo do excesso de
moléculas ndo diretamente aderidas a laminula.

A cultura do OPE sobre estas diferentes moléculas foi realizada em DMEM +

0,5%SFB.
4.6 Caracterizacio da cultura

Para a caracterizacdo das células derivadas do OPE, in vitro, as culturas foram
avaliadas, através de imunohistoquimica de fluorescéncia quanto a expressdo de: 1 —

marcadores tipicos do fendtipo epicdrdico indiferenciado, utilizando anticorpos primdrios para

WT1 e RALDH?2; 2 — marcador endotelial, utilizando o anticorpo primario para Fator von
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Willebrand, 3 — marcador de CML, utilizando o anticorpo primdrio para o-actina de musculo
liso; e ainda, 4 — marcador de fibroblastos utilizando o anticorpo primdrio para vimentina
(Quadro 2).

Como anticorpos secundarios foram utilizados anti-IgG de camundongo e de coelho
conjugados com Cy3 ou FITC (Quadro 2).

Para a deteccdo e contagem do ndmero total de células na cultura, a
imunofluorescéncia foi associada a marcagdo de nucleos por Hoechst 33258 (LIU & FUNG,
1998).

Anticorpo Titulacdo Empresa
Anti-mouse IgG Cy3 Conjugate 1:700 Sigma
Anti-mouse IgG Fluorescein Conjugate 1:100 Calbiochem
Anti-rabbit IgG Cy3 Labelled 1:700 Amersham
Monoclonal Mouse IgG anti Smooth Muscle a-Actin (clone 1A4) 1:500 Sigma
Monoclonal Mouse 1gG anti Vimentin 1:75 Sigma
Rabbit I1gG anti RALDH2 1:400 Doacdo
Rabbit 1gG anti Von Willebrand Factor 1:150 Sigma
Rabbit 1gG anti WT1 1:50 Santa Cruz

Quadro 2: Relagdo dos anticorpos utilizados

4.7 Imunohistoquimica Indireta

As células provenientes da cultura celular (laminulas) foram fixadas e imunomarcadas

segundo o seguinte protocolo:

Lavagem em PBS; 3 vezes, 5 minutos cada;

Fixacdo com PFA 4% por 10 minutos a 4°C;

Lavagem com PBS; 3 vezes 10 minutos cada;

Permeabilizacdo em solucdo de PBS+nonidet P40 0,1% por 30 minutos a 37°C;
Lavagem com PBS; 3 vezes 10 minutos cada;

Bloqueio com solug¢do de PBS+albumina 1% a 37°C por 30 minutos;

Lavagem com PBS; 2 vezes, 5 minutos cada;

© N ok WD =

Incubagdo com anticorpo primdrio diluido em solu¢do PBS+albumina 1%

o

37° por 60 minutos;

o

Lavagem com PBS; 4 vezes, 10 minutos cada;
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10. Incubacdo com anticorpo secundério diluido em PBS por 90 minutos a 4°C, em

camara escura,;

11. Lavagem em PBS, 5 minutos;

12. Incubagdo com Hoechst 33258 (20pg/ml diluido em tampdo de citoesqueleto) por
30 minutos;

13. Lavagem em PBS; 3 vezes 10 minutos cada;

14. Montagem em lamina.

4.8 Captura e analise de imagens

As imagens em campo claro foram capturadas em microscépio invertido, processadas
e avaliadas com auxilio do programa Image-Pro Plus.

As laminas resultantes de imunohistoquimica foram avaliadas em microscépio de
fluorescéncia. As imagens foram capturadas e processadas com auxilio do programa Axio

Vision.

4.9 Contagem de células

Visando estabelecer o efeito dos diferentes tratamentos realizados neste trabalho sobre
a diferenciacdo a células musculares lisas, foram realizadas contagens do nimero de células
diferenciadas, in vitro, em relagdo ao nimero total de células da cultura. Para tanto, cinco
campos foram escolhidos aleatoriamente por cultura (laminula), sendo estabelecida a relacio
entre o nimero de células musculares lisas (células marcadas por Cy3)/nimero total de
células (nicleos marcados por Hoechst 33258) para cada campo, e posteriormente, definida
uma média para a cultura. Estes valores foram entdo submetidos a andlise comparativa par-a-
par entre todos os grupos experimentais (Bonferroni's Multiple Comparison Test) e a anélise

estatistica (Teste T) utilizando o programa GraphPad Prism.
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5.1 Padronizacao das condicoes de coleta e de cultura do OPE

Para os experimentos realizados neste trabalho explantes de OPE foram obtidos de
embrides de codornas e de camundongos. Uma vez que o OPE € uma estrutura transitdria, os
estigios de coleta sdo bem definidos, sendo utilizados os estdgios HH16-18 para embrides de
codorna e estagio 9,5 d.p.c. para embrides de camundongo.

Buscando estabelecer o melhor protocolo de obtengdo das células derivadas do OPE,
tanto de camundongos, quanto de codornas, foram utilizadas, inicialmente, duas estratégias: 1
— digestdo prévia do OPE por tripsina e, 2 — cultura direta do explante. No primeiro
protocolo, as estruturas dissecadas eram reunidas em agregados, seguido de digestdo por
tripsina. Para a digestdo dos OPEs, os explantes foram mantidos em solucéo de tripsina 0,2%
por 4 minutos, em estufa a 37°C em atmosfera com 5% de CO,. Apds este periodo a reagdo
era bloqueada pela adicio de DMEM+15%SFB. As células entdo eram centrifugadas,
ressuspendidas em DMEM+15%SFB, contadas em cimara de Neubauer e distribuidas em
placas de 24 pogos cobertas com laminulas de vidro em uma concentragdo de 10* células/cm®.
No segundo protocolo, apés a dissec¢do dos OPEs, estes eram individualmente posicionados
sobre laminulas de vidro recobertas com DMEM+15%SFB, sem nenhuma forma de digestdao
prévia do tecido.

O protocolo que inclui a digestdo prévia do OPE permitiu uma maior homogeneizagio
entre o nimero de células por cultura, o que facilitou a andlise dos resultados. Porém, esta
estratégia se mostrou pouco eficiente, uma vez que muitas células se tornavam invidveis apds
o processo de digestdo da matriz do OPE. Com isso, optamos por adotar neste trabalho a
estratégia de cultura direta do explante do OPE, como descrito em ensaios de invasdo de
matriz tridimensional (DETTMAN et al., 1998; TOMANEK et al., 2001a; TOMANEK et al.,
2001b; TOMANEK & ZHENG, 2002) e sobre substrato sélido (plastico) (LANDERHOLM et
al., 1999; HATCHER et al., 2004).

Ap0s ser posicionado sobre laminula de vidro em DMEM+15%SFB o OPE tanto de
embrides de codorna, quanto de camundongo, adere ao substrato e, em um periodo de 30
horas de cultura, as células deste 6rgdo iniciam um processo de migragdo que culmina com a
formagdo de um halo de células em torno do ponto central da cultura (Figura 5). Este halo
apresenta uma formacg@o continua, caracterizando-se como uma monocamada de células

epiteliais. Neste momento, observa-se na por¢do mais periférica da cultura a presenca de
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algumas células com filopodia e pseudopodia, ndo sendo observadas, porém, células
migratorias isoladas da monocamada.

Completado este periodo inicial de adesdo celular, o meio de cultura era substituido
por um meio com baixa concentracio de SFB (DMEM+0,5%SFB), visando minimizar o
contato das células com o soro. Durante este periodo (48 horas) pdde se observar um
expressivo aumento da drea do halo de células em torno do ponto central da cultura (Figura 5),
tornando-se mais evidente a presenca de estruturas de migracdo celular como psedopodia e
filopodia. Ainda, durante este periodo, observamos que as primeiras células isoladas,
destacadas do conjunto epitelial que forma a cultura. Estas células apresentam uma forma
irregular, com aspecto migratdrio, caracteristicas mantidas até o dltimo dia de cultura (8° dia —
Figura 6).

No quarto dia de cultura t&€m inicio os diferentes tratamentos realizados neste trabalho.
De uma maneira geral, as culturas evoluiram de maneira semelhante nos diferentes
tratamentos, sendo caracteristico o aumento no numero de células isoladas do restante da
cultura. A principal diferenca que pode se observar durante o periodo de quatro dias que
compdem os tratamentos foi a expansdo mais acentuada da cultura nos tratamentos onde o
SFB foi mantido na cultura (DMEM+15%SFB, DMEM+5%SFB, DMEM+5%SFB+AR),
devido, provavelmente a proliferacdo celular induzida por fatores de crescimento presentes no
soro. Nestas culturas as células se mostraram menores, o que é consistente com a idéia de um
ciclo celular mais curto.

Visando uma maior caracterizacio das células derivadas do OPE , algumas culturas de
células foram mantidas além dos oito dias do protocolo padrdo adotado no trabalho. Estas
culturas foram expandidas e se mostraram vidveis por até quatro passagens, mantendo
caracteristicas autdctones como a capacidade proliferativa e a presenga de estruturas como

lamelipodia e filopodia (Figura 6).
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Figura 5: Cultura do OPE. A figura (contraste de fase) mostra a evoluc¢io da cultura do OPE. A-
B) Explante de OPE 30 horas ap6s o inicio da cultura (DMEM+15%SFB). Observa-se o inicio da
formacdo de um halo de células em torno do ponto central da cultura (seta). C-D) Quarto dia de
cultura do OPE (DMEM+0,5%SFB). Neste momento € caracteristica a expansdo do halo de células
em torno do ponto central da cultura (seta) e a observacéo das primeiras células isoladas do restante da
cultura (cabega de seta). E-F) Oitavo dia de cultura. A seta indica o ponto central da cultura, e a
cabeca de seta aponta para uma célula isolada da monocamada. Barra = 50pum.
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Figura 6: Manutencio de caracteristicas autoctones das células do OPE em cultura. A) Imagem
mostrando uma célula isolada do restante da cultura (seta) com caracteristicas migratdrias
(DMEM+5%SFB). B) Fotomicrografia demonstrando uma célula da periferia da cultura apresentando
pseudopodia (cabega de seta) (DMEM+15%SFB). C-D)Imagem da cultura de OPE em terceira
passagem. Pode-se observar a presenca de multiplos filopodia (setas) na frente de migragdo da célula.
E-G) Imuno marcacdo do citoesqueleto de actina. As setas indicam a presenca de lamelipodia. O
asterisco indica a formagao de fibras tencionais. Barra = 50pm.
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5.2 Efeito do SFB

Visando determinar o efeito do SFB sobre as células do OPE em cultura os 6rgios
foram submetidos a reagdes de imunohistoquimica com anticorpos contra antigenos
especificos dos principais tipos celulares derivados do OPE (endotélio, CML e fibroblastos).
Para esta fase inicial do trabalho foram utilizados os tratamentos DMEM+15%SFB ¢ DMEM,
a partir do quarto dia de cultura.

Quando suplementadas com SFB, tanto culturas provenientes de embrides de
camundongos, quanto provenientes de embrides de codorna apresentaram intensa marcacao
para o marcador de CML (a-actina de mdsculo liso — Figura 8). Esta forte indugdo da
diferenciagdo dos precursores corondrios a CML chega a 80% das células, sendo que os
maiores indices de diferenciacdo celular foram encontrados na periferia da cultura. As células
reconhecidas pelo anticorpo anti-0i-actina de musculo liso foram observadas tanto na
monocamada epitelial, onde apresentavam feixes subcorticais de actina; quanto isoladas da
cultura, exibindo os filamentos de actina organizados em fibras tensionais. E interessante
notar que apesar dos altos niveis de diferenciacdo na cultura suplementada com SFB, esta
nunca se dé na totalidade da cultura, permanecendo um grupo de células que néo se diferencia
a CML. Neste tratamento ndo foram observadas células marcadas para o fendtipo endotelial
(fator Von Willebrand) ou para o fendtipo de fibroblasto (vimentina).

O efeito do SFB pode ainda ser avaliado através de resultados de imunohistoquimicas
realizadas em culturas do OPE que sofreram a retirada total do SFB apds o periodo inicial de
adesdo. Nestas culturas é marcante a reducdo do ndimero de CML observadas, nio
ultrapassando o indice de 60% das células da cultura. E interessante observar que, na
auséncia de SFB, além de uma robusta reducdo no nimero de CML na cultura, hd uma
importante reducdo do nimero de feixes de filamentos de actina presentes nas células (Figura
8). Esta reducdo do nimero de CML e da quantidade de feixes de filamentos de actina se
mostrou conservada em culturas provenientes de embrides de camundongo e de codorna.

Outro dado interessante referente a retirada do soro da cultura € o aparecimento de
algumas células que expressam o marcador endotelial Fator Von Willebrand (Figura 8),
indicando que as células derivadas do OPE mantém a potencialidade de formar tipos
vasculares em cultura. Novamente ndo foram observadas células reconhecidas pelo marcador

de fibroblastos. A Figura 7 mostra os controles positivos destes anticorpos.
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Dados referentes a imunohistoquimicas realizadas apds 1 a 4 passagens demonstram
que estas células apresentam capacidade proliferativa em cultura. Novamente foi possivel
observar a manutencio de um grupo de células ndo marcadas para o fendtipo de CML, ainda
que na presenca de SFB. Nestes experimentos, mesmo apds varias passagens, o nimero de

células musculares lisas ndo passa de 80% do total de células da cultura.

Figura 7: Controles dos anticorpos utilizados. A-B) Célula REC (Rabbit Endothelial Cell) A)
Controle positivo de endotélio. Imunomarcacdo com o anticorpo para Fator Von Willebrand + Cy3.
B) Controle negativo de A. C-D) Fibroblastos cardiacos. C) Controle positivo. Imunomarcac¢io com
o anticorpo para Vimentina + Cy3. D) Controle negativo de C. Aumento = 200x.
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camundongo

codorna

camundongo

Figura 8: O efeito do SFB na cultura de OPE. Caracterizag¢do por imunohistoquimica das culturas
de OPE na presenca e auséncia de SFB. A-D) Imunohistoquimica de OPE de embrides de
camundongo (A-B) e de codorna (C-D) em cultura, utilizando como anticorpos (-actina de misculo
liso + Anti-IgG-Cy3 e contra-marcagdo de nicleos por Hoechst 33258. A e C) Imagens mostrando a
robusta diferenciacdo a CML (vermelho) na presenca de SFB. B e D) Imagens mostrando a reducéo a
forte redugdo tanto no nimero de células marcadas, quanto no nimero de feixes de filamentos de
actina presentes em cada célula, na auséncia de SFB. E) Imunohistoquimica de OPE de embrides de
camundongo, utilizando como anticorpos Fator von Willebrand + Anti-IgG-Cy3. As cabecas de seta
indicam a diferenciacdo a células endoteliais nas culturas de OPE na auséncia de SFB. Aumento =
200x.

Resultados



49

5.3 Moléculas de Adesao

A importancia de moléculas de matriz extracelular e de membrana (adesio) tem sido
recentemente destacada no processo de formagéo do epicardio e seus derivados (KWEE et al.,
1995; YANG et al., 1995; NAHIRNEY et al., 2003). Assim, na inten¢do de avaliar o efeito de
diferentes moléculas de matriz e de adesdo celular sobre a biologia do OPE em cultura, e
ainda, buscando alternativas ao SFB para a adesdo celular a superficie de cultura, testamos
diferentes substratos (gelatina, poly-L-Lysine, coldgeno tipo I, vitronectina, matrigel e

fibronectina).

Dentre as moléculas testadas pdde-se observar que apenas nas laminulas recobertas
com matrigel (3 aderidos em 10 testados) e nas laminulas recobertas com fibronectina (2
aderidos em 10 testados) houve a adesdo do OPE na presenca de meio com baixas
concentragdes de SFB (DMEM+0,5%SFB — Quadro 3). Ainda, estas culturas apresentaram
crescimento menor em relagéo ao protocolo padrdo (adesdo na presenca de SFB), dificultando
a caracterizacdo de suas células. Nenhuma das outras moléculas testadas (gelatina, poly-L-
Lysine, coldgeno tipo I, vitronectina) se mostrou eficiente na adesdo do OPE em cultura na

presenca de meio com baixas concentragdes de SFB (Quadro 3).

Considerando estes resultados optamos pela adicdo de SFB nas trinta primeiras horas

de cultura para promover a adesdo celular como protocolo padrdo em todos os experimentos.

Molécula Concentraciao %I;,Essig:ggzzl Observacoes

Colégeno tipo [ 0,2g/LL 0/9 -

Gelatina 30mg/ml 0/12 -
Fibronectina 20ug/ml 2/10 Halo pequeno, fécil
Matrigel 30ug/ml 3/10 descolamento das células.
Poly-L-Lysine 0,1pg/ml 0/12 -
Vitronectina 10pg/ml 0/8 -

SFB 15% (em DMEM) 10/10 -

Quadro 3: Moléculas de adesao
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5.4 O efeito do acido retinéico

Tendo em vista que o SFB se mostrou necessario a adesdo celular, e que este induz
uma robusta diferenciagdo dos precursores corondrios a CML, este trabalho visou definir
métodos para refrear a diferenciacio a CML e preservar as células derivadas do OPE em um
estado indiferenciado e proliferativo. Para tanto, o dcido retindico foi escolhido como um
candidato, tendo como base duas observacdes: 1 — o papel do AR na manuten¢do do estado
indiferenciado e proliferativo da zona compacta do miocardio (STUCKMANN et al., 2003), e
2 — o padrdo de expressdo da enzima chave na sintese de AR (RALDH?2), que diminui a
medida que os precursores corondrios entram em processo de diferenciacio (PEREZ-
POMARES et al., 2002b). Com isso, as culturas de OPE foram submetidas a tratamentos
continuados (periodo de quatro dias) com all-trans acido retindico a 10°M, tanto na presenca,
quanto na auséncia de SFB sendo, ao final deste periodo, submetidas a caracteriza¢do por

imunohistoquimica.

5.4.1 Diferenciacdo de CML

O efeito do tratamento com AR sobre a diferenciacdo dos precursores de CML foi
avaliado através de imunofluorescéncia com anticorpo primdrio para a o-actina de misculo
liso, reconhecido como o primeiro marcador expresso durante o processo de diferenciacdo
deste tipo vascular (LANDERHOLM et al., 1999).

A adicdo de AR a cultura do OPE levou, tanto nas cultura de OPE de camundongo,
quanto nas culturas de OPE de codorna, a uma redugio significativa do nimero de CML,
mostrando-se assim um efeito conservado entre aves e mamiferos. Como pode ser observado
na Figura 9 e na Figura 10, este bloqueio na diferenciacdo precoce dos precursores corondrios
em CML ocorre ndo s6 no tratamento DMEM+AR, como também quando a adi¢do de AR é
feita ao meio suplementado com soro (DMEM+5%SFB) que se mostrou um forte indutor
deste fenotipo vascular como descrito anteriormente. Assim, o AR, na auséncia de soro
reduziu, significativamente, o nimero de CML a aproximadamente 25% (60% no controle) do
nimero total de células da cultura de OPEs provenientes de embrides tanto de codorna,
quanto de camundongo. Na presenca de soro, 0 AR reduziu o nimero de CML a 35% (75%
no controle) do total de células da cultura de OPEs provenientes de embrides de camundongos

(Figura 9), sendo ainda mais marcante nas culturas provenientes de embrides de codorna, onde
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o tratamento com AR reduziu o nimero de CML a aproximadamente 20% (80% no controle)
do ntmero total de células da cultura (Figura 10).

Além da redugdo do nimero de CML na cultura, o tratamento continuado com AR
levou ainda a uma reducdo do numero de feixes de filamentos de actina presentes no

citoplasma das células, indicando um retardo no processo de diferenciacdo destas células.

5.4.2 Manutengao do estado indiferenciado dos precursores corondrios

Considerando que o protocolo de adicdo de AR a cultura se mostrou efetivo na
reducdo da diferenciacdo a CML em OPEs de camundongos e de codornas, a proxima etapa
foi avaliar se o tratamento com AR representava nao sé uma diminui¢ao na diferenciacao dos
precursores corondrios a CML, como também um aumento no ndmero de células
indiferenciadas em cultura, caracterizado através de um aumento na expressdo dos
marcadores WT1 e RALDH?2, reconhecidos com marcadores do estado indiferenciado das
células derivadas do epicardio. Para tanto, as células foram submetidas ao protocolo padrio,
com adi¢do de AR a partir do quarto dia de cultura e caracterizagdo por imunohistoquimica

(anticorpos priméarios anti-WT1 ou anti-RALDH2) no oitavo dia de cultura.
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Figura 9: O Acido retinéico inibe a diferenciacao precoce de células proepicardicas em células
musculares lisas de camundongos. A-D) Imunomarcacio por anti-o-actina de musculo liso + Anti-
IgG-Cy3 e contra-marcac¢do de nticleos por Hoechst 33258 de culturas do OPE de embrides de
camundongo submetidas a diferentes concentracdes de SFB e AR 10° M. Aumento = 200x. E)
Numero de células musculares lisas nos vdrios tratamentos. A utilizagdo de SFB 5% ou 15% induz
uma diferenciacdo robusta (75-80%) das células do OPE a CML Esta diferenciacdo prematura ¢
significativamente reduzida pela administracdo continua de AR, o que reduz a porcentagem de CML
na cultura para 25-30%.
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Figura 10: O Acido retinéico inibe a diferenciacio precoce de células proepicardicas em células
musculares lisas de codornas. A-D) Imunomarcagdo por anti-0i-actina de musculo liso + Anti-IgG-
Cy3 e contra-marcagdo de niicleos por Hoechst 33258 de culturas do OPE de embrides de codorna
submetidas a diferentes concentracdes de SFB e AR 10° M. Aumento = 20x. E) Nimero de células
musculares lisas nos vdrios tratamentos. A utilizacdo de SFB 5% ou 15% induz uma diferenciagéo
robusta (80-85%) das células do OPE a CML Esta diferenciacdo prematura € significativamente
reduzida pela administra¢do continua de AR, o que reduz a porcentagem de CML na cultura para 20-
25%.
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WT1

Imunohistoquimicas realizadas em culturas provenientes de embrides de camundongos
e de codornas mostraram que o tratamento continuado com AR em concentragdes capazes de
inibir a diferenciacdo em CML aumenta a expressdo do fator de transcricio WT1 na auséncia
de SFB (DMEM+AR, Figura 11). Entretanto, nos tratamentos realizados na presenca de SFB
(DMEM+5%SFB+AR) ndo se observou efeito da adicdo de AR, uma vez que ndo houve
diferen¢a na intensidade de marcagdo em relagdo as culturas controle (DMEM+5%SFB). Ao
comparar a expressao de WT1 entre os tratamentos sem e com SFB o que se observou foi uma
maior intensidade de marcacio no tratamento com soro, sugerindo que este também ¢é capaz

de ativar a expressao de WT1.

DMEM+
5%SFB

Figura 11: O AR aumenta a expressao de WT'1l. A-D) Imunomarcacio por anti-WT1 + Anti-IgG-
Cy3 e contra-marcacgdo de nicleos por Hoechst 33258 de culturas do OPE de embrides de codorna.
A) DMEM B) Cultura submetida ao tratamento com AR 10°M (DMEM+AR). Observar o aumento
no nimero de células e na intensidade da marcacdo quanto o AR ¢é adicionado a cultura. C)
DMEM+5% D) DMEM+5%-+AR. Aumento = 200x.
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RALDH2

De maneira semelhante ao encontrado para a expressio de WTI1, o tratamento
continuado com AR, em culturas de OPE provenientes de embrides de codorna, levou a um
aumento na expressdo da enzima RALDH?2 na auséncia de SFB (DMEM+AR, Figura 12).
Nos tratamentos realizados na presenca de soro (DMEM+5%SFB+AR) ndo foi observada
diferenca na expressio de RALDH2. Sendo que entre os tratamentos DMEM e
DMEM+5%SFB a marcagdo foi mais intensa na presenca de soro (Figura 12), indicando que o

SFB induz a expressao de RALDH?2.

Figura 12: O AR aumenta a expressiao de RALDH2 A-D) Imunomarcagdo por anti-RALDH2 +
Anti-IgG-Cy3 e contra-marcagdo de nucleos por Hoechst 33258 de culturas do OPE de embrides de
codorna. A) DMEM. B) DMEM+AR. C) DMEM+5%SFB. D) DMEM+SFB+AR Observar o
aumento no nimero de células e na intensidade da marcagdo quanto o AR € adicionado a cultura na
auséncia de SFB. Aumento = 200x.
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Em resumo, demonstramos que é possivel cultivar as células do OPE de embrides de
codorna e de camundongo. O protocolo mais eficiente envolve o uso de SFB, que se mostrou
indispensavel a adesdo celular a superficie de cultura. Esta dependéncia do SFB produziu
uma diferenciacdo maciga das células do OPE em CML. Demonstramos que esta
diferenciacdo pode ser bloqueada pela administragdo continua de AR. O AR se apresentou
como um eficiente mantenedor do estado indiferenciado das células do OPE, uma vez que
demonstramos, que o tratamento continuado com AR, foi capaz de aumentar a expressio de
WT1 e RALDH2, moléculas reconhecidas como marcadores do estado indiferenciado das

células derivadas do OPE.
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O coracdo de amniotas € um 6rgdo de origem complexa que envolve multiplos tipos
celulares de origem mesodérmica e também de origem ectodérmica. Inicialmente o primérdio
cardiaco € formado apenas por precursores derivados da mesoderme lateral, que rapidamente
se organizam compondo um coragdo tubular primitivo (BUCKINGHAM et al, 2005).
Assim, os tipos celulares de origem extracadiaca que contribuem para a formacao do coragdo,
sdo: 1) as células da crista neural que participam da septagcdo dos grandes vasos (STOLLER &
EPSTEIN, 2005); 2) as células do mesocardio dorsal que atuam na septagao atrial (WESSELS
et al., 2000) e, por fim, 3) as células do OPE, fundamentais na formacdo da circulacio
corondria e na regulacdo da proliferacio do miocardio (WESSELS & PEREZ-POMARES,
2004). O fato de que vdrios tecidos precursores podem dar origem ao tecido cardiaco leva
diretamente as perspectivas de aproveitamento deste potencial em interven¢des como a terapia
celular.

Neste ambito, a formagado da circulag@o corondria t€ém sido uns dos principais objetos
de estudo de diferentes grupos. Entretanto, mesmo com o crescente nimero de estudos
envolvendo o eixo OPE/E e a diferenciag¢@o corondria, pouco ainda se sabe sobre os genes e
processos envolvidos na regulacdo da plasticidade destes precursores multipotentes. Os
resultados in vitro aqui descritos, somados a resultados recentes do nosso laboratério e de
outros grupos de pesquisa, sugerem a existéncia de diversas vias endégenas de controle do
destino celular (estado indiferenciado/diferenciado) dos precursores corondrios, envolvendo
sinalizac@o autdcrina (AR); pardcrina, proveniente do miocardio (VEGF, FGF); ou até mesmo
endocrina (Epo).

A recente classificagdo das células derivadas do OPE como células-tronco cardiacas
baseada em caracteristicas como potencialidade, capacidade proliferativa e expressdo gé€nica
(WESSELS & PEREZ-POMARES, 2004), abriu a perspectiva da sua utilizacdo em terapia
celular para a revascularizagdo de coragdes afetados por cardiopatias isquémicas. Portanto, a
compreensdo e caracterizacdo das suas vias de diferenciacio sdo de extrema importancia para
o desenvolvimento de futuros modelos de terapia celular para revascularizagdo cardiaca. Em
resumo, este trabalho teve o duplo objetivo de implantar metodologias para o aprimoramento
das técnicas de terapia celular e de compreender a biologia do desenvolvimento das
corondrias. Nestas etapas iniciais estabelecemos protocolos para o cultivo de células
multipotentes do OPE e investigamos mecanismos que regulam as transicdes entre os

fendtipos diferenciados e indiferenciados.
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6.1 Padronizacao das condicoes de cultura do OPE

Adotamos neste trabalho um sistema de cultura onde o OPE cuidadosamente
dissecado € posicionado diretamente sobre laminula de vidro na presenca de
DMEM+15%SFB. Este tipo de cultura do OPE, sem digestdo prévia, tem sido adotada por
varios grupos de pesquisa em ensaios que visam a quantificagdo do processo de transformacao
epitélio-mesenquimal e de formacdo de tubos endoteliais em matrizes tridimensionais
(DETTMAN et al., 1998; TOMANEK et al., 2001a; TOMANEK et al., 2001b; TOMANEK
& ZHENG, 2002; GUADIX et al., 2006), ou ainda a caracterizagdo celular e molecular do
OPE em diferentes condi¢des de cultura (LANDERHOLM et al., 1999; HATCHER et al.,
2004). A principal vantagem deste método reside na semelhanca do processo de adesdo
celular em cultura com o processo de adesdo das células derivadas do OPE sobre o miocardio
in vivo. Assim, demonstramos que na cultura do OPE de embrides de camundongo e de
codorna, as células espraiam sobre o substrato, formando um halo em torno do ponto central
da cultura, em um processo semelhante a formacéo do epicardio. Observamos ainda que estas
células podem ser cultivadas por até quatro passagens, mantendo sua capacidade proliferativa
e caracteristicas autéctones de migracdo celular, como a presenca de pseudopodia,
lamelipodia e filopodia. Destaca-se também a passagem de um estado epitelial a um estado
mesenquimal de células na periferia da cultura, com a formacdo de fibras tensionais no
citoplasma que indicam a manutengdo de caracteristicas migratorias das células derivadas do
OPE em cultura. Este processo de transformacgdo epitélio mesenquimal que ocorre com o
OPE em cultura foi descrito por Landerholm e colaboradores (1999) onde, através da
imunomarcacdo de vinculina e do citoesqueleto de actina, os autores demonstraram a
formacdo de contatos de adesdo focal e a reorganizacdo das fibras de actina das células na
periferia da cultura (LANDERHOLM et al., 1999).

Portanto, estes dados indicam que nosso método de cultura do OPE, tanto de embrides
de camundongo, quanto de embrides de codorna, é vidvel e assegura a manutencio de
caracteristicas endégenas de suas células. Este método possibilita assim o desenvolvimento
de ensaios in vitro que, dentro das limitag¢Ges técnicas usuais do sistema de cultura, permitam

o estudo dos processos que ocorrem durante o desenvolvimento corondrio normal do embrido.
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6.2 O SFB induz a diferenciacao a CML

A caracterizagdo inicial das células em cultura demonstrou que o SFB (cultura em
DMEM+15%SFB) é capaz de induzir uma robusta diferenciagdo dos precursores corondrios a
um fendtipo de pré-CML (75-80% da cultura) representado pela marcacdo de o-actina de
miusculo liso, um marcador inicial no processo de diferenciacio deste tipo celular
(FOLKMAN & D'AMORE, 1996; LANDERHOLM et al., 1999). Somado a isso, a retirada
total do SFB da cultura leva a uma redugdo da diferenciacio a CML (aproximadamente 60%
da cultura). Esta robusta diferenciacdo na presenca de SFB pode estar sendo mediada por
fatores de crescimento como o PDGF. O PDGF ¢é reconhecido pelo envolvimento na
especificacdo e determinacgdo deste tipo celular como descrito anteriormente (FOLKMAN &
D'AMORE, 1996).

A sinalizacdo por PDGF atua em dois momentos diferentes da modulacdo da
diferenciacdo de CML. Um deles, melhor caracterizado na literatura, se refere a acdo deste
fator de crescimento sobre a retomada de um estado proliferativo pelas células ja
diferenciadas. Assim, a sinalizacdo via PDGF/PDGFR atuaria no desligamento de genes
diferenciagdo (o-actina de musculo liso, SM22, calponina e caldesmon), ativando o ciclo
celular e retomando a proliferacdo das CML, via sinalizacdo por Elk1/SRF (DU et al., 2003;
MIANO, 2003; MIANO et al., 2004; WANG & OLSON, 2004; WANG et al., 2004). A
outra atuacdo da sinalizacdo por PDGF diz respeito ao recrutamento inicial de precursores de
CMLs e ao inicio da especificacdo deste tipo celular. Esta resposta se dd, provavelmente, por
vias paralelas a sinalizacdo por SRF, uma vez que Landerholm e colaboradores (1999)
demonstraram que a expressdo de o-actina de musculo liso, em células provenientes de OPE
de embrides de galinhas, ndo é afetada pela auséncia de SRF. Estes autores demonstraram
ainda que a expressd@o de O-actina de musculo liso em células derivadas do OPE nio
representa, necessariamente, o comprometimento final com este fendtipo vascular, que é
representado pela expressdo de outros marcadores como calponina e SM22a
(LANDERHOLM et al., 1999).

E interessante notar que, quando houve a retirada do SFB ap6s a adesio celular, foram
observadas células endoteliais na cultura (reconhecidas pelo anticorpo contra o Fator von
Willebrand) indicando que as células do OPE, em cultura, podem manter a sua potencialidade

de geracdo de diferentes fendtipos vasculares. Outro ponto interessante, ¢ que mesmo sob
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altas concentragdes de soro, ou apds quatro passagens, as células derivadas do OPE nio
perdem a sua capacidade proliferativa, permanecendo ainda um grupo de células que néo se
diferenciam a CML. Este fato indica que mesmo sob forte pressdo de diferenciacdo, exercida
pela presenca de SFB, um subgrupo de células derivadas do OPE € capaz de se manter um
estado indiferenciado e proliferativo.

Esta forte reacdo das células derivadas do OPE ao soro reforga a idéia de existéncia de
controles endégenos, no modelo in vivo, destinados a refrear esta robusta especificacdo de
fendtipos pré-CML. Entre os candidatos estdo tanto moléculas que podem estar atuando na
manuten¢do do estado indiferenciado destes precursores, como o AR e o WT1 (PEREZ-
POMARES et al., 2002b; GUADIX et al., 2006; PEREZ-POMARES et al., 2006), quanto
indutores do fendtipo endotelial, como o VEGF (induzido pela hipéxia/HIF) e o FGF, por
exemplo (TOMANEK et al., 1999; TOMANEK et al., 2001a; TOMANEK et al., 2001b;
TOMANEK et al., 2002; TOMANEK & ZHENG, 2002; GUADIX et al., 2006).
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6.3 O papel do AR na diferenciaciao dos precursores coronarios

6.3.1 AR inibe a diferenciacdo a CML

Tendo em vista a hipdtese da existéncia de diferentes controles enddgenos,
responsdveis por neutralizar a forte tendéncia a diferenciacio a CML dos precursores
corondrios buscamos explorar a possibilidade de o AR atuar como um mantenedor do estado
indiferenciado das células derivadas do OPE, em modelos in vitro.

A hipétese de o AR ser um morfégeno atuante no processo de manutencdo dos
precursores corondrios em estado indiferenciado tem como base: 1) o fato de que o AR
produzido pelas células derivadas do epicdrdio atue na manuten¢do do miocdrdio em estado
proliferativo (STUCKMANN et al., 2003) e 2) a descricdo de que a expressdo da enzima
sintetizadora do AR (RALDH?2) é perdida a medida que as células derivadas do epicardio
entram em diferenciacio (PEREZ-POMARES et al., 2002b). Com isso, foi desenvolvido um
protocolo de tratamento das células derivadas do OPE em cultura com AR tanto na presenca,
quanto na auséncia de SFB, seguido da caracterizagdo do destino celular assumido. Para
tanto, realizamos imunohistoquimicas apds a administracio continuada de AR 10°M.
Demonstramos aqui que este protocolo € efetivo na redugio da diferenciacio a CML, uma vez
que a adicdo de AR reduziu o nimero de CML a 20-30% do ntimero total de células da
cultura, mesmo na presenga de SFB. Esta atuagdo do AR na modulacio da diferenciagdo dos
precursores corondrios se mostrou um efeito conservado entre aves e mamiferos.

Estes resultados sugerem que tanto em aves, quanto em mamiferos, um microambiente
rico em AR sintetizado pela RALDH?2 atuaria no retardo da diferenciacdo de um grupo de
precursores coronarios. A observacdo de que a adi¢do de AR na cultura em DMEM+5%SFB
reduz o nimero de CML em niveis semelhantes aos encontrados no tratamento DMEM+AR
indica que a atuacdo do AR supera a forte inducdo do fenétipo de CML pelo soro (PDGF).

Em um trabalho recente Guadix e colaboradores (2006) demonstraram a co-expressao
de RALDH2/VEGFR?2, e de RXRa (receptor de AR)/QH1 (marcador endotelial de codornas)
em precursores imaturos de células vasculares corondrias. Foi demonstrado ainda que a
expressao, tanto de RALDH?2, quanto de RXRa, € perdida conforme a morfogénese vascular
ocorre com a diferenciacdo terminal das células endoteliais e a invasdo de camadas mais
profundas do miocdrdio (GUADIX et al., 2006). Com isso, mais uma vez o papel do AR é

destacado na manutencdo de um subgrupo de precursores corondrios bipotenciais livres e
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aptos a receberem informagdes do microambiente onde se encontram, respondendo com a
diferenciacdo de células endoteliais (através da sinalizacdo por VEGF proveniente do
miocdrdio) ou CML (através da sinalizacdo por PDGF proveniente das células endoteliais),
em diferentes momentos do desenvolvimento corondrio.

Com relacdo a este controle exercido pelo AR sobre os precursores de CML, uma
questdo que surge referente ao sistema in vitro €: se as células do OPE expressam RALDH?2,
ou seja, sdo capazes de sintetizar o préprio AR, por que se observam niveis tdo altos de
diferenciagdo a CML? Uma resposta a esta questdo € a provével deficiéncia de retinol'
disponivel na cultura. Assim, mesmo havendo expressio de RALDH2, a sintese de AR
estaria prejudicada. Portanto a suplementagdo com AR pode estar representando uma
recuperagdo do estado fisiolégico em que o OPE e derivados se encontram na cavidade
pericdrdica e subepicérdica onde, naturalmente se observa um atraso na diferenciagdo a CML,
até que tenham sido geradas células endoteliais suficientes a formagdo da malha coronaria

basica.

6.3.2. O AR mantém as células derivadas do OPE em um estado indiferenciado

Buscando a caracterizacdo do destino celular assumido pelas células tratadas com AR,
foram realizadas imunohistoquimicas para a detec¢do do fator de transcricio WT1 e da
enzima RALDH?2, moléculas reconhecidas como marcadores do estado indiferenciado das
células derivadas do epicardio. Na ausé€ncia de soro, o que observamos um significativo
incremento no nimero de células e na intensidade de expressdo destes marcadores. Isso
indica que a presenca de AR, ndo s6 € capaz de bloquear a via que leva a diferenciacdo dos
precursores corondrios a CML, como também € capaz de, provavelmente, induzir a
s/genetics/metabolism/*physiology</KEY WORD><KEY WORD>Tretinoin/metabolism/phar

Com esta inter-relacdo entre WT1 e RALDH2, cria-se um panorama onde o AR
produzido pelo epicardio e pelas células derivadas do epicdrdio atuaria, de maneira autdcrina,
no aumento da expressio de WTI1, o que contribuiria para a manutencdo do estado
indiferenciado e proliferativo dos precursores corondrios.

Nos tratamentos realizados na presenga de soro (DMEM+5%SFB+AR) a adicdo de

AR nio foi capaz de alterar os niveis de expressio dos marcadores WT1 ¢ RALDH2. E

'O retinol (vitamina A) é o precursor de AR, obtido, in vivo, através da dieta alimentar. A sintese de AR se dd
através de duas oxidagdes sucessivas do retinol, sendo a primeira catalisada pelas dlcool desidrogenases (ADHs),
e a segunda, catalisada pelas retinoaldeido desidrogenases (RALDHs).
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interessante notar que, a0 mesmo tempo em que a presenca de soro representou um aumento
na expressdo de o-actina de musculo liso, a expressdo de WT1 e de RALDH2 também foi
aumentada (DMEM x DMEM+5%SFB). Isso indica que fatores presentes no soro podem
estar estimulando simultaneamente a expressio de WTI e RALDH2 e induzindo a
diferenciagdo a CML; estando, porém, o equilibrio final claramente voltado a diferenciacdo de
CML. Este fato, também pode estar relacionado a caréncia de precursores de AR na cultura, o
que impossibilitaria a sua sintese pela RALDH2 uma vez que a adi¢do de AR neutraliza a
acdo do soro e refreia a diferenciacdo a CML.

A andlise de sitios putativos a fatores de transcricdo em seqiiéncias regulatdrias
representa uma abordagem preliminar, porém, é capaz de fornecer indicios de vias de
regulacdo génicas. Com isso, a hipétese de regulacdo da RALDH2 pelo soro é apoiada pela
presenca de sitios putativos de ligacdo a SRF em seqiiéncias conservadas entre aves e
mamiferos da RALDH2 (CRAVO, et al, resultados ndo publicados). Ainda, uma anélise
preliminar da regido do promotor do WT1 de camundongos®, demonstrou a presenga dos

mesmos sitios de ligagdo a SRF.

* Para esta andlise foi utilizado o programa Genomatix (www.genomatix.de). Para tanto, uma seqiiéncia de
2500pb da regido 5’ do gene do WT1 de camundongos foi comparada a uma matriz de seqiiéncias de sitios
putativos de ligacdo a fatores de transcrigdo.
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6.4 Modelo do controle da diferenciacao dos precursores coronarios

Tendo como base os resultados obtidos neste trabalho e dados de literatura, podemos
propor algumas das possiveis vias, conservadas entre aves e mamiferos, que estdo envolvidas
no complexo processo de modulacdo da diferenciag¢do das células derivadas do OPE durante o
desenvolvimento corondrio. Assim, nos deparamos com uma intrincada rede de fatores
atuando, por um lado, na manutencio de um fenétipo indiferenciado, multipotente e
proliferativo das células derivadas do epicdrdio, e por outro, no direcionamento da
diferenciagdo aos dois fendtipos vasculares principais (endotélio e célula muscular lisa).

Este modelo é divido em dois estados diferentes: na auséncia e na presenca de SFB,
que contém uma complexa mistura de fatores de crescimento e morfégenos.

Em uma primeira andlise (Figura 13A), na auséncia de SBF, o AR ¢é capaz de reduzir
fortemente a diferenciacdo a CML. Neste cendrio, o AR atuaria na manutencio de um estado
indiferenciado das células do OPE, através da ativacdo do fator de transcricio WTI1 e da
enzima chave na sintese do AR, a RALDH?2, marcadores reconhecidos como caracteristicos
do estado multipotente destas células (PEREZ-POMARES et al., 2002b; GUADIX et al.,
2006). Esta ativagdo da RALDH?2 pelo AR representa a constituicio de uma via de auto-
regulacio (AR/RALDH2) atuante na criagdo de um microambiente rico em AR capaz de
manter as células derivadas do OPE em um estado indiferenciado.

A existéncia desta auto-regulacdo na via de sinalizacdo do AR ¢é apoiada por dados
recentes que mostram a co-localizacio de RALDH?2 e RXR nas células derivadas do OPE de
maneira restrita a estdgios precoces da diferenciacio endotelial (GUADIX et al., 2006), o que
sugere uma participagdo na modulacido da proliferacdo ou sobrevivéncia destas células. A
participacdo do AR na modulacdo da proliferacdo endotelial tem sido proposta, ainda, para
outros modelos vasculares (LAI et al., 2003; BOHNSACK et al., 2004).

Hé4 alguns anos jid foi demonstrado que a deficiéncia em WTI leva a uma
diferenciagdo precoce dos precursores corondrios, o que diminui o ndmero de células
sintetizadoras de AR levando a um quadro de hipoplasia ventricular, defeitos de septacdo e
ma formacgdo corondria (MOORE et al., 1999). Com isso a relagdo entre WT1 e RALDH?2
tem sido apontada como crucial na manutengéo do estado indiferenciado das células derivadas
do OPE (PEREZ-POMARES et al., 2002b; GUADIX et al., 2006). Portanto, a demonstracio

de que ha uma regulacio positiva de WT1 frente ao tratamento com AR é um ponto chave na
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estruturacdo de um modelo onde a atuacido conjunta destes fatores na face epicardica do
coracdo € responsiavel pela modulagio da proliferacio do miocardio e dos préprios
precursores coronarios.

Um quadro diferente é composto pela presenca de SFB na cultura das células do OPE
(Figura 13B). Fatores presentes no SFB (provavelmente o PDGF) induzem a uma robusta
diferenciacdo dos precursores corondrios a pré-CML. Paradoxalmente, neste mesmo
panorama de intensa diferenciacdo celular, ocorre um aumento na expressdo de WTI e
RALDH2. Até o momento, ndo foi possivel sugerir algum fator candidato a atuar nesta
ativacdo. Este cendrio onde, mesmo sob a ativacdo de WT1 e RALDH2, as células do OPE
entram em processo de diferenciacdo a CML indica que a presenca de SFB pode estar levando
a um desequilibrio na relacdo entre diferenciacdo/proliferacdo dos precursores corondrios,
orientando-os na direcdo da diferenciacao a CML. Nestas condi¢des, a adicdo de AR exdgeno
recapitula as condigdes fisiologicas encontradas na cavidade pericardica e no espaco
subepicardico, bloqueando a diferenciagdo a CML, em uma ac@o que sobrepuja a forte
inducdo deste tipo celular pelo sistema PDGF/SRF. A demonstracdo de que a ativagdo de
WT1 e RALDH2, na presenca de SFB, néo ¢ suficiente para o bloqueio da diferenciagcdo a
CML indica a existéncia de um segundo mecanismo de agdo do AR. Neste mecanismo o AR
pode estar atuando diretamente sobre a expressdo de «-actina de musculo liso, evitando a
especificacdo precoce de precursores de CML. Provavelmente esta atuacido direta do AR
sobre a expressdo de o-actina de musculo liso € responsdvel pelo bloqueio da diferenciagdao
deste fendtipo celular mesmo na auséncia de SFB.

Assim, fazendo um paralelo com a situagdo encontrada in vivo, enquanto no espago
subepicardico, os precursores coronarios se encontram em um microambiente rico em AR que
ativa a expressdo da prépria RALDH2 e de WTI, o que as mantém indiferenciadas e,
paralelamente, induz o espessamento do miocardio. A medida que estas células se afastam
deste espaco, ou seja, invadem o miocardio, elas perdem o contato com esta alta concentracio
de AR e passam a receber a influéncia de fatores como o VEGF e o FGF, produzidos pelo
miocardio hipdéxico, ou mais tarde, o PDGF, produzido pelas células endoteliais entrando em

processo de diferenciacdo celular.
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Figura 13: Esquema representativo da participacio do AR e do SFB na diferenciacio dos
precursores coronarios a CML. A) Na auséncia de SFB o AR bloqueia diferenciacdo a CML tanto
indiretamente via ativagdo de WT1, quanto diretamente sobre a expressao de o-actina de musculo liso.
Ainda, o AR ativa a expressdo de RALDH?2 que através da oxidacdo do retinol, produz mais AR. B)
A presenca de SFB leva a uma robusta diferenciagdo de CML, mesmo havendo um aumento da
expressao de WT1 e RALDH?2, indicando um provavel aumento na relacdo diferenciagdo/proliferacao
dos precursores corondrios. A adi¢do de AR recapitula o cendrio encontrado no espago subepicardico,
bloqueando a diferenciacdo a CML dos precursores corondrios.
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Em resumo nosso trabalho demonstrou a viabilidade da cultura celular do OPE de
embrides de aves (codornas) e de mamiferos (camundongos), assegurando a manutengdo de
caracteristicas autdctones das células derivadas do OPE, como por exemplo a presenca de
filopodia e lamelipodia utilizados na migracdo celular. Neste modelo in vitro podemos
observar a ineficiéncia da utilizagdo de moléculas de adesdo celular e de matriz extracelular
na adesdo do OPE ao substrato de vidro ou pldastico, adotando assim a utilizagdo de SFB para
a promogdo da adesdo celular em ambos os modelos animais utilizados.

Demonstramos ainda que o fendtipo de pré-CML € fortemente induzido pelo soro,
havendo porém, a manutencdo de um grupo de células indiferenciadas mesmo sob altas
concentracdes de soro ou apds passagens. Através da adicdo de AR a cultura, mostramos
ainda que o AR € capaz de neutralizar o efeito do SFB, ndo sé reduzindo significativamente o
nimero de CML na cultura, como também aumentando a expressdo de marcadores
caracteristicos do fenétipo indiferenciado. Esta observacdo se mostrou condizente com dados
recentes de literatura e nos levou a formulacdo de um modelo de algumas das vias atuantes no
desenvolvimento corondrio, conservado entre aves e mamiferos, onde a relacdo entre WT1 e
RALDH2/AR ¢ responsdvel pela manutencdo de um estado indiferenciado e proliferativo,
refreando a acdo de fatores envolvidos na diferenciacio celular vascular como o PDGF, por
exemplo.

Os resultados obtidos neste trabalho permitiram a elaboracdo de um modelo onde
propomos algumas das vias, conservadas entre aves e mamiferos, envolvidas no complexo
processo de modulagdo da diferenciacdo das células do OPE durante o desenvolvimento
embriondrio. Com isso, acreditamos estar colaborando para a compreensdo da biologia do
desenvolvimento das corondrias e contribuindo, a longo prazo, para o aprimoramento das

técnicas de terapia celular em revascularizagao cardiaca.
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