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Resumo

Diversas alternativas terapéuticas vém sendo empregadas na terapia de paciente
com doengas cardiacas. Nos ultimos anos, a terapia celular emergiu como uma nova
estratégia para doencas cardiacas isquémicas representando a mais promissora
abordagem para tratamento destas doencas. A literatura sugere que o uso de fator de
crescimento celular direciona as CTH para o miocérdio e facilita o seu implante e
diferenciacdo no local, porem poucos estudos pré-clinicos e clinicos foram feitos para
esta citocina. O objetivo proposto neste estudo foi caracterizar o papel do G-CSF no
remodelamento cardiaco em modelo experimental de infarto induzido, em camundongos
implantados ou ndo com CTH. Foi realizada a obtencdo de CTH do sangue periférico,
com prévia mobilizacdo com G-CSF em camundongos isogénicos e as células foram
implantadas em diferentes grupos experimentais. As citocinas TGF-B, IL-6 foram
dosadas pela técnica de Enzume Linked Immunosorbant Assay (ELISA) e as citocinas
IL-2, MCP-1, TNF-a, IL-10, IL-12, IFN-y por Cytometric Bead Array (CBA). A analise
histopatoldgica do tecido cardiaco foi realizado através da coloracdo de Hematoxilina-
Eosina (HE) e Tricromio de Malori. Na dosagem das citocinas observou-se que a
concentra¢do do TGF-B diminuiu no soro dos grupos experimentais (IAM, IAM-PBS,
IAM-CTH-GCSF e IAM-GCSF) quando comparado ao grupo controle SHAM,
(p=0,0470). A concentracao da IL-6 apresentou aumento nos grupos IAM-PBS e IAM-
CTH-G-CSF em relagdo aos grupos SHAM e IAM-G-CSF (p=0,6053). Observou que a
IL-12 aumentou no grupo IAM-PBS, no tecido cardiaco em relacéo aos grupos SHAM,
IAM-CTH-GCSF e IAM-GCSF e o IFN-y diminuiu nos grupos IAM-CTH-G-CSF e
IAM-GCSF. Dados da analise histopatoldgica ndo demonstraram nenhuma alteragcdo no
grupo SHAM. Por outro lado nos grupos infartados, sem nenhum tratamento (IAM) e
IAM-PBS, foram identificadas, areas de ectasia vascular, desorganizacao no sentido das
fibras cardiacas, cicatrizacdo transmural, discretas angiogénese e necrose, com pouco
infiltrado inflamatério. Os grupos IAM-CTH e IAM-CTH-G-CSF apresentaram uma
angiogénese moderada, &reas de cicatrizagdo, discreta fibrose, infiltrado inflamatério
com predominio de macrofagos, plasmacitos e histidcitos, com discreta fibrose, ectasia
vascular e desorganizagdo da matriz extra-celular. No grupo IAM-G-CSF foi observado
uma moderada angiogénese, com acentuado infiltrado inflamatério, caracteristico de
plasmacitos, areas de calcificacdo e extensas areas de fibrose. O G-CSF parece ter um
importante papel no remodelamento cardiaco no modelo experimental estudado.

Palavras-chave: células tronco hematopoéticas, fator de estimulacdo de colbnias de
granuldcitos, infarto do miocardio, citocinas.
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Abstract

Several therapeutic alternatives have been employed in the therapy of patients with
heart disease. In recent years, cellular therapy has emerged as a new strategy for
ischemic heart disease and represents the most promising approach to treating these
diseases. The literature suggests that the use of cell growth factor directs the HSC to the
myocardium and facilitates the implantation and differentiation of the cells at the
implant site, but few preclinical and clinical data were made for this cytokine. The
objective proposed in this study was to characterize the role of G-CSF on cardiac
remodeling in an experimental model of myocardial infarction induced in mice
implanted with or without CTH. Was performed to obtain peripheral blood
hematopoietic stem cells, prior to mobilization with G-CSF in inbred mice and the cells
were implanted in different experimental groups. The cytokine TGF-B, IL-6 were
measured by the technique of Enzime linked immunosorbent assay (ELISA) and IL-2,
MCP-1, TNF-q, IL-10, IL-12, IFN-y by Cytometric Bead Array (CBA). Histopathology
of heart tissue was performed by hematoxylin-eosin (HE) and Masson's Malory. The
measurement of cytokines was observed that the concentration of TGF- decreased the
serum of the experimental groups (IAM, IAM-PBS, IAM-CTH-GCSF and IAM-GCSF)
compared to SHAM control group (p = 0.0470 ). The concentration of IL-6 showed an
increase in the IAM-PBS group and IAM-CTH-G-CSF groups compared to SHAM and
IAM-GCSF (p = 0.6053). Observed that IL-12 increased in the IAM-PBS group, the
heart tissue in relation to the SHAM groups, IAM-CTH-GCSF and IAM-GCSF, and
IFN-y decreased in group IAM-CTH-GCSF and IAM-GCSF. Data from
histopathological analysis showed no change in the SHAM group. On the other hand in
the infarcted groups, without any treatment (IAM) and IAM-PBS, were identified, areas
of vascular ectasia, disorganization in the direction of cardiac fibers, transmural scar,
mild angiogenesis and necrosis with little inflammatory infiltrate. Groups IAM-CTH
and IAM-CTH-GCSF had a moderate angiogenesis, healing areas, slight fibrosis, and
inflammatory infiltrate with predominance of macrophages, plasma cells and
histiocytes, with mild fibrosis, vascular ectasia and disorganization of the extracellular
matrix. In the IAM-GCSF group, was observed a moderate angiogenesis, with a
pronounced inflammatory infiltrate, characteristic of plasma cells, areas of calcification
and extensive fibrosis. The G-CSF seems to have an important role in cardiac
remodeling in an experimental model studied.

Keywords: hematopoietic stem cells, factor granulocyte colony stimulanting,
myocardial infarction, cytokines.

11



Lista De Abreviaturas

CT - Células Tronco

CTH - Células Tronco Hematopoéticas
CT-CTHs - Células Tronco a curto termo

CD - Cluster of Differentiation

FLTS3 - Fator Ligante 3

GCSF - Fator de Estimulagdo de Col6nias de Granulécitos
g -gramas

IL - Interleucina

IAM - Infarto Agudo do Miocérdio

IFN-y - Interferon Gama

IC - Insuficiéncia cardiaca

kg - kilos

LT-CTHs - Células Tronco a longo termo

ml - mililitro

mm - milimetro

m/s - metros por segundo

PBMC - Células mononucleares do sangue periférico
pg - picograma

SCUP - Sangue de Corddo Umbilical

TGF-p - Fator de Crescimento Transformador
TNF-a - Fator de necrose tumoral alfa

Th - Linfocito T Helper

VE - Ventriculo Esquerdo

pL — microlitros
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Resumo

O estudo das células-tronco (CT) tem-se mostrado uma area bastante explorada nos
diversos segmentos da biologia nos ultimos anos. As CTs sdo células pluripotentes
capazes de se diferenciar em diversos tipos de células especializadas quando submetidas
a determinadas condigdes fisiologicas ou experimentais. Com isso, a aplicacdo dessas
CTs como terapia representou uma revolucdo no entendimento dos mecanismos de
reparo e regeneragédo tecidual. No Brasil, estudos relatam o sucesso dos transplantes
autologos das CTs em diferentes doencas, como, nas doencas autoimunes e cardiacas.
Pesquisadores no Brasil tem mostrado resultados interessantes de implante de CTs em
diferentes cardiopatias, os quais tem apresentado melhora na fracdo de ejecdo e na
qualidade de vida do individuo. Muitos autores demonstrado em modelos animais
alteracdes teciduais cardiacas que comprovam a importancia da utilizacdo destas
celulas. Trabalhos desenvolvidos nos Estados Unidos demonstraram sucesso no uso de
CTs obtidas do sangue periférico em cardiopatias. No entanto, o processo pelo qual as
células se alojam no tecido cardiaco, a transdiferenciacdo e os mediadores envolvidos
neste mecanismo ainda ndo foram totalmente esclarecidos. Esta revisdo tem como
objetivo descrever os avancos da aplicacdo das células-tronco hematopoéticas na
cardiopatia isquémica.

Palavras-chave: células-tronco hematopoéticas, infarto isquémico, miocardiopatia,
terapia celular.

Abstract

The study of stem cells (SCs) has proved an area widely exploited in several sectors of
Biology. Stem Cells are pluripotent cells capable to differentiate in several types of
specialized cells when exposed to physiological or experimental conditions. Thus,
applying these SCs as therapy has represented a revolution in understanding the
mechanisms of tissue repair and regeneration. In Brazil, studies report the success of
autologous transplants of SCs in different diseases, such as in autoimmune and heart
diseases. Brazilian researchers have shown interesting results of SCs implantation in
different heart diseases, which have shown improvement in ejection fraction and quality
of life individual. Many authors have demonstrated in animal models changes in cardiac
tissue that prove the importance of using these cells. Studies carried in the United States
have demonstrated successful use of SCs obtained from peripheral blood in heart
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disease. However, the process by which cells become lodged in the heart tissue,
transdifferentiation and the mediators involved this mechanism has not been fully
elucidated. This review aims to describe the progress of the application of
hematopoietic stem cells in ischemic cardiomyopathy.

Keywords
Hematopoetic Stem Cells, ischemic infarction, cardiomyopathy, cell therapy

Introducéo

As células-tronco sdo células mononucleares imaturas, de origem embrionaria,
fetal ou do adulto e possuem trés caracteristicas que as distinguem dos outros tipos
celulares: a) sdo células indiferenciadas e ndo especializadas; b) sdo capazes de se
dividir e se auto-renovar indefinidamente; c) e sdo capazes de se diferenciarem em
diversos tipos de células especializadas quando submetidas a certas condigdes
fisioldgicas ou experimentais (SILVA JUNIOR et al., 2009). Esta ultima caracteristica,
denominada de plasticidade ou transdiferenciacdo, destaca a importancia dessas células
em estudos que buscam a cura de doencas crénico-degenerativas (ORLIC et al., 2006;
GOMES; PRANKE, 2008).

As ceélulas-tronco podem ser classificadas, em funcdo de sua origem, em
embrionarias ou nao-embrionérias (células-tronco adultas e células-tronco de cordao
umbilical) ou potencialidade, isto é, capacidade de diferenciacdo em totipotentes,
pluripotentes e multipotentes. As células totipotentes resultam da divisdo celular do
6vulo fertilizado e podem dar origem a qualquer tipo de célula ou de tecido que compde
0 embrido e que o sustenta durante seu desenvolvimento uterino. A divisdo das células
totipotentes resulta na formacéo das células pluripotentes (células-tronco embrionarias),
que se originam da massa interna do blastocisto (SCHWINDT et al., 2005; SILVA
JUNIOR et al., 2009) e sdo um pouco mais limitadas na sua diferenciacdo quando
comparadas as células totipotentes. A medida que as células pluripotentes especializam-
se, passam a constituir tecidos especificos e torna-ser mais restritas, denominando-se
multipotentes ou  células-tronco adultas  (células-tronco  hematopoéticas e
mesenquimais), cuja funcdo € a reparacdo e manutencdo tecidual (SILVA JUNIOR et

al., 2009). As células-tronco de corddo umbilical compreendem um conjunto de células-
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tronco tipo-embrionarias e tipo-adultas, isto €, pluripotentes e multipotentes,
respectivamente (NELSON et al., 2009).

Células-tronco Hematopoeticas

No fim do século XX, a aplicacdo das células-tronco (CTs) representou uma
revolucdo no entendimento dos mecanismos de reparo e regeneracdo tecidual
(BIANCO; ROBEY, 2001; SCHWINDT et al., 2005; PRENTICE, 2006). A célula-
tronco adulta melhor caracterizada € a célula-tronco hematopoética (CTH)
(CHRISTENSEN; WEISSMAN, 2001). Essas células residem como raras na medula
Ossea de mamiferos adultos (tipicamente de 0,01% a 0,05%), podendo também circular
no sangue periférico, onde sua concentracdo é ainda menor (~0,001%), figado fetal e
sangue de corddo umbilical (SCUP) (CABRITA et al., 2006; WILSON; TRUMPP,
2006 ).

De acordo com sua capacidade de auto-renovacéo e diferenciacdo em células do
tecido sanguineo e sistema imune (WILSON; TRUMPP, 2006), as ceélulas-tronco
hematopoéticas podem ser divididas funcionalmente em trés tipos: células-tronco
hematopoéticas com capacidade de auto-renovacgdo a longo termo (LT-CTHSs), células-
tronco hematopoéticas com capacidade a curto termo (CT-CTHSs) e progenitores
multilinhagem que, aparentemente, sdo incapazes de se autorrenovar (ABDELHAY et
al.,, 2009). Enquanto as LT-CTHs sdo consideradas capazes de se renovar
indefinidamente, sendo responsaveis por repopular todo o sistema hematopoético, as
CT-CTHs e os progenitores multilinhagem tém curta duracdo, sendo capaz de manter

uma hematopoese por um periodo curto (REYA et al., 2001).

A identificacdo e a separacdo destas diferentes populacGes de células recaem
sobre combinac6es de marcadores de superficie. As CTHs ndo expressam marcadores
de superficie celular, normalmente expressos em células hematopoéticas comprometidas

com linhagens (Lin-), porém expressam altos niveis de antigeno de célula-tronco 1
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(SCAL1) e KIT. Portanto, essas células sdo Lin'SCA1'KIT", as quais abrangem as LT-
CTHs que ndo expressam CD34 e tirosina-quinase-fms 3(FLT3), as CT-CTHSs as quais
expressam CD34 e ndo expressam FLT3 e as progenitoras multipotentes que expressam
CD34 e FLT3 (figura 1) (KIEL et al., 2005; YANG et al.,2005; CHRISTENSEN;
WEISSMAN, 2001) .

O sangue periférico tem sido utilizado como fonte de células-tronco
hematopoéticas (CTH) para o transplante de medula 6ssea, visando a recomposi¢do do
tecido sanguineo ap0s a terapia mieloblastiva, Unica aplicacdo clinica bem estabelecida
até 0 momento para as células-tronco. Recentemente surgiram evidéncias de que as
CTH também tém capacidade de se diferenciarem em outras linhagens celulares nao
hematopoéticas (MENDRONE JUNIOR, 2009), como por exemplo células musculares

periféricas e cardiomidcitos (Dongxu Sun et al.,2008; Jackson, K.A. et al., 2001).

@ \Lin™ c-kit” Sca-1" Thy1_1" FIk2" (camundongo)
Célula-Tronco ~—Lin" CD34" CD38" CD90" (humano)
% DD Lin™ ckit* Sca-1" Thy1_1" FIk2" (camundongo)
Fegeriiotes Mutpalented @.;@{;f’ Lin™ c-kit" Sca-1" Thy1_1® FIk2" (camundongo)
@99

Progenitores Oligolinhagem

ﬁ ® > @ o»

Células ® \
Maduras o® ap TS & 9 B &
> 2 o 2
. - Células
Eritrocitos Plaquetas Granulécitos Macrofagos Dendriticas  Linf T Céls NK  Linf B

Figura 1: Hematopoese. O sistema hematopoético pode ser visto como uma
hierarquia com origem nas Células-tronco hematopoéticas.
Fonte: ZAGO & COVAS, 2007.

Miocardiopatias Isquémicas
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As doencas cardiovasculares ainda lideram as estatisticas como principal causa
de 6bito em todo mundo. A Organizagdo Mundial de Saude (OMS) projeta quase 20
milhdes de mortes por doencas cardiovasculares nos proximos 10 anos
(FRANGOGIANNIS, 2008). Dentre as causas cardiovasculares, o infarto agudo do
miocardio (IAM), é a mais importante na maioria dos paises desenvolvidos. A medida
que um maior nimero de pacientes sobrevive ao |IAM, muitos progridem para faléncia
ventricular esquerda. No Brasil, grande numero de pacientes portadores de
miocardiopatia chagasica e os portadores de miocardiopatia isquémica desenvolvem
insuficiéncia cardiaca com grande dnus socioeconémico ao sistema unico de saude. Do
ponto de vista fisiopatoldgico, a grande prevaléncia da insuficiéncia cardiaca pode ser
explicada, ao menos parcialmente, pela inabilidade do coracdo em reparar/regenerar

cardiomidcitos em processo de morte celular (GOWDAK et al., 2005).

A isquemia do miocérdio resulta em injaria e morte dos cardiomiocitos devido a
privacao de oxigénio e nutrientes (MYLOTTE et al.; 2008) conseqliente da oclusdo de
uma ou mais artérias coronarias responsaveis pela irrigagdo sanguinea do mdsculo
cardiaco (OLIVEIRA; CAMPOS, 2009). A maioria dos infartos do miocardio resulta de
uma aterosclerose na coronéria, agravada por ruptura aguda de placa aterosclerética e
subsequente formacdo de um trombo coronario (FRANGOGIANNIS, 2008). COMO 0S
cardiomidcitos requerem alta energia para a funcdo contratil, isso torna o miocardio
muito sensivel a isquemia. A isquemia desencadeia uma série de eventos que culmina
com a morte dos cardiomidcitos isquémicos localizados na regido suprida pela artéria
(FRANGOGIANNIS, 2008), Via necrose no ndcleo da regido isquémica e apoptose ao redor da
zona de infarto (MYLOTTE et al.; 2008).

Nos momentos iniciais (minutos a horas) apds o dano, a perda celular intensa e
indiscriminada (cardiomidcitos, células endoteliais e nervosas) leva ao adelgagamento
das paredes cardiacas com a liberacao sistémica e local de mediadores inflamatorios. A
resposta inflamatoria € ativada visando o reparo, entretanto, essa resposta inicial
amplifica o processo da leséo causando mais necrose. Paralelamente, os cardiomiocitos
submetidos a um menor grau de isquemia sofrem morte celular por apoptose. A

apoptose leva a perda do musculo cardiaco, mas pode, de alguma maneira, ajudar a
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controlar a resposta inflamatoria secundaria ao IAM. Apdés a diminuicdo da inflamagéo
aguda, ocorre o reparo a longo prazo e o processo de cicatrizagdo juntamente com a
formacdo neovascular (OLIVEIRA; CAMPOS, 2009). Porém, embora a circulagdo
possa ser restabelecida, as areas de fibrose ndo contribuem para o desempenho
miocardico global em funcdo da perda das unidades contrateis. O processo consequente
de modificagdes combinadas em tamanho, forma e funcdo do coracdo apés a lesao é
chamado de remodelamento ventricular (OLIVEIRA; CAMPQOS, 2009) e manifesta-se

clinicamente como dilatacdo das camaras, hipertrofia cardiaca, aumento do diametro do ventriculo esquerdo e piora da fungéo
cardiaca (FRANGOGIANNIS, 2008).

A fraca correlacdo entre as alteragdes hemodinamicas (indices de funcéo
cardiaca) com a intolerancia ao exercicio corrobora para a importancia das alteracGes
musculares e periféricas na fisiopatologia da IC, além das alteracBes centrais
(SULLIVAN et al.,, 1990). Sendo estas alteragcdes relacionadas com diminuicdo dos
capilares no musculo periférico (FANG & MARWICK, 2002), modificacdo do tipo de
fibras (DREXLER et al., 1992), apoptose das células musculares (HAMBRECHT et al.,
1997), alteracdes mitocondriais, alteragdes de enzimas oxidativas (MARIN-GARCIA et
al., 2001), aumento nas citocinas circulantes e alteragdes nutricionais (MURRAY et al.,
2006) (Figura 2).

Insuficiéncia Cardiaca
(Intolerancia ao exercicio/

Fadiga)
I 1
Hemodindmicas Periféricas
I 1

Alteracdo VE Caquexia Mitocdndria 4 Citocinas inflamatorias

Volume de ejecao Atrofia muscular
tnc . - v Enzimas oxidativas | | Alteragdes metabolicas

*Fibras rapidas

|

+ Vascularizagao

Disfungao endotelial

Figura 2: Principais alteracfes centrais e periféricas consequentes da Sindrome
da Insuficiéncia Cardiaca.
Fonte: LEON, 2008.
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Capacidade Terapéutica do uso de células-tronco hematopoéticas

O termo terapia celular descreve um conjunto, de limites poucos precisos, de
métodos e abordagens tecnoldgicas fundamentadas no conhecimento de varias ciéncias,
que visam a utilizacdo de células para tratamento de doencas. O principal foco atual do
interesse da terapia celular € a medicina regenerativa, em que se busca a substitui¢do de
células, ou tecidos lesados, senescentes ou perdidos para restaurar a sua fungdo (ZAGO
& COVAS,, 2007).

Nos ultimos anos, a medicina cardiovascular passou por extraordinarias
revoluc@es: a explosdo de estudos pré-clinicos e clinicos suportando a hipdtese de que o
tecido cardiaco lesado poderia ser reparado com a administracdo de células-tronco e da
consequente formacdo de novos vasos e miocitos (ANGELI & OLIVEIRA, 2007;
GERSH et al., 2009). Em modelos experimentais, diversos tipos celulares tém sido
utilizados, assim como: mioblastos esqueléticos, células mononucleares de medula
espinhal e células-tronco mesenquimais (KALIL et al., 2008). Porém, o modelo mais
utilizado é a implantacdo de células provenientes da medula 6ssea. A hipétese inicial do
funcionamento da terapia baseada no reparo proveniente de CT é a reposi¢do de um
novo grupo muscular no local isquémico que permite a restauracdo da funcao cardiaca
através da geracdo de forca sistélica (LAFLAME et al., 2007a).

Nos trabalhos experimentais, demonstrou-se que a melhora funcional estava
associada a uma diminuicdo da area de fibrose, a formacéo de novos cardiomidcitos e a
vascularizagdo (PAYNE, 2007). No infarto agudo do miocérdio, evidéncias tém
mostrado que CT da medula 6ssea autdlogas podem se regenerar dentro do miocardio
infartado e melhorar a perfuséo da zona lesada (BARBASH et al., 2003; SMITH et al.,
2008). Estudos em vérias espécies demonstram que as CT derivadas da medula dssea
podem originar varios tecidos mesenquimais. O crescimento e destino das CT

dependem da colocacdo do enxerto no local apropriado; porém, os mecanismos pelos
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quais o meio influencia na diferenciacdo ainda ndo estdo totalmente determinados.
Supbe-se que o destino das CT da medula déssea € determinado pelo meio no qual elas
sdo injetadas ao invés de seu destino intrinseco programado. Assim, por exemplo, 0
tropismo positivo cardiaco ap0s estimulo pode promover e intensificar a
transdiferenciacdo de CT derivadas da medula Gssea para o fendtipo de cardiomidcito
(STRAUER et al., 2003).

Estudos recentes levantam a possibilidade que exista um sistema natural de
cardiomidcitos, conhecidos como células-tronco satélites ou mioblastos, para reparacao
tecidual. Entretanto, menos de 50% de cardiomidcitos sdo substituidos durante uma vida
normal, e este sistema parece ser insuficiente para a magnitude de uma reparacao
completa apds isquemia ou insuficiéncia cardiaca (GERSH et al., 2009). O reparo
cardiaco pode ser considerado como o resultado de trés processos principais: a
substituicdo (transplante de tecidos), rejuvenescimento ou restauracao (ativagdo de CTs
cardiacas residentes ou outras CTs, através de mecanismos paracrinos ou autdcrinos,
modulacdo da apoptose, inflamacdo, angiogénese) e regeneracdo (células progenitoras

ou CTs diferenciando-se em cardiomiécitos (GERSH et al., 2009).

Os estudos clinicos utilizando células-tronco hematopoética em cardiologia
comecaram no Brasil em 2002, usando como premissa para a sua realizagcdo dados
laboratoriais obtidos com modelos animais que demonstravam a melhora funcional e
tecidual das areas isquémicas do coracdo quando as CTs eram implantadas apds infarto
agudo do miocéardio (ORLIC et al., 2001). Nos trabalhos experimentais, demonstrou-se
que a melhora funcional estava associada a uma diminuicdo da area de fibrose, a
formagdo de novos cardiomidcitos e a neovascularizagdo (PAYNE et al., 2007). O
tratamento de animais com hormonios celulares, tais como o G-CSF e o SCF, capazes
de induzir a mobilizacdo de células de medula dssea para a periferia, associado ao uso
de CT também foi capaz de diminuir as lesdes causadas posteriormente por um processo
isquémico no miocardio (ORLIC et al., 2001) . Além disso, ha fortes evidéncias de que
ceélulas endoteliais possam ser derivadas de células-tronco da medula 6ssea (TEPPER et
al., 2003). Porém, ainda encontram-se divergéncias na literatura (Murry et al., 2004) dos

efeitos beneficos da implantacdo de CTs ap6s IAM.
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Conclusodes

Os mecanismos de reparo cardiaco enddgenos ndo sao suficientes para regenerar
o0s coracgdes de pacientes ap0os o infarto do miocardio. Logo, 0os progressos na biologia
das células-tronco e na medicina regenerativa vem ampliando as pesquisas em terapia
celular como tratamento para a insuficiéncia cardiaca. =~ A multiplicacdo de
cardiomidcitos funcionais e saudaveis, a formacgdo neovascular, o controle da apoptose e
fibrose e a modulacdo da resposta inflamatéria seriam potencialmente benéficos e sdo

objetivos naturais da terapia celular em Cardiologia.
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EFEITO DO GCSF NO REMODELAMENTO CARDIACO EM
CAMUNDONGOS COM INFARTO INDUZIDO E IMPLANTADOS COM

CELULAS TRONCO HEMATOPOETICAS.
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Experimento: Estudar o efeito do Fator de estimulacdo de coldnias de granuldcitos
(GCSF) no remodelamento cardiaco em camundongos com infarto induzido e

implantados com células tronco hematopoéticas.

Métodos e Resultados: Foram distribuidos 84 camundongos isogénicas fémeas
BALB/C em 7 grupos de 12 animais: Grupo doador, Grupo SHAM (controle), Grupo
IAM, Grupo IAM-PBS, Grupo IAM-CTH, Grupo IAM-CTH-GCSF e Grupo IAM-
GCSF. Os animais foram infartados (IAM e IAM-PBS) , tratados somente com GCSF
(IAM-GCSF) ou tratados com GCSF e implantados com CTH. Apo6s 30 dias de
experimentos esses foram animais foram submetidos ao exame ecocardiogréficos e teste
de esforco fisico. Em seguida foi avaliado o perfil de citocinas no soro e tecido cardiaco
e foram feito analises do tecido cardiaco. Na dosagem das citocinas observou-se que o
TGF-B diminuiu no soro dos grupos IAM, IAM-PBS, IAM-CTH-GCSF e IAM-GCSF
quando comparado ao grupo controle SHAM, (p=0,0470). A IL-6 apresentou aumento
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nos grupos IAM-PBS e IAM-CTH-GCSF em relagdo aos grupos SHAM e IAM-GCSF
(p=0,6053). Observou-se que a IL-12 aumentou no grupo IAM-PBS, no tecido cardiaco
em relagdo aos grupos SHAM, IAM-CTH-GCSF e IAM-GCSF enquanto o IFN-y
diminuiu nos grupos IAM-CTH-GCSF e IAM-GCSF. Na andlise histopatolégica foi
observado areas de remodelamento em todos 0s grupos experimentais e areas de
calcificagdo no grupo IAM-GCSF.

Conclus@o: O GCSF parece ter um importante papel no remodelamento cardiaco no

modelo experimental estudado.

Palavras-chave: células-tronco hematopoéticas, fator de estimulacéo de col6nias de

granuldcitos, infarto do miocardio, citocinas,

INTRODUCAO

A insuficiéncia cardiaca (IC) é classicamente definida como a
incapacidade do coragdo em bombear suprimento adequado de sangue em relacdo ao
retorno venoso e as necessidades metabélicas tissulares.® Esta sindrome é resultado de
alteracOes estruturais ou funcionais cardiacas que prejudicam a habilidade do ventriculo
esquerdo (VE) de ejetar sangue 2, gerando um aumento da presso capilar pulmonar e o
decréscimo da funcdo cardiaca. Este evento geralmente ocorre apés uma lesdo no
miocardio, que pode ser ocasionada por necrose muscular e/ou pela progressao
fisiopatolégica de uma doenca cardiaca cronica. Como resposta a esse processo ocorrem
alteracdes hemodinamicas, elevacdo e ativacdo do sistema neuro-hormonal e aumento

das pressées ventriculares o que representa a piora da funcéo cardfaca.®*

Os modelos experimentais de infarto do miocardio apos a ligacdo da artéria
coronéria em ratos tem sido a técnica de insuficiéncia cardiaca mais utilizada para
estudos de implante de células tronco. A oclusdo completa da artéria coronéria
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esquerda resulta em infarto do miocardio com ocorréncia evidente de IC e

comprometimento periférico, apds 3 a 6 semanas.”

Atualmente, a aplicacdo clinica de células-tronco adultas humanas representa a
mais promissora abordagem para regeneracgéo celular orgénica no tratamento de doencas
cardiacas e extra cardiacas. Em condicdes favoraveis estas células podem se diferenciar
em células maduras tissulares.® Nos Gltimos anos houve uma explosdo de estudos pré-
clinicos e clinicos suportando a hip6tese de que o tecido cardiaco pode ser tratado com
0 uso de células tronco, tendo como consequéncia a formacdo de novos vasos e
miécitos.” As células-tronco adultas possuem uma plasticidade de gerar linhagens de

celulas diferentes de seu 6rgéo original.

O Fator de estimulacdo de col6nias de granuldcitos (GCSF) € uma citocina
hematopoiética normalmente utilizado no tratamento de pacientes com cancer. Estudos
tém demonstrado propriedades regenerativas devido a mobilizagdo das células tronco da
medula 6ssea, em animais. Como resultado, esta vém sendo testada como uma terapia
para insuficiéncia cardiaca isquémica em seres humanos. Estudos indicam que a GCSF
recruta células tronco para o miocardio lesado, e além disso, ele pode ainda induzir a
transdiferenciacdo destas células em cardiomiocitos, outro mecanismo que também
poderia ser benéfico para o individuo.® Apesar de muitos estudos sugerirem um papel
importante do GCSF em estudos de implante com células tronco, pouco se sabe sobre 0s
mecanismos envolvidos no remodelamento do miocardio e do papel desta citocina neste
processo. O objetivo proposto neste estudo foi caracterizar o papel do GCSF no
remodelamento cardiaco em modelo experimental de infarto induzido, em

camundongos, tratados e implantados com células tronco hematopoéticas ou (GCSF).
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MATERIAIS E METODOS

Os experimentos foram realizados no Biotério Central da Universidade Federal
do Amazonas e no Laboratorio de Terapia Celular da Fundagcdo de Hematologia e
Hemoterapia do Amazonas-HEMOAM. Foram utilizados camundongos isogénicos
fémeas BALB/c, com 30 dias de idade, com peso médio de 22 gramas, provenientes do
Biotério da Universidade Estadual Paulista de Botucatu (UNESP). Foram respeitados
os principios de cuidados com animais de laboratdrio de acordo com a lei n°6638 da
Republica Federativa do Brasil que trata de normas para as préaticas didatico-cientifico
da vivisseccdo de animais. O trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em
Experimentagdo Animal (CEEA) da Universidade Federal do Amazonas —UFAM

protocolo nimero 017/2010.

Os animais foram divididos em 7 grupos, com um nimero amostral em média de
12 animais: 1) Grupo doador: doador de células-tronco periféricas, estes animais
receberam uma dose de fator de crescimento de granuldcitos (GCSF) e ap6s o 3° dia de
tratamento o sangue foi coletado pelo plexo ocular; 2) Grupo Sham: foram submetidos
a toracotomia lateral esquerda, sem oclusao da artéria; 3) Grupo IAM-PBS: 0s animais
foram submetidos ao infarto pela oclusdo da artéria coronaria esquerda e receberam
injecdo no coracgdo (VE) de solucéo salina 0,9%; 4) Grupo IAM-CTH: os animais foram
submetidos ao infarto, foram implantados com células PBMC, isoladas do Grupo
doador; 5) Grupo IAM-CTH-GCSF: os animais foram submetidos ao infarto, receberam
PBMC isoladas do grupo doador, e foram tratados com uma dose de 200 pg/kg de
GCSF, durante 5 dias consecutivos; 6) Grupo IAM-GCSF: os animais foram
submetidos ao infarto, foi injetada uma solugéo salina a 0,9% e foram tratados com uma
dose de 200 pg/kg de GCSF durante 5 dias consecutivos; 7) Grupo IAM: 0s animais

foram submetidos ao infarto, pela oclusdo da artéria coronariana esquerda.
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Modelo experimental do Infarto do miocardio.

Os animais foram inicialmente anestesiados (cloridrato de xilazina (Anasedan®,
Paulinia- SP 0,01ml + cloridrato de cetamina (Ketamin —S(+), Itapira-SP) 0,03 ml + 0,6
ml de solucéo fisioldgica), intubados e ventilados artificialmente (HSE-HA MiniVent
Ventilador for mice — Harvard). Para a indugdo do infarto foi utilizada a técnica de
ligadura da artéria coronéria esquerda.® A técnica consiste na exposicdo do ventriculo
esquerdo através de uma toracotomia esquerda, entre a quarta e quinta costelas com
posterior sutura da artéria coronaria descendente principal esquerda, em um ponto entre
1 e 2 mm distalmente ao bordo do &trio esquerdo. O espaco intercostal foi suturado e o
pneumotoérax drenado por um sistema de aspiracdo continua. A temperatura do animal

foi mantida entre 36.8° e 37°C em gaiolas de recuperacéo.
Preparo e isolamento das células tronco hematopoéitica.

Foi administrado o Fator de Crescimento GCSF (Filgrastine®/Blausiegel Ind.e
Com.Ltda), na dose de 200 ug/kg, por via subcutdnea por um periodo de trés dias
prévios a coleta das CTH no grupo doador, de acordo com o descrito por VILAS-BOAS
e colaboradores.® O sangue periférico foi coletado em seringa heparinizada pelo plexo
ocular e as células mononucleares de sangue periférico (PBMC) foram isoladas, através
da separacio em gradiente de  Ficoll (HISTOPAQUE®-1077/Sigma-
Aldrich®/St.Louis, MO EUA), pelo método de Boyum modificado.'’ Em seguida
realizou-se a contagem celular em cadmera de Neubauer (em solucdo de Turk) e a
viabilidade celular foi determinada utilizando-se o corante vital Azul de Tripan, sendo a
viabilidade média de 89% . O percentual de células tronco hematopoiético foi

determinado pela analise fenotipica dos marcadores anti-CD34™"CD45 "
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obedecendo ao Protocolo do ISHAGE* e o niimero de PBMC total implantado foi de

2,584 x 10°em 0,06 mL.
Implante das células-tronco

O implante das células foi realizado sete dias ap6s a indugdo do infarto,
por meio de esternotomia mediana, em uma Unica injecdo no local da les&o™®, sob as

mesmas técnicas anestésicas e ventilatéria descritas anteriormente.

Estudo Ecocardiografico e Teste de Esforco

Apds um periodo de 30 dias os animais foram anestesiados e ventilados (como
descrito anteriormente) para o estudo ecocardiografico. Apds a tricotomia da regido
anterior do torax, os animais foram posicionados em decubito dorsal para a realizacdo
do exame, utilizando o equipamento GE® VIVID 5 (Highland Park Dr. Bloomfield,
USA). A éarea de infarto foi estimada pela determinacdo do perimetro interno da regido

infartada em relacdo ao perimetro total do coracéo.

O teste de esforco fisico foi realizado através de teste progressivo escalonado até
a exaustdo do animal em esteira rolante®* com velocidade inicial de 0,2 m/s, sem
inclinacdo. A cada trés minutos, a velocidade foi aumentada em 0,08 m/s, até a exaustao
total do animal. A média da velocidade final e da distancia total percorrida por cada

animal durante o teste foi determinada.

Histopatologia

Ap0s todos os testes os animais foram eutanasiados e 0s coragdes retirados e

dissecados, separando-se o ventriculo esquerdo e direito. O ventriculo esquerdo foi
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dividido em duas partes uma para anélise histoldgica, fixadas em solugdo de formol a
10% e a outra parte foi armazenada em solucdo de RPMI-1640 (Sigma-Aldrich®/
St.Louis,MO EUA), para a analise das citocinas no tecido cardiaco. Cortes transversais
do ventriculo esquerdo foram obtidos em Microtomo (SLEE MAIZ modelo CUT 4055),
e as ldminas coradas pelo método hematoxilina-eosina (HE) ou Tricromio de Malori

para a analise histopatoldgica.
Dosagem de Citocinas

As concentracdes de citocinas foram determinadas na amostra tecidual e do
plasma em pool de 2 animais cada. Para tanto, o ventriculo esquerdo foi triturado,
centrifugado e o sobrenadante armazenado para a dosagem das citocinas. As citocinas
(IL-2, IL-10, INF-y, TNF, IL-12, MCP-1) foram quantificadas por citometria de fluxo
utilizando o citdbmetro FACS CALIBUR (BD Bioscience, San Diego, CA, USA),
através do Kit Cytometric Bead Array (CBA). As técnicas foram executadas de acordo
com o protocolo de cada kit das citocinas, para este procedimento foram utilizados:
Mouse inflamationn Kit, Mouse Th1/Th2 Kit (BD Bioscience, San Diego, CA, USA). A
Citocinas TGF-B e IL-6 foram quantificadas através do método Enzume Linked
Immunosorbant Assay (ELISA) usando a leitora de placas ASYS Hitech (GmbH
modelo Atlantis 4, Eugendorf, Austria). Para este procedimento foram utilizados o Kit

BD OptEIA (BD Bioscience, San Diego, CA, USA).

Analise estatistica

Para anélise dos dados utilizou-se o programa GraphPad Prism (verséo 5.0). A

analise estatistica foram os Testes ndo-paramétricos de Kruskall-Wallis para a
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comparagdo dos grupos e para a comparagdo grupo a grupo o teste ndo-paramétrico de

Mann Whitney. Os valores de p< 0,05 indicaram significancia.

RESULTADOS

Estudos Ecocardiogréficos e Teste de Esforc¢o

Um més ap6s o procedimento, os animais dos grupos 1AM, IAM-PBS, IAM-
CTH, IAM-CTH-GCSF e IAM-GCSF apresentaram aumento do perimetro do infarto
quando comparado com o grupo SHAM, sendo o p valor <0,0001 (tabela 1). Os
animais que receberam implante com CTH, tratados ou ndo com GCSF (IAM-CTH,
IAM-CTH-GCSF) e o grupo infartado, tratado somente com GCSF (IAM-GCSF),
apresentaram diminuicao significativa do perimetro do infarto quando comparado com
os animais infartados (IAM, IAM-PBS), sendo os valores de p=0,0061, 0,0046, 0,0007

e 0,0263, 0,0066 e 0,0021, respectivamente.

Para avaliar a resisténcia dos animais apds o infarto, aplicou-se um teste de
esforgo fisico, e avaliou-se a distancia percorrida por cada animal e o tempo gasto para
0 percurso (metros/segundo). Como mostra a tabela 2, observou-se que ndo houve
diferenca estatistica significativa em relagdo ao tempo tolerado pelos animais dos
grupos 1AM, IAM-PBS, IAM-CTH, IAM-CTH-GCSF e IAM-GCSF, em relacdo ao
SHAM (p=0,0597). No entanto, os animais do grupo IAM-GCSF suportaram menor
tempo de corrida, quando comparado com os grupos SHAM (p=0,0147), 1AM
(p=0,0553), IAM-PBS (0,0067), IAM-CTH (p=0,1878) e IAM-CTH-GCSF (p=0,0232).
Em relacdo a distancia percorrida, observou-se que os animais do grupo IAM-GCSF,

percorreram menor distancia em relacdo aos demais grupos, sendo a diferenca
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estatisticamente significativa (p= 0,0313). Esta diferenca foi mais clara comparando-se
0 grupo IAM-GCSF com os grupos SHAM (p<0,0001), IAM (p=0,0250), IAM-PBS

(p=0,0014), IAM-CTH (p=0,1878) e IAM-CTH-GCSF (p=0,0342).

Concentragéo de TGF-, IL-6 TNF-a, MCP-1, IL-2, IL-12, IFN-y e IL-10

no soro e coracio, “ex-vivo”

Como apo6s o infarto, o coragdo inicia um processo de remodelamento, que
culmina com um processo inflamatdrio, nosso proximo objetivo foi caracterizar o perfil
de citocinas no sangue e no sobrenadante do homogeinizado do ventriculo esquerdo,
“ex-vivo”, nos diferentes grupos. No entanto ndo foi possivel quantificar as citocinas do
grupo IAM e IAM-CTH, devido ao alto numero de morte destes animais durante 0s

experimentos.

Como mostra a figura 1 (A), observou-se que a concentragdo do TGF-B diminuiu
no soro dos grupos experimentais (IAM, IAM-PBS, IAM-CTH-GCSF e IAM-GCSF)
quando comparado ao grupo controle (SHAM), sendo esta diferenca estatisticamente
significativa (p=0,0470). No grupo, infartado, tratado com GCSF que recebeu o
implante de CTH (IAM-CTH-GCSF) houve um aumento da concentracdo desta
citocina, porém ndo houve significancia estatistica quando comparado aos demais
grupos. Por outro lado, observou-se que ndo houve diferenca estatistica significativa da
concentracdo de TGF-B no tecido cardiaco entre os grupos estudados (p=0,4178).
Observou-se um aumento da concentragdo desta citocina no grupo IAM-PBS em
relacdo aos demais grupos, experimentais e controle. No entanto, esta diferenca néo foi

estatisticamente significativa, figura 1 (B).
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Como demonstra a figura 1 (C e D), a concentracdo da IL-6, uma citocina pro-
inflamatoria, no soro e coracdo apresentou aumento nos grupos IAM-PBS e IAM-CTH-
GCSF em relagdo aos grupos SHAM e IAM-GCSF, no entanto ndo houve significancia

estatistica (p=0,6053).

Em relagcdo ao TNF-a, outra citocina inflamatoria, observou-se aumento no soro
do grupo IAM-PBS em relagdo aos demais grupos, figura (2A), no entanto esta
diferenga ndo foi estatisticamente significante. Por outro lado, os resultados
demonstraram uma maior concentracdo de TNF-o no grupo SHAM (tecido cardiaco)
quando comparado com os demais grupos experimentais, figura 2 (B), mas a diferenca

n&o foi estatisticamente significativa.

A figura 2 (C e D) demonstra a dosagem da quimiocina MCP-1 no soro e tecido
cardiaco, respectivamente. No soro ndo foi observado diferenga estatistica significativa
entre os grupos estudados (p=0,7967). Por outro lado, foi observado que mesmo néo
sendo estatisticamente significativo, 0 MCP-1 estd aumentado no tecido cardiaco do
grupo IAM-PBS, em relagdo aos grupos SHAM e IAM-GCSF. Interessantemente, 0
grupo IAM-CTH-GCSF demonstrou uma baixa concentracdo desta quimiocina no
tecido cardiaco em relagdo aos demais grupos, no entanto esta diferenca nao foi

estatisticamente significativa.

A andlise da IL-2 demonstrou que ndo houve diferenca estatistica significativa
da concentracdo desta citocina no soro, entre o grupo SHAM e o0s demais grupos
estudados (p=0,318). Assim como no soro, no tecido cardiaco, também nédo foi
observado diferenga estatistica significativa de IL-2, entre os grupos, SHAM e IAM-

PBS, IAM-CTH-GCSF, IAM-GCSF (p=0,8701), figura 2 (E e F). O grupo IAM-CTH-
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GCSF apresentou-se aumentado em relacdo aos demais grupos, porém como citado

anteriormente ndo houve diferenca estatistica significativa.

Com o objetivo de avaliarmos a polarizacdo da resposta imune no soro e tecido
cardiaco, o proximo passo foi analisar as concentragbes de 1L-12, INF-y e IL-10 nos
diferentes grupos estudados. Como mostra a figura 3 (A e B), ndo foi observada
diferenca estatistica significativa de 1L-12 entre 0s grupos experimentais, tanto no soro
quanto no tecido cardiaco. No entanto, observou-se que a IL-12 aumentou no grupo
IAM-PBS, no tecido cardiaco em relacéo aos grupos SHAM, IAM-CTH-GCSF e IAM-

GCSF, figura 3 (B).

Em relagéo ao IFN-y, foi observado aumento significativo desta citocina no soro
do grupo IAM-GCSF em relacdo ao grupo IAM-CTH-GCSF, (p=0,0159). No entanto,
esta diferenca ndo foi estatisticamente significativa em relacdo aos grupos SHAM e
IAM-PBS, figura 3 (C). Quando avaliou-se o perfil desta citocina no tecido cardiaco,
observou-se que houve aumento no grupo IAM-PBS em relacdo aos demais grupos, ndo
sendo estatisticamente significativa, figura 3 (D) . Observou-se ainda, que houve uma

reducdo dréastica de IFN-vy, nos grupos IAM-CTH-GCSF e IAM-GCSF, figura 3 (D).

Em relacdo a IL-10, uma citocina supressora da resposta Thl, ndo foi observado
diferenca estatistica significativa entre os grupos estudados, no soro ou tecido cardiaco,

figura 3 (F).

Analise Histopatologica
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Dados da analise histopatoldgica do grupo SHAM nao demonstraram nenhuma
area de necrose, fibrose ou cicatrizagdo por colageno, caracterizando-se como uma
histologia normal do tecido cardiaco, figura 4 (A e B). Por outro lado nos grupos
infartados, sem nenhum tratamento (IAM) ou que receberam PBS intra-cardiaco, foram
identificadas, &reas de ectasia vascular, desorganizagdo no sentido das fibras cardiacas,
cicatrizagcdo transmural, discretas angiogénese e necrose, com pouco infiltrado
inflamatorio. Além disso, diferente do observado para o grupo IAM, no IAM-PBS

observou-se, 0 espessamento da parede.

Os grupos IAM-CTH figura 5 (A e B) e IAM-CTH-GCSF figura 5 (C e D)
apresentaram angiogénese moderada, &reas de cicatrizagdo, discreta fibrose, infiltrado
inflamat6rio com predominio de macrofagos, plasmdcitos e histidcitos, com discreta
fibrose, ectasia vascular e desorganizacdo da matriz extra-celular. No grupo IAM-GCSF
figura 5 (F e G), foi observado angiogénese moderada, com acentuado infiltrado
inflamatorio, caracteristico de plasmaocitos, areas de calcificacdo e extensas areas de

fibrose.

DISCUSSAO

A prevaléncia de doencas do coracdo tem aumentado significativamente em todo
0 mundo. A prevencéo e tratamento pds-infarto, para evitar o desenvolvimento de falhas
cardiacas tem sido alvo de grande preocupacdo para a saude publica, como forma de
melhorar a qualidade e aumentar a expectativa de vida, além de reduzir gastos publicos

com internacGes hospitalares.
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Diversos mecanismos podem desencadear as falhas cardiacas pds-infarto, como
a expansdo da area do infarto, hipertrofia do miocérdio, fibrose e dilatagcdo ventricular.
Estes mecanismos estdo relacionados a alteragcdes moleculares, celulares e tissulares. No

entanto, muitos destes mecanismos no sdo completamente entendidos.*

Muitos estudos utilizando modelos animais de infarto/isquemia tem sido
essenciais para andlise do processo de remodelamento cardiaco, pos-infarto. No
presente estudo, avaliamos o efeito do implante de células tronco no miocéardio de
camundongos com infarto induzido, por oclusdo da artéria coronéria esquerda,

associado ou ndo ao tratamento com o GCSF.

Nos estudos ecocardiograficos observamos aumento no perimetro do infarto, nos
grupos experimentais em relacdo ao grupo SHAM. Estudos desenvolvidos por outros
autores demonstram que como resultado da oclusdo da artéria coronaria, ocorre débito
metabolico no tecido cardiaco, causando a hipoxia. Se a isquemia persiste, pode ocorrer
uma injuria irreversivel, iniciando um processo de morte celular. No coracgao isquémico,
as células podem morrer por diferentes processos, como por exemplo, necrose ou
apoptose.’® Os cardiomiécitos parecem ser as células mais vulneraveis a apoptose e
estes mecanismos apresentam uma acgdo direta na sobrevida do miocardio e no

desenvolvimento de falhas cardiacas ao longo do tempo.*’

Devido a capacidade de mobilizar as células mononucleares e tendo em vista a
eficacia da terapia com GCSF para reparacdo cardiaca, diversos estudos foram
realizados em modelos experimentais de infarto agudo do miocéardio, associado ao
tratamento com GCSF. Estudos demonstraram que o uso de GCSF, em diferentes
tempos apés o infarto, induziu uma melhora funcional do coragdo, diminuigdo da

mortalidade e da area do infarto, com possivel regeneracéo do tecido lesado.™®
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Neste estudo lancamos méo do uso de GCSF para o tratamento de camundongos
infartados, implantados ou ndo com células tronco. Semelhante ao observado por
Sanganalmath e colaboradores'®, camundongos que receberam células tronco e foram
tratados com GCSF, ou aqueles infartados e tratados somente com GCSF, apresentaram
reducdo do perimetro do infarto, quando comparado com os animais somente infartados,
que receberam ou ndo PBS. Estes dados sugeriram inicialmente, uma melhora no débito
cardiaco. No entanto, ao contrario do esperado, quando avaliamos a resisténcia ao
esforgo, curiosamente, animais infartados que receberam o tratamento com GCSF
apresentaram menor resisténcia quando comparado aos demais grupos analisados,

sugerindo um efeito deletério desta citocina no coracdo destes animais.

Um processo inflamatorio € iniciado ap6s a lesdo do miocardio induzida pelo
infarto, este processo ocorre como um mecanismo de reparo tecidual e inclui a
mobilizacdo e infiltracdo de ceélulas, assim como deposicdo de colageno, que sdo

essenciais para o remodelamento do ventriculo.*

Muitos mecanismos imunes séo iniciados, induzindo uma resposta inflamatoria
mediada por quimiocinas e citocinas. As quimiocinas estimulam o recrutamento de
leucdcitos para a area do infarto, enquanto citocinas promovem interacdes adesivas

entre leucocitos e células endoteliais.*®

Dentre as citocinas envolvidas no processo inflamatorio, a IL-6 e 0 TNF-a sdo
detectados no tecido cardiaco logo ap6s o inicio da isquemia e parecem estar
envolvidas no processo de remodelamento tecidual, enquanto 0 TGF-f3 desempenha um
papel crucial na reparagdo cardiaca, suprimindo a inflamacdo e promovendo a
modulacgéo fenotipica de miofibroblastos e deposicdo da matriz extracelular, resultando

na formag&o de angiogénese e tornando o local altamente vascularizado.™
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Estudos clinicos demonstram que altas concentraces de IL-6 e TNF-a na
circulagdo e no coracdo de individuos com insuficiéncia cardiaca estdo relacionadas a

progressdo da doenca. %

Em nosso modelo, ndo observamos diferenca estatistica significativa em relacéo
as concentracdes de IL-6 no soro ou tecido cardiaco. Os dados demonstram uma
reducdo, ndo significativa, da concentracdo desta citocina no grupo IAM-GCSF, em
ambos os compartimentos, quando comparado com os demais grupos estudados. Alguns
mecanismos podem estar envolvidos nos resultados observados neste estudo. Um deles
poderia ser 0 momento do processo inflamatério em que as amostras foram coletadas,
ou seja, 30 dias apds o infarto. Alguns estudos demonstram que a sintese da IL-6 é
rapidamente induzida em células mononucleares e cardiomidcitos no coragdo. No
entanto, o papel funcional desta citocina na cicatrizacdo tecidual pds infarto permanece

desconhecido.?

Outro mecanismo seria a regulacdo da producgdo desta citocina pelo GCSF.
Estudos de terapia com GCSF em modelos animais de infarto agudo do miocardio
demonstram a eficacia desta citocina para o reparo do tecido. Orlic e colaboradores®
demonstraram que a administracdo de GCSF e SCF (fator de células tronco), 5 dias
antes e 3 dias ap6s a oclusdo da coronaria em ratos, aumentou a sobrevida, o
desempenho dos animais e reduziu o remodelamento pela formagéo de cardiomidcitos e
de novos vasos sanguineos. No entanto, o efeito do GCSF sobre a producdo da IL-6 ndo

esta totalmente esclarecido. 22

O TNF-o ¢ uma citocina inflamatoria, tendo um papel importante no
desenvolvimento da insuficiéncia cardiaca. Alguns trabalhos sugerem que no inicio da

liberacdo, esta citocina, pode ter uma funcdo restauradora ou reparadora no processo de
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remodelamento pds-infarto, e se mantida ao longo do tempo pode ter um papel deletério
sobre o miocardio.”® No presente estudo, observamos que ndo houve diferenca
estatistica significativa em relacdo a produgdo de TNF-a, no soro ou tecido cardiaco, 30
dias apo6s o infarto. Os dados demonstraram uma tendéncia a diminuicdo desta citocina
no tecido cardiaco nos grupos experimentais, infartados e que receberam os diferentes
tratamentos. Estes dados sugerem que ocorreu uma supressdo da producdo desta
citocina nestes animais, e este mecanismo parece estar relacionado ao processo de

reparacao tecidual.

Uma vez que os estudos clinicos e experimentais demonstram que o0 TGF-p esta
envolvido no desenvolvimento das doencas cardiovasculares, seria importante
compreender as agOes bioldgicas deste, no modelo experimental do presente estudo. O
TGF- B tem sido relacionado ao desenvolvimento destas doencas, por apresentar-se

aumentado na hipertrofia do miocéardio apds o estresse cardiaco.?*

Os resultados encontrados no presente estudo demonstraram uma diminuicdo
significativa desta citocina no soro dos animais infartados, tratados somente com PBS,
ou com GCSF, ou ainda aqueles que receberam CTH e foram tratados com GCSF,
quando comparado ao controle (SHAM). Quando avaliamos a concentracdo desta
citocina no tecido cardiaco, ndo observamos diferengas estatisticas significativas, mas
houve uma tendéncia ao aumento desta citocina nos grupos IAM-PBS e IAM-CTH-
GCSF, quando comparado com os animais SHAM. Estes dados, juntamente aos
observados para a IL-6 e TNF-a, sugerem que o GCSF parece modular a producéo e
liberacdo de citocinas, que poderiam estar envolvidas no remodelamento do tecido
cardiaco pos infarto, levando a um efeito benéfico do GCSF no miocéardio. Dados da

literatura demonstram que o TGF-f induz, como citado anteriormente, fibrose cardiaca,
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por converter fibroblasto em miofibroblasto e aumentar a deposicdo de colageno no

local da inflamag#o.?

As quimiocinas desempenham um papel critico na inflamacdo por induzir a
locomocéo e o trafico de leucdcitos para o local da lesdo. Recentes estudos em modelos
experimentais de infarto do miocérdio demonstraram forte inducéo de varios membros
da familia de quimiocinas na isquemia capazes de promoverem o recrutamento de
leucécitos, e atuarem no processo de angiogénese e na deposicdo de tecido fibroso.™
Estudos demonstraram que a MCP-1 atua no recrutamento e ativacdo de macrofagos,
sintese de citocinas, como a IL-1 e IL-6, e acimulo de miofibroblastos em &reas de
infarto. Em nosso estudo, ndo observamos diferencas significativas na concentracéo
desta citocina no soro, nos diferentes grupos experimentais. Além disso, os dados
obtidos nos experimentos deste estudo demonstraram que o grupo infartado, tratado
com PBS, apresentou um aumento desta quimiocina no tecido cardiaco, quando
comparado com os demais grupos. Apesar deste aumento nao ter sido significativo,
pode-se sugerir que este seria um mecanismo de recrutamento de células para o coragéo.
Dados da literatura corroboram os encontrados no presente estudo e inferem que a
MCP-1 tem um papel de sinalizagdo no remodelamento pos-infarto. Estudos utilizando
camundongos com deficiéncia no receptor CCR2, receptor da quimiocina MCP-1
demonstraram uma diminuicdo da infiltracdo de macréfagos e um aumento da dilatacdo

ventricular apés o infarto.?

Como a IL-2 tem sido descrita como uma citocina que confere cardioprote¢édo
contra lesGes induzidas por isquemia, nosso proximo passo foi avaliar a producéo desta
citocina no soro e tecido cardiaco. Os achados deste estudo demonstraram que néo
houve diferenca significativa das concentraces de IL-2 no soro nos diferentes grupos

de animais estudados. Ao contrario do observado no soro, a IL-2 apresentou-se
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aumentada no grupo IAM-CTH-GCSF no tecido cardiaco, quando comparado aos
demais grupos. Estes dados foram interessantes, uma vez que a IL-2 esta envolvida
com diferenciacdo e maturacdo celular. Alguns autores descreveram os efeitos benéficos
do pré-tratamento com IL-2 contra a lesdo induzida por isquemia no coragédo isolado de
ratos e mostraram que houve melhora dos pardmetros de contracdo e relaxamento do
ventriculo esquerdo nestes animais.?” Nossos dados sugerem que o efeito observado no
grupo IAM-CTH-GCSF parece estar relacionado ao implante de células tronco no
coracdo destes animais, uma vez que ndo foi observado aumento desta citocina nos
grupos, IAM-PBS, tratados ou ndo com GCSF. Mas, o mecanismo pelo qual estas

células poderiam interferir nesta modulacao néo esta esclarecido.

Outras citocinas pré-inflamatorias e anti-inflamatdrias também foram analisadas
no presente estudo. Como observado em nossos resultados e citados anteriormente, ndo
observamos diferenca estatistica significativa quanto a IL-12, no soro ou tecido
cardiaco. Os dados mostraram uma tendéncia ao aumento desta citocina no tecido
cardiaco, nos grupos IAM-PBS e IAM-CTH-GCSF, sugerindo uma polarizacdo da
resposta imune para o perfil Thl nestes grupos. No entanto, quando avaliamos as
concentragdes do IFN-y, observamos que o grupo infartado que recebeu tratamento
somente com GCSF apresentou aumento significativo desta citocina no soro destes
animais quando comparado com aqueles infartados, implantados com CTH e que foram
tratados com GCSF. No tecido cardiaco ndo foi observado nenhuma diferenca estatistica
em relacdo a esta citocina nos diferentes grupos estudados. Apesar do IFN-y, induzir
uma resposta do perfil Thl e aumentar o processo inflamatério local, no presente

modelo experimental parece ndo desempenhar um papel no remodelamento cardiaco.

A IL-10 atua predominante de maneira anti-inflamatoria e modulatoria na

resposta imune e tem sido relacionada com doencgas cronicas, como por exemplo a
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insuficiéncia cardiaca.”® Em nosso estudo ndo foi observado diferenca significativa
desta citocina no soro ou tecido cardiaco nos diferentes grupos estudados, apesar de se
apresentar diminuida nos grupos experimentais em relagdo SHAM. Estes resultados
eram esperados uma vez que no tecido cardiaco pds-infarto ocorre o remodelamento

tecidual, o que € depende de um processo inflamatdrio intenso.

O remodelamento tecidual é um processo que ocorre a nivel celular e sub-
celular, com muitas alteragGes nos fendtipos das células no tecido cardiaco, como por
exemplo, os cardiomiocitos que sofrem mudancas no seu tamanho e superficie
(hipertrofia) e mecanismos moleculares envolvidos na contragdo e relaxamento.™
Considerando estes fatores e os achados do presente estudo, 0 nosso proximo objetivo
foi analisar o tecido cardiaco. Os dados demonstraram que, todos 0S grupos
experimentais parecem estar em processo de remodelamento tecidual, por apresentarem
caracteristicas proprias deste processo, como presenca de infiltrado celular, deposicéo
de colageno, fibrose e angiogénese. No entanto, alguns aspectos particulares foram
observados nos diferentes grupos. Nos grupos de animais infartados que foram
implantados com células tronco, tratados ou ndo com GCSF, observou-se que além dos
aspectos descritos acima, também houve desorganizacdo da matriz extra-celular no
tecido cardiaco. Este dado sugere que as células tronco parecem estar em processo de
diferenciacdo celular ou induzindo diferenciacdo de células locais por potenciarem a
producdo de citocinas efou fatores préprias do coracdo. Estes achados foram
concomitantes com o aumento de IL-2 no grupo IAM-CTH-GCSF, citado
anteriormente. Poréem, ndo foi possivel avaliar a producdo desta citocina nos animais

infartados e implantados com CTH e que né&o receberam GCSF.

Curiosamente o grupo IAM-GCSF apresentou areas de calcificagdes, além dos

fendmenos observados no processo de remodelamento. Estes dados nos surpreenderam,
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uma vez que, como citado anteriormente, estes animais apresentaram menor perimetro
de infarto quando comparado com os demais grupos experimentais. No entanto, a baixa
resisténcia ao exercicio fisico, apresentada por este grupo experimental poderia estar
relacionada a calcificacdo observada. Estes dados nos levam a pensar que a
administracdo do GCSF nos animais infartados parece induzir um processo inflamatorio
muito intenso, culminando em um remodelamento mais precoce, no entanto, com efeito
deletério para o coragdo. Estes dados corroboram aos observados por Eckman e
colaboradores,?® que demonstraram um efeito deletério do uso do GCSF em pacientes
com infarto do miocéardio. Por outro lado, assim como observado no presente estudo,
outros autores demonstraram que em camundongos tratados com GCSF associado ao
SCF antes da inducdo do infarto e implantados com CTH houve regeneracéo cardiaca,
concomitantemente com o aumento da sobrevida destes animais.® Estes dados véo de
encontro aos observados em nosso modelo, uma vez que, animais infartados,
implantados com CTH e que receberam tratamento com GCSF, apresentaram menor
perimetro do infarto e melhor resisténcia ao esforgo fisico. Este efeito poderia estar
relacionado a uma modulagéo induzida no coracéo pelo GCSF. Alguns efeitos do GCSF
tem sido descrito na literatura, dentre eles o efeito direto sobre receptores de superficie
da membrana de cardiomidcitos e indireto produzido no miocérdio por infiltracdo de
células inflamatérias e células tronco. O GCSF parece acelerar a infiltracdo de células
inflamatorias no miocardio, através da expressao de moléculas de adesdo. No processo
de cicatrizacdo do Infarto, as células inflamatdrias, principalmente neutrofilos e
macrofagos, estimulam a reabsorcdo do tecido necrosado e acelera a proliferacdo da
matriz extracelular. O equilibrio desses eventos leva a uma expansdo ventricular
acentuada, consequentemente uma reducdo da dilatacdo ventricular e preservacdo da

funcéo cardiaca.
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CONCLUSAO

De acordo com o observado nos resultados obtidos neste estudo conclui-se que o
uso do GCSF associado ao implante de CTH parece ter um efeito benéfico no
remodelamento cardiaco em camundongos com infarto induzido. Porém, em nosso
modelo experimental novos estudos deverdo ser feitos para a melhor compreensao dos

efeitos do GCSF.
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Tabela 1: Analise do Perimetro Total e Perimetro do Infarto nos diferentes grupos

estudados
SHAM I1AM-PBS 1AM IAM-CTH IAM-CTH- IAM-GCSF p*
(n=11) (n=11) (n=7) (n=4) GCSF (n=09)
média+SD média+SD média+SD média+SD (n=10) média+SD

médiatSD

Perimetro  1,050+0,1199  1,134+0,2100 1,310+0,2214 1,195+0,1799 1,017+0,1783 1,084+0,1571 0,0738

Total

Perimetro  0,0+0,0 0,3455+0,1332  0,3971+0,1634 0,1775+0,0287 0,1960+0,0670 0,1722+0,0547  <0,0001
do

Infarto

Area de 0,0+0,0 29,767,432 27,445 317 14,91+2,240 20,27+5,704 16,12+3,623 <0,0001
IAM (%)

(*) Teste de Kruskal-Wallis
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Tabela 2: Teste de Esforco realizado 30 dias ap0s o Infarto

Variavel SHAM IAM-PBS 1AM IAM-CTH  IAM-CTH- IAM-GCSF p*
(n=10) (n=11) (n=7) (n=4) GCSF (n=10)
média+SD média+SD média+SD médiazSD  (n=10) média+SD
média+SD
Tempo 1021+120,6 1120+199,4 1055+ 243,6 1037+ 1023+ 390,7 769,1+ 329,9  0,0597
(segundos) 475,1
Distancia 483,4+ 106,9 572,9+ 206,0 5148+ 2176  538,7% 496,5+ 216,5 289,0+ 192,8  0,0313
(metros) 350,7
(*) Teste de Kruskal-Wallis
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Figura 1: (A) Comparacdo das concentracdes de TGF-f sérico e tecidual (B) entre os
grupos de camundongos estudados. (C) Comparacdo das concentrac@es de IL-6 sérico e
tecidual (D) entre os grupos de camundongos estudados.

Figura 2: (A) Comparacdo das concentracdes de TNF sérico e tecidual (B) entre os
grupos de camundongos estudados. (C) Comparagdo das concentracbes de MCP-1
sérico e tecidual (D) entre os grupos de camundongos estudados. (E) Comparacao das

concentragdes de IL-2 sérico e tecidual (F) entre os grupos de camundongos estudados.

Figura 3: (A) Comparagdo das concentracfes de IL-12 sérico e tecidual (B) entre os
grupos de camundongos estudados. (C) Comparagédo das concentracfes de IFN-y sérico
e tecidual (D) entre os grupos de camundongos estudados. (E) Comparacdo das
concentragdes de I1L-10 sérico e tecidual (F) entre os grupos de camundongos estudados.
Figura 4: Cortes Histoldgicos do Ventriculo Esquerdo dos grupos ndo tratados -
Coloracdo Hematoxilina-Eosina: Grupo SHAM (A) aumento de 10X; (B) aumento de
40X; Grupo IAM (C) aumento de 10X (area da transicdo da fibrose); (D) aumento de
40X (area da transicdo da fibrose e deposicdo de colageno); Grupo IAM-PBS (E)
aumento de 10X (4rea infartada com necrose transmural e discreto infiltrado
inflamatério); (F) aumento de 40X (fibrose extensa, area de necrose e infiltrado
inflamatdrio discreto).

Figura 5: Cortes Histologicos do Ventriculo Esquerdo dos Grupos tratados - Coloracao
Hematoxilina-Eosina: Grupo IAM-CTH (A) aumento de 10x (&rea de infarto ndo
transmural e fibrose); (B) aumento de 40X (desorganizacdo da matriz extracelular, areas
de fibrose e hipercelularidade); Grupo IAM-CTH-GCSF (C) aumento de 10x (discreto
infiltrado inflamatédrio, fibrose extensa e angiogénese - seta); (D) aumento de 40X
(alguns midcitos com nucleos); Grupo IAM-GCSF (E) aumento de 10X (&rea de
extensa calcificagdo com éareas de necrose - seta); (F) aumento de 40X (area de

calcificacdo).
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