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RESUMO

Introducdo: Alteracbes imunoldgicas e morfoldgicas na musculatura esquelética sao
associadas com piora da capacidade funcional apds infarto do miocardio, somado as
modificagdes centrais. Um melhor entendimento dos mecanismos centrais e periféricos
envolvidos na insuficiéncia cardiaca € necessario para desenvolvimento de estratégias
terapéuticas especificas, como a utilizagdo de células tronco (CT) ou fator estimulador de
coldnia de granuldcitos (G-CSF) para diminuir ou prevenir atrofia muscular presente nesta
sindrome, além das mudancas imunoldgicas deletérias.

Objetivo: O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da administracdo de células tronco
ou/e fator estimulador de col6nia de granulécitos nas modificacdes cardiacas e mudancas
teciduais periféricas apés a inducdo de infarto do miocardio experimental.

Metodologia: Em camundongos Balb/C foi induzida a ligadura da artéria coronaria esquerda.
Os animais do grupo Controle foram submetidos ao procedimento cirdrgico sem a ligadura da
artéria. Uma semana apds o procedimento, os animais foram submetidos a tratamento com
PBS (IM+PBS), G-CSF (IM+G-CSF) ou G-CSF associado a CT hematopoética (IM+G-
CSF+CT). Os animais foram observados por um periodo de quatro semanas, sendo entdo
realizada analise ecocardiografica, teste de esforco e coleta de tecidos (coracdo, pulmao,
diafragma, figado e musculo periférico) para analise de citocinas e mudangas estruturais.

Resultados: Os resultados demonstram que todos os tratamentos propostos foram capazes de
diminuir a area de infarto, de maneira mais evidente apds a administracdo de G-CSF. Por
outro lado, o G-CSF induziu a pior resposta no teste de esforco (menor distancia total
percorrida e velocidade final alcancada). A andlise das citocinas teciduais esqueléticas
demonstrou aumento da frequéncia de altos produtores de citocinas pré-inflamatérias como
TNF-0, 1L-6, IL-12, IFN-y, IL1-B e IL-4 em camundongos infartados, resultando em
desequilibrio no balanco anti/pré-inflamatério da resposta imune. Os tratamentos propostos
apresentaram comprometimento negativo durante o uso de G-CSF isolado e resultados
satisfatorios quando associado ao uso das CTs.

Conclusdo: Concluiu-se que a utilizacdo de G-CSF sozinho parece ser responsavel por
ampliar o processo inflamatorio em animais infartados conduzindo a uma diminuigdo da
capacidade funcional do musculo esquelético, o qual reflete em desempenho inferior no teste
de esforco. Em contraste, a utilizacdo de G-CSF, em associacdo com CT hematopoiéticas
parece ter um efeito benéfico no processo inflamatério modulando a resposta e refletindo em
menor efeito deletério na sindrome da insuficiéncia cardiaca.

Palavras-chaves: insuficiéncia cardiaca, terapia celular, fator estimulador de coldnia de
granuldcitos, tecidos perifericos.
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ABSTRACT

Background: Immunologic and skeletal muscle morphology changes are associated with
functional capacity impairment after myocardial infarction (MI), added central modifications.
A better understanding of the hemodynamic and peripheral mechanism involved in heart
failure is necessary to develop specific therapeutic strategies, as stem cells (SC) or
granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF) to slow or prevent muscular atrophy present in
this syndrome beyond the deleterious immunologic changes.

Aims: Therefore, the purpose of this study was to evaluate the effects of stem cells (SC)
or/and granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF) administration into heart and peripheral
tissues after experimental myocardial infarction induction.

Methods: In Balb/C was induced ligation of the left coronary artery. Animals in the control
group underwent the surgical procedure without ligation of the artery. One week after the
procedure, animals were treated with PBS (IM+PBS), G-CSF (IM+G-CSF) or G-CSF
associated with hematopoietic CT (IM+G-CSF+CT). The animals were observed for a period
of four weeks and underwent echocardiography, stress testing and collection of tissues (heart,
lung, diaphragm, liver and peripheral muscle) for analysis of cytokines and structural changes.

Results: The results demonstrate that all the treatments were able to reduce infarct, more
evident following administration of G-CSF. Moreover, G-CSF induced response in the worst
stress test (smaller total distance and final velocity achieved). Analysis of cytokines skeletal
tissue demonstrated increased frequency of high producers of pro-inflammatory cytokines
such as TNF-a, IL-6, IL-12, IFN-y, IL-1-B and IL-4 in mice infarcted, resulting in imbalance
in balance anti/pro-inflammatory immune response. The treatments had impaired negative
when using G-CSF alone and satisfactory results when combined with the use of SCs.

Conclusion: We conclude that using G-CSF alone appears to be responsible for amplifying
the inflammatory process in infarcted animals leading to reduced functional capacity of
skeletal muscle, which reflects in lower performance in exercise stress testing. In contrast, the
use of G-CSF in association with hematopoietic CT appears to have a beneficial effect in
modulating the inflammatory response and result in lower deleterious effect on the heart
failure syndrome.

Keywords: heart failure, cell therapy, colony-stimulating factor granulocyte, peripheral
tissues.
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RESUMO

Introducdo: Alteracbes imunoldgicas e morfoldgicas na musculatura esquelética sao
associadas com piora da capacidade funcional apds infarto do miocardio, somado as
modificagdes centrais. Um melhor entendimento dos mecanismos centrais e periféricos
envolvidos na insuficiéncia cardiaca € necessario para desenvolvimento de estratégias
terapéuticas especificas, como a utilizagdo de células tronco (CT) ou fator estimulador de
coldnia de granuldcitos (G-CSF) para diminuir ou prevenir atrofia muscular presente nesta
sindrome, além das mudancas imunoldgicas deletérias.

Objetivo: O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da administracdo de células tronco
ou/e fator estimulador de col6nia de granulécitos nas modificacdes cardiacas e mudancas
teciduais periféricas apés a inducdo de infarto do miocardio experimental.

Metodologia: Em camundongos Balb/C foi induzida a ligadura da artéria coronaria esquerda.
Os animais do grupo Controle foram submetidos ao procedimento cirdrgico sem a ligadura da
artéria. Uma semana apds o procedimento, os animais foram submetidos a tratamento com
PBS (IM+PBS), G-CSF (IM+G-CSF) ou G-CSF associado a CT hematopoética (IM+G-
CSF+CT). Os animais foram observados por um periodo de quatro semanas, sendo entdo
realizada analise ecocardiografica, teste de esforco e coleta de tecidos (coracdo, pulmao,
diafragma, figado e musculo periférico) para analise de citocinas e mudangas estruturais.

Resultados: Os resultados demonstram que todos os tratamentos propostos foram capazes de
diminuir a area de infarto, de maneira mais evidente ap6s a administracdao de G-CSF. Por
outro lado, o G-CSF induziu a pior resposta no teste de esforco (menor distancia total
percorrida e velocidade final alcancada). A analise das citocinas teciduais esqueléticas
demonstrou aumento da frequéncia de altos produtores de citocinas pré-inflamatdrias como
TNF-0, 1L-6, IL-12, IFN-y, IL1-B e IL-4 em camundongos infartados, resultando em
desequilibrio no balanco anti/pré-inflamatério da resposta imune. Os tratamentos propostos
apresentaram comprometimento negativo durante o uso de G-CSF isolado e resultados
satisfatorios quando associado ao uso das CTs.

Conclusdo: Concluiu-se que a utilizacdo de G-CSF sozinho parece ser responsavel por
ampliar o processo inflamatorio em animais infartados conduzindo a uma diminuigdo da
capacidade funcional do masculo esquelético, o qual reflete em desempenho inferior no teste
de esforco. Em contraste, a utilizacdo de G-CSF, em associacdo com CT hematopoiéticas
parece ter um efeito benéfico no processo inflamatério modulando a resposta e refletindo em
menor efeito deletério na sindrome da insuficiéncia cardiaca.

Palavras-chaves: insuficiéncia cardiaca, terapia celular, fator estimulador de coldnia de
granuldcitos, tecidos perifericos.

XX



ABSTRACT

Background: Immunologic and skeletal muscle morphology changes are associated with
functional capacity impairment after myocardial infarction (MI), added central modifications.
A better understanding of the hemodynamic and peripheral mechanism involved in heart
failure is necessary to develop specific therapeutic strategies, as stem cells (SC) or
granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF) to slow or prevent muscular atrophy present in
this syndrome beyond the deleterious immunologic changes.

Aims: Therefore, the purpose of this study was to evaluate the effects of stem cells (SC)
or/and granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF) administration into heart and peripheral
tissues after experimental myocardial infarction induction.

Methods: In Balb/C was induced ligation of the left coronary artery. Animals in the control
group underwent the surgical procedure without ligation of the artery. One week after the
procedure, animals were treated with PBS (IM+PBS), G-CSF (IM+G-CSF) or G-CSF
associated with hematopoietic CT (IM+G-CSF+CT). The animals were observed for a period
of four weeks and underwent echocardiography, stress testing and collection of tissues (heart,
lung, diaphragm, liver and peripheral muscle) for analysis of cytokines and structural changes.

Results: The results demonstrate that all the treatments were able to reduce infarct, more
evident following administration of G-CSF. Moreover, G-CSF induced response in the worst
stress test (smaller total distance and final velocity achieved). Analysis of cytokines skeletal
tissue demonstrated increased frequency of high producers of pro-inflammatory cytokines
such as TNF-a, IL-6, IL-12, IFN-y, IL-1-B and IL-4 in mice infarcted, resulting in imbalance
in balance anti/pro-inflammatory immune response. The treatments had impaired negative
when using G-CSF alone and satisfactory results when combined with the use of SCs.

Conclusion: We conclude that using G-CSF alone appears to be responsible for amplifying
the inflammatory process in infarcted animals leading to reduced functional capacity of
skeletal muscle, which reflects in lower performance in exercise stress testing. In contrast, the
use of G-CSF in association with hematopoietic CT appears to have a beneficial effect in
modulating the inflammatory response and result in lower deleterious effect on the heart
failure syndrome.

Keywords: heart failure, cell therapy, colony-stimulating factor granulocyte, peripheral
tissues.
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1. Introdugéo

1.1 Epidemiologia da Insuficiéncia Cardiaca

As doengas crbnicas ndo transmissiveis, incluindo as doencas cardiovasculares,
doencas cronicas respiratorias, diabetes, cancer e doencas renais, entre outras, Sdo
consideradas as principais causas de obitos no mundo (SCHMIDT et al., 2011). Elas tém sido
responsaveis por elevado numero de mortes prematuras, perda de qualidade de vida com alto
grau de limitacdo nas atividades de trabalho e de lazer, além de resultar em impacto
econémico para as familias, comunidades e a sociedade em geral, agravando as iniquidades e

aumentando a pobreza (MALTA; NETO; JUNIOR, 2011).

Em 2005, foi gerado um relatério pela Organizacdo Mundial de Saude, o qual
demonstra uma acdo global em busca da prevencdo de doencas crénicas (WHO, 2005). O
relatério aborda que aproximadamente 17 milhdes de pessoas morrem prematuramente, a
cada ano vitimas da epidemia global de doengas crénicas. Em 2009, aproximadamente 72%
das mortes no Brasil foram atribuidas a doencas crbnicas ndo transmissiveis. Sendo que as
principais causas foram: doencas cardiovasculares, cancer, doenca respiratoria e diabetes

(DUNCAN et al., 2010; BRASIL, 2011; SCHMIDT et al., 2011).

Dentre as doencas cardiovasculares, destaca-se a insuficiéncia cardiaca (IC), que além
de ser uma importante epidemia clinica, também representa um importante problema social e
econémico. Esta sindrome é a primeira causa de hospitalizacdes em idosos, elevando 0s
custos com cuidados em saude nos Estados Unidos e na Europa. Aproximadamente 2% do
total dos valores destinados para a saude sdo gastos no tratamento da IC. Devido a sua
frequéncia e gravidade, as hospitalizacdes representam 60-74% do total dos custos destinados

amesma (ALLA; ZANNAD; FILIPPATOS, 2007; FLAHERTY et al., 2009).
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Além disso, o fator socio-econdbmico parece ter importante impacto no prognostico
dessa sindrome. Pacientes que necessitaram dos cuidados oferecidos pelo sistema puablico de
salde fazem parte de uma estatistica que esta associada a uma maior mortalidade e a
resultados menos favorecidos na recuperacdo de cirurgias de revascularizacdo miocardica

(DE CAMPOS LOPES et al., 2006; ROGER et al., 2011).

1.2 Alterag0es centrais relacionadas a Insuficiéncia Cardiaca

A IC é uma sindrome complexa que tem emergido como uma das maiores questdes de
salde publica e a maior causa de morbidade e mortalidade em adultos velhos nos paises
ocidentais (NIEMINEN; HARJOLA, 2005; OLIVA et al., 2012). Esta sindrome é resultado
de alteracGes estruturais ou funcionais cardiacas que prejudicam a habilidade do ventriculo
esquerdo (VE) de ejetar sangue  (HUNT et al., 2005; AGVALL; ALEHAGEN;
DAHLSTROM, 2012), gerando aumento da pressdo capilar pulmonar e decréscimo da funcédo

cardiaca.

Este evento geralmente ocorre apds uma lesdo no miocardio, que pode ser ocasionada
por necrose muscular e/ou pela progressdo fisiopatoldgica de uma doenca cardiaca cronica.
Como resposta a esse processo, ocorrem alteraces hemodinamicas, elevacdo e ativacdo do
sistema neurohormonal e aumento das pressdes ventriculares o que representa a piora da
funcdo cardiaca (GHEORGHIADE et al., 2005; ABBATE et al., 2006; FRANGOGIANNIS,

2008).

O coracéo de pacientes com IC tende a ser dilatado ao méximo, ndo podendo recorrer
aos ganhos adicionais alcangados por uma adaptacdo dos miocitos para aumento do volume
através do principio de Starling (DUSCHA et al., 2008). Associado a dilatacdo, a hipertrofia

do VE acarreta em aumento da necessidade sanguinea para o miocardio mesmo em uma
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situacdo de repouso (LUND et al., 2003). Além disso, a lesdo do VE leva a disfuncéo sistolica
que compromete a contratilidade ventricular, este fato, associado a uma incompeténcia da
resposta cronotropica, resulta em incapacidade do coracdo de aumentar a fracdo de ejecédo
durante o exercicio (FANG; MARWICK, 2003; KITZMAN, D W; GROBAN, 2011). Estes

coragdes, portanto, apresentam limitagdes cronotropicas e inotrdpicas.

As manifestacdes clinicas classicas sdo a dispneia e a fadiga, as quais acarretam
limitacdo e/ou intolerancia ao exercicio (HUNT et al., 2005; KITZMAN, D W; GROBAN,
2011), sendo esse o primeiro sintoma relacionado com a disfuncdo sistdlica da IC
(ADAMOPOULOS et al., 2002; HAYKOWSKY et al., 2011) que resulta em incapacidade
funcional e afeta a qualidade de vida dos individuos (HUNT et al., 2005; HAYKOWSKY et
al., 2011). A intolerancia ao exercicio constitui parte da definicdo desta sindrome e esta

intimamente relacionada com sua fisiopatologia (KITZMAN, D. W.; GROBAN, 2008).

A capacidade maxima ao exercicio apresenta-se reduzida em torno de 50% ou mais,
dependendo do grau de comprometimento da funcdo ventricular e isso ocorre devido a
resposta hemodindmica anormal ao exercicio (DALL'AGO; STEIN; RIBEIRO, 2005;
KITZMAN, D W; GROBAN, 2011). Esta alteracdo possui relacdo direta com a disfuncédo
ventricular esquerda e com o proprio remodelamento cardiaco ap6és o infarto do miocardio

(IM) (VENTURA-CLAPIER; DE SOUSA; VEKSLER, 2002; PHAN et al., 2012).

A fisiopatologia do infarto inicia ap6s a diminuicdo de oxigénio dentro da célula, que
leva a perda da capacidade de fosforilacdo oxidativa, por diminuicdo de oxigénio, e
diminuicdo da energia proveniente da geracdo de ATP (trifosfato de adenosina); com isso
ocorre faléncia da bomba de sédio, diminui¢do do potassio e aumento do influxo de sddio e
agua, acarretando no intumecimento celular (FRANGOGIANNIS, 2008). Os eventos

celulares subsequentes sdo apresentados resumidos na figura 1.
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Mudancgas estruturais reversiveis

10seg — 1 minuto

Diminuigdo O,

Diminui¢do de ATP

Faléncia da bomba Na*/K* ATPase

Diminuigao K*

Aumento do influxo de Na* e H,0

Entumecimento celular e mitocondrial

Deplecdo de glicogénio

Mudancas estruturais irreversiveis
20 — 40 minutos

Ruptura do sarcolema

Dimunui¢do da densidade mitocondrial

Morte de cardiomidcitos por desnaturagdo
de proteinas celulares devido a queda do pH
(necrose)

Necrose + apoptose celular ativando
resposta inflamatdria e formacdo de escara
cicatricial

Figura 1 — Mudancgas estruturais celulares reversiveis e irreversiveis resultantes do infarto do
miocérdio. (Modelo elaborado baseado em artigo apresentado por FRANGOGIANNIS,

2008).

A morte celular inicia uma reacdo inflamatdria, ativando mecanismos de reparacao

que finalmente resultam na formacédo de escara cicatricial. A cicatrizagdo p6s-infarto pode ser

dividida em 3 fases: fase inflamatéria, fase proliferativa e fase de maturacdo (Figura 2)

(FRANGOGIANNIS, 2008).
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Fase da Fase Faseda Escara
inflamacao proliferativa maturacao cicatricial

Figura 2 — Reparo do tecido cardiaco ap6s o infarto do miocardio. (A): etapa de cicatrizacdo tecidual
dividida em 3 etapas: fase da inflamagdo, fase proliferativa e fase da maturacdo
experimental do infarto do miocérdio via ligadura da artéria coronéria esquerda em ratos
(Modificado de FRANGOGIANNIS, 2008). (B): aparéncia macroscopia do ventriculo
esquerdo apos 30 dias de indugdo em camundongo (LEON, 2008).

Sintetizando, pode-se afirmar que o remodelamento cardiaco apds o infarto do
miocardio é caracterizado por apoptose dos midcitos, deposicdo de tecido fibrético como
substituicdo dos cardiomidcitos na parede ventricular, expansdo progressiva da area inicial
infartada e dilatacdo do ventriculo esquerdo (ITESCU; SCHUSTER; KOCHER, 2003;
PHAN et al., 2012). Porém, devido a insignificante capacidade de regeneracdo do coracdo
humano, a lesdo miocardica induz a grandes mudancas nos mecanismos de reparo que

resultam na formacé&o da escara cicatricial (FRANGOGIANNIS, N. G., 2008).

Além disso, ocorre um processo de angiogénese na area miocardica infartada apés o
evento isquémico. Porém, essa formagdo de novos vasos ndo é capaz de suprir a necessidade
de aporte de oxigénio necessaria para a manutencao dos cardiomidcitos adjacentes a lesdo, o
que resulta em apoptose dos mesmos (ITESCU; KOCHER; SCHUSTER, 2003; PHAN et al.,

2012).
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Estas alteracdes estruturais ventriculares e as alteracdes nas variaveis hemodinamicas
em pacientes com IC contribuem para o inicio precoce do metabolismo anaerobico durante o
exercicio, resultando em reduzida capacidade ao exercicio. Porém, ainda ha algumas questdes
ndo esclarecidas quando se aborda sobre a incapacidade funcional de bombeamento sanguineo
e 0s sintomas apresentados nos pacientes com IC, relacionados somente aos mecanismos

centrais decorrentes da lesdo miocardica (DUSCHA et al., 2008).

1.3 Alterac0es periféricas relacionadas a Insuficiéncia Cardiaca

A fraca correlacdo entre as alteracdes hemodinamicas (indices de funcdo cardiaca)
com a intolerancia ao exercicio corrobora para a importancia das alteracdes musculares e
periféricas na fisiopatologia da IC (PHAN et al., 2012). As principais alteracfes relacionadas

a insuficiéncia cardiacas sdo apresentadas na figura 3.

Alteragdes IC

Alteragdes Centrais Alte:rz'at;_oes
Periféricas
| [
\ \ \
Alteragbes estruturais Atrofia muscular Ndmero e tamanho Aumento citocinas
VE generalizada e infl , .
\L Vol de eiecs das mitocondrias inflamatarias
olume de ejecdo i 3 ‘ o
»L'Vascumlar\zagaoe‘ ‘l, Enzimas oxidativas Glut-4
\l/ Débito Cardiaco disfuncdo endotelial \|/ ut

Figura 3 - Principais alteracdes centrais e periféricas consequentes da fisiopatologia da Sindrome da
Insuficiéncia Cardiaca (LEON; DALL'AGO, 2008).

A aparente discordancia entre a fracdo de ejecdo e a limitacdo funcional apresentada
pelos pacientes com IC ndo estd bem esclarecida, mas parece ter associacdo com alteracfes
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periféricas importantes. A existéncia destes fatores ndo-cardiacos explica porque a melhora
produzida por agentes terapéuticos farmacoldgicos ndo sdo imediatos quando acontecem ou
entdo, em muitas situacdes, explica por que a melhora clinica ndo aparece em resposta a este

tratamento (HUNT et al., 2005; DE LEON et al., 2011; ).

A intolerdncia ao exercicio na IC é causada ndo somente pelas anormalidades do
coracdo. Entre os efeitos sisttmicos da IC temos o impacto no fluxo de sangue para a
musculatura esquelética (WU et al., 2008). Além disso, a diminui¢cdo da densidade capilar
(WILLIAMS et al., 2004), do aporte de oxigénio, bem como as mudancas na utilizagdo deste

aporte pelo masculo assocIM-se com a intolerancia ao exercicio (DUSCHA et al., 2008).

Essa reducdo do fluxo sanguineo esta presente no repouso e durante a contragdo
muscular devido a prejuizos nos mecanismos da funcdo de bomba do coracdo e também pela
disfuncdo da resposta vasodilatadora (RICHARDSON et al., 2003). Estes achados resultam
em diminuicdo da velocidade e fluxo de eritrcitos e, consequentemente, na reducdo da
conducéo e difusdo do O, para o musculo periférico durante o processo de contragdo muscular

(KINDIG et al., 1999; RICHARDSON et al., 2003; POOLE et al., 2012).

A reducdo do fluxo sanguineo periférico leva a disfuncdo endotelial, a qual resulta em
vasoconstricdo e aumento da resisténcia vascular e que contribui para uma diminui¢do ainda
mais importante do aporte sanguineo para a musculatura ativa (FANG; MARWICK, 2003;
POOLE et al., 2012). Esta disfungdo esta relacionada também ao aumento da atividade da
enzima conversora de angiotensina (ECA) (ZHU et al., 2004; GARNIER et al., 2009),
ativacdo de citocinas inflamatdrias, aumento do estresse oxidativo e redugdo da sintese de
oxido nitrico (NO) (FANG; MARWICK, 2002). Em individuos com IC, a associagdo entre

disfuncdo endotelial e mortalidade pode estar relacionada também com alteragdes na
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microcirculacdo cardiaca, o que contribui para a progressao da doenca por induzir a isquemia

e/ou necrose no coragdo (CANETTI et al., 2003; KATZ et al., 2005).

As citocinas inflamatérias também estdo alteradas na patogénese desta sindrome. Em
pacientes com IC, as lesdes no miocardio sdo, em parte, resultantes da ativacdo do sistema
inflamatorio, com a producdo de citocinas pro-inflamatérias, ativagdo do sistema
complemento, producdo de anticorpos e expressao de moléculas de adesdo que irdo perpetuar
0 cronico estado inflamatério (SETA et al., 1996; CHEN et al., 2008; NIEBAUER, 2000;

LOPES et al., 2010; FRANGOGIANNIS, 2012).

Diversos estudos tém demonstrado associa¢do entre a intolerancia ao exercicio, 0s
niveis de fatores neurohormonais e as citocinas pré-inflamatorias na IC (ADAMOPOULOQOS et
al., 2002; LARSEN et al., 2004; ITOH et al, 2005; NIEBAUER et al., 2005;
FRANGOGIANNIS, 2008). E, além disso, tém-se mostrado correlacdo positiva entre o
aumento de citocinas inflamatdrias como o fator de necrose tumoral-o. (TNF-o) € a gravidade

da doenca (ITOH et al., 2005).

Mudancas no balanco entre as citocinas anti-inflamatérias como a interleucina-10 (IL-
10) e pro-inflamatorias como TNF-o causam desregulacdo do sistema imune. Estas mudancas
afetam também a transcricdo de outras citocinas inflamatérias (KAUR; SHARMA; SINGAL,
2006; LOPES et al., 2010). O aumento de TNF-a induz a intolerancia ao exercicio, depressao
da funcdo do ventriculo esquerdo, apoptose do musculo cardiaco e periférico (DALLA
LIBERA et al., 2001), além de induzir a translocacdo de um dos principais transportadores de
glicose, o GLUT-4, para a superficie celular (ROHER et al., 2008). O aumento da
concentracdo de TNF-o na IC parece ser revertido com o treinamento fisico atraves da

diminuig&o da hipoxia local (LARSEN et al., 2004).
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1.4 Fisiopatologia no modelo de Insuficiéncia Cardiaca

O modelo experimental de infarto do miocérdio apos a ligagdo da artéria coronéaria em
roedores tem sido o modelo animal de insuficiéncia cardiaca mais amplamente utilizado. A
oclusdo parcial da artéria coronaria esquerda leva a isquemia miocérdica cronica e,
consequentemente & insuficiéncia cardiaca (HASENFUSS, 1998; CHORRO; SUCH-
BELENGUER; LOPEZ-MERINO, 2009). Este modelo de inducdo de IC resulta em
alteracbes hemodindmicas semelhantes as apresentadas em humanos, como diminuigdo da
frequéncia cardiaca, pressdo arterial média (MANIKANDAN et al., 2004) e aumento da

pressdo diastdlica final do VE (FRANCIS et al., 2001).

Além das alteracbGes centrais, o modelo resulta em modificacdes sistémicas na
regulacdo neurohormonal (FRANCIS et al., 2001), alteracBes na capilarizacdo periférica
(THOMAS; HUDLICKA, 1999; REHN et al., 2009) e demais alteracdes periféricas inclusive

em relacéo a estresse oxidativo e metabolismo.

1.5 Células Tronco da Medula Ossea

As células tronco (CT) sdo definidas como células indiferenciadas e nao
especializadas, capazes de auto-renovacdo em multiplas linhagens (MORALES, 2007). Essa
capacidade caracteriza-se como divisdes simétricas e assimétricas. Da primeira, originam-se
duas novas CTs (indiferenciadas) que podem assim permanecer por sucessivas divisdes
celulares, mantendo o “pool” ou lote de células ndo especializadas. Da segunda forma de
divisdo celular, originam-se duas células distintas: uma indiferenciada, como descrito
anteriormente e outra diferenciada (especializada). Essas células filhas, especializadas, sdo

dotadas de funcBes especificas que variam de acordo com o tecido que essas novas células
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irdo formar (SANTOS; SOARES; CARVALHO, 2004; EMERICK; MONTENEGRO;

DEGRAVE, 2007).

As CTs podem ser 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; c) sdo capazes de se
diferenciar em diversos tipos de células especializadas quando submetidas a certas condicGes
fisioldgicas ou experimentais (MOTA; SOARES; SANTOS, 2005). Essa tltima caracteristica,
denominada de plasticidade ou transdiferenciacdo, destaca a importancia das CTs em estudos

gue buscam a cura de doencas cronico-degenerativas (ORLIC et al., 2001).

T-cell
Hematopoietic Lymphoid NiC ool
stem cells progenitor B-cell
cell
RBC

Myeloid Platelet
progenitor = Macrophage

7
5 J A\ ]
) Adult bone marrow
Bone marrow ' derived stem cells sy
collection
Cartilage
Cardio-
Mesenchymal 3, myocyte
stem cells 2
Hepatocytes 3

Neurons

Figura 4 — Células Tronco Adultas Multipotentes e suas diferenciagdes. (NELSON et al., 2009).

As CT adultas, incluindo as células tronco hematopoéticas (CTH), sdo células
embrionarias preservadas no tecido adulto, sendo aceito, portanto, que - similarmente ao
modelo de desenvolvimento embrionario — estas células estdo sujeitas a regulacdo extrinsica
por uma variedade de citocinas, fatores de crescimento e mdultiplas vias de sinalizagdo. No
sistema hematopoético, muitas dessas moléculas de adesao e superficie interligam as CTHSs a

seus nichos (LI; LI, 2006). Estes nichos, conhecidos como microambiente de CTs, sdo
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espacos especificos na medula 6ssea localizados na regido endosteal e associadas ao endotélio
sinusoidal, o que permite uma comunicacdo adequada entre as células hematopoéticas e seu
microambiente (EHNINGER; TRUMPP, 2011). O nicho age regulando a autorrenovacao e
diferenciacdo celular e desempenha papel fundamental na regulagdo do ndmero de células
sanguineas e também protegem as CTs contra proliferacdo excessiva (KAUR-BOLLINGER,;

GOTZE; OOSTENDORP, 2012).

O conceito de nicho para descrever o microambiente fisiologico das CTHs foi
proposto primeiramente em 1978. Este microambiente mantém as CTs em estado quiescente
para a auto-renovacdo na maior parte do tempo e, ativa as CTs permitindo a proliferacdo e
reparo tecidual. Assim, para manter a homeostasia das CTs, o0 nicho ndo somente fornece um
ambiente de protecdo de outros estresses fisiologicos ou mudancas, mas também restringe a
diferenciacdo (o que esgotaria o0 pool de CTs) e acarretar em producdo excessiva — over

production -, o que resultaria em formacéo tumoral (LI; LI, 2006).

Apo6s o desenvolvimento, as células sdo capazes de deixar o microambiente medular,
mas, uma pequena porcdo de células indiferenciadas acaba migrando da medula 6ssea durante
a vida do organismo e retornam ao microambiente medular (homing), conforme figura 5. O
trafico das CTs e progenitoras hematopoéticas entre a medula 6ssea e sangue periférico

contribui para a manutencdo da hematopoese (PAPAYANNOPOULOU; SCADDEN, 2008).
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Figura 5 — Nicho osteoblastico e nicho vascular em quiescéncia, mobilizacéo e homing. (a) Os osteoblastos que
revestem a superficie endosteal (na interface do osso e sistema hematopoiético) compreendem o
microambiente fisioldgico —“nicho”, para CTHs em quiescéncia. lons de calcio mantém
fisiologicamente as CTHs neste nicho osteoblastico. (b) Ativacdo de CTHs para mobilizacéo e
homing (volta par o nicho) é iniciada por fatores de crescimento e citocinas, incluindo moléculas de
adesdo e superficie, enzimas e ions. (¢c) CTHs sdo ativadas para a mobilizacdo e diferenciacdo no
nicho vascular, guiadas pela demanda fisiol6gica. Abreviacdes: HPC, células hematopoéticas
progenitoras; HSC, células tronco hematopoéticas (LI; LI, 2006).

A localizagdo, sobrevivéncia, proliferacao e diferenciacdo das CTHs na medula 6ssea
sdo dependentes da interacdo com o microambiente medular. Essas células ficam em estado
quiescente, isto é, ndo estdo em processo de divisdo celular, mas mantém interacdo dindmica

com o microambiente, permitindo a expansdo e migracdo da medula 6ssea, dependendo da

demanda fisiol6gica (CARVALHO, 2008).

A capacidade de migracdo, por demanda, e a plasticidade das CT adultas pode
provavelmente gerar linhagens de células diferentes de seu 6rgédo original. Assim as células
apos a diferenciacdo podem ser utilizadas para regeneracéo parcial de 6rgéos e reparo celular

em varias espécies, assim como nos humanos (ORLIC et al., 2001). A administracdo dessas
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células visa a recuperar a funcdo de 6rgdos lesados por mecanismos que envolvem a secrecao

de vérios fatores, como citocinas e fatores de crescimento (MORALES, 2007).

No infarto agudo do miocardio, evidéncias ttm mostrado que CTs da medula 6ssea
autologas podem se regenerar dentro do miocéardio infartado e melhorar a perfusdo da zona
isquémica (ORLIC et al., 2001; BARBASH; CHOURAQUI; BARON, 2003; SEGERS; LEE,
2008; SANGANALMATH et al., 2011). O crescimento e destino das CTs, dependente da via
de implantacdo, e os mecanismos pelos quais 0 meio influencia na diferenciacdo ainda nao

estdo totalmente determinados (STRAUER; KORNOWSKI, 2003).

1.6 Células Tronco e Doencas Cardiacas

O coracao humano foi considerado, por longo tempo, como tecido indbil em regenerar
frente a um evento lesivo, incapaz de reparar ou regenerar cardiomidcitos em processo de
morte celular (RUBART; FIELD, 2006), sendo esse conceito errbneo. Porém, apesar de
possuir capacidade regenerativa, a magnitude desta autorreparagdo seria muito limitada para
compensar a enorme perda de cardiomidcitos resultante de um grande infarto (MENASCHE,
2003), e, somado a esse fendmeno fisiolégico, 0 manejo médico recorrente tem se mostrado
limitado em amenizar as consequéncias de um processo cicatricial pos-infarto (LAFLAMME
et al., 2007). Sendo assim, a Unica opcao vidvel é uma fonte exdgena de células para efetuar o
repovoamento de areas lesadas (MENASCHE, 2003). Atualmente, o uso de CT predomina

em estudos experimentais em cardiologia (LAFLAMME; MURRY, 2005).

Idealmente, as células exdgenas devem satisfazer os seguintes critérios: (a) ser de facil
obtencédo e expandir; (b) ter capacidade de formar enxertos intramiocardicos estaveis; (c) ter

capacidade de unido eletromecanica com os cardiomidcitos hospedeiros e sincronizar-se
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funcionalmente (batimento cardiaco) com eles; (d) serem desprovido de efeitos
arritmogénicos e/ou oncogénicos (MENASCHE, 2003). Em modelos experimentais, diversos
tipos celulares tém sido utilizados como propostas para o reparo cardiaco, entre elas: células
embrionarias, células mononucleares de medula espinhal (hematopoéticas e mesenquimais) e

CT cardiacas residentes (KALIL et al., 2008), conforme figura 6.

Source Cell type Potential mechanisms Potential effects
. of action
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Figura 6 — Tipos celulares propostos para a terapia celular em cardiologia visando o reparo cardiaco pés-infarto.
Diferentes tipos de células tronco e progenitores tém demonstrado melhorar a funcdo cardiaca por
varios mecanismos, incluindo a formagdo de novos cardiomidcitos, células endoteliais e células
musculares lisa de tecido vascular (KALIL et al., 2008).

Porém, o modelo mais utilizado € a implantacdo de células provenientes da medula
Ossea. A hipotese inicial do funcionamento da terapia baseada no reparo proveniente de CT é
a reposicao de um novo grupo muscular no local isquémico que permita a restauracdo da
funcdo cardiaca atraves da geracdo de forga sistélica (LAFLAMME et al., 2007). Alguns
trabalhos da literatura demonstraram que a melhora funcional foi associada a uma diminuicéo
da &rea de fibrose, & formacéo de novos cardiomidcitos e a neovascularizacdo (ORLIC et al.,

2001; PAYNE et al., 2007; GERSH et al., 2009).
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1.7 Implante de Células Tronco e os Fatores de Crescimento

Os fatores de crescimento hematopoéticos sdo citocinas que atuam na formacéo e
regulacdo de varias atividades funcionais das células hematopoéticas progenitoras e maduras
como quimiotaxia, degranulacdo, ativacdo e citotoxicidade (BARREDA; HANINGTON;
BELOSEVIC, 2005). Este tem sido um foco para o tratamento de doencas cardiovasculares,
visto que o processo inflamatorio criado em relagédo a lesdo isquémica desencadeia a liberacdo
de citocinas das mais diversas variedades, que servirdo de sinalizacdo para a proliferacdo e

atracdo das células do sistema imune (CASTRO, 2006).

Fatores estimuladores de col6nias vém sendo estudados como potentes estimuladores
da resposta imune e catalisadores da proliferacdo celular, os quais incluem: (a) fator
estimulador de col6nia de granulécitos (G-CSF); (b) fator estimulador de colénias de
granuldcitos e macrofagos (GM-CSF), (c) fator de células tronco (SCF) e (d) eritropoetina
(EPO). Ha evidéncias de que algumas citocinas estarIM relacionadas com o remodelamento
cardiaco pos-infarto e mobilizacdo de células precursoras da medula dssea para a circulacdo
periférica, sendo que as de maior repercussdo sao: 0 G-CSF (MINATOGUCHI et al., 2004) e

0 SCF (LUTZ et al., 2008), conforme figura 7.
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Figura 7 — Representacdo esquematica da hematopoese. Células pluripotentes e células progenitoras da medula
oOssea dividem-se e diferenciam-se formando as hemacias, plaquetas e leucécitos. O papel especifico
das citocinas hematopoéticas é demonstrado na figura. Destaque para o fator estimulador de coldnia
de granulécitos (G-CSF), o qual foi utilizado em nosso estudo (SANGANALMATH et al., 2011).

Alguns estudos tém buscado elucidar os efeitos positivos do G-CSF no modelo
experimental de infarto do miocardio. Minatoguchi et al (2004) encontraram novos
cardiomidcitos na area isquémica subsequente a administracdo de G-CSF cinco dias apds
infarto. Neste mesmo estudo, o tratamento com G-CSF acelerou o reparo cardiaco nédo
somente pela regeneracdo tecidual, mas também pelo aumento de infiltrado de células
inflamatdrias e alteracdo da dinamica da matriz extracelular na borda isquémica do infarto,
diminuindo o remodelamento prejudicial (MINATOGUCHI et al., 2004; KHAN et al., 2009)

e melhorando a fungéo contratil cardiaca pos-infarto (ORLIC et al., 2001; MIKI et al., 2004).

Portanto, a regeneracéo tecidual, ndo é o unico mecanismo pelo qual o G-CSF atua na

lesdo miocardica. O G-CSF pode ter um efeito terapéutico pleiotropico, através do
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recrutamento de CT para o local da injuria, colaborando para a transdiferenciacao das CTs em

cardiomidcitos, sendo este um mecanismo benéfico citoprotetor (KHAN et al., 2009).

Em resumo, além dos efeitos regenerativos, dois outros efeitos sdo esperados no
processo de cicatrizacdo cardiaca apds o tratamento com G-CSF: (a) efeito direto no receptor
de superficie na membrana do cardiomiocito e (b) efeito indireto produzido no miocardio
proveniente do infiltrado inflamatério e CT (BALDO; RODRIGUES; MILL, 2010), como

representado na figura 8.

G-CSF
l l

Mobhilizacao celular Efeitos paracrinos

! I ! |

Infiltragio de Regeneracio cardiaca Apoptose Neoangiogénese
células inflamatorias

l 1 | l

Aceleragio do processo de cura Coragio regenerado Citoproteciio Novos vasos
* Modulagio da matriz extracelular * Novos cardiomiocitos + Cardiomiocitos * Novas arterias
* Reabsorcdo do tecido necrotico * Novos vasos + Celulas endoteliais < Preservagiio das preexistentes

Figura 8 — Figura esquematica dos efeitos do G-CSF no coracdo infartado. O G-CSF pode ter um efeito
terapéutico pleiotropico, através do recrutamento de CT para o local da injdria, promovendo a
formacdo de novos cardiomiécitos, age como modulador da formacéo da escara cicatricial através da
matriz extracelular e colageno, além de possuir efeito citoprotetor e neoangiogénico (BALDO et al.,
2010).

A despeito dos estudos demonstrarem que a administracdo de G-CSF possui
capacidade de prevenir o remodelamento e disfuncdo ventricular esquerda (FUKUHARA et
al., 2004; TAKANO et al., 2006; KHAN et al., 2009), prejudiciais ao funcionamento do
coragdo, resultados controversos também sdo descritos na literatura. Dados demonstram que,
embora ocorra capacidade de mobilizacdo de CT para a periferia sob o uso do G-CSF, esse
efeito ndo acarreta em melhora da fungéo cardiaca (RIPA, 2012), prevencéo de hipertrofia ou

diminuicdo da zona de infarto (ZOHLNHOFER et al., 2006; LOUZADA et al., 2010). Sendo



assim, apesar das evidéncias que embasam o potencial benéfico da terapia com G-CSF,
estudos s@o necessarios para fomentar o conhecimento do uso de citocinas no reparo cardiaco

de pacientes com doenca isquémica do coragao.
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2. Objetivos

2.1 Geral

Avaliar os efeitos centrais e periféricos da implantacdo de células tronco

hematopoéticas em camundongos com insuficiéncia cardiaca induzida por infarto do

miocardio associado ou ndo ao uso de G-CSF.

2.2 Especificos

Avaliar os efeitos do modelo de insuficiéncia cardiaca em camundongos submetidos a
cirurgia de ligadura da artéria coronaria esquerda sobre as caracteristicas morfoldgicas
teciduais centrais e funcionais, comparando-as aos animais que foram submetidos ao
procedimento cirdrgico sem obstrucdo da artéria.

Avaliar o perimetro de infarto do miocardio em camundongos com insuficiéncia
cardiaca implantados com células tronco hematopoéticas, associado ou ndo ao uso de
G-CSF.

Avaliar a velocidade final e distancia total percorrida por cada animal durante o teste
progressivo escalonado em camundongos com insuficiéncia cardiaca implantados com
células tronco hematopoéticas, associado ou ndo ao uso de G-CSF.

Determinar o perfil de citocinas teciduais (diafragma e musculo esquelético) ap6s
implante de células tronco hematopoéticas em camundongos com insuficiéncia

cardiaca, associado ou ndo ao uso de G-CSF.
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e Analisar a existéncia de alteracdes microscopicas nos tecidos cardiacos (ventriculo
esquerdo e direito) e pulmédo apds implante de células tronco hematopoéticas em
camundongos com insuficiéncia cardiaca, associado ou ndo ao uso de G-CSF.

e Correlacionar os resultados obtidos em teste progressivo até a exaustdo e perimetro de
infarto observado em avaliagdo ecocardiografica em camundongos submetidos a

cirurgia de inducdo de infarto do miocérdio.
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3. Metodologia

3.1 Modelo de Estudo

Esse estudo se caracteriza por uma pesquisa basica, com experimentacdo em modelo
animal de laboratorio, pelo qual foram avaliados os efeitos centrais e periféricos da
implantacdo de células tronco por vias intracardiaca, associada ou ndo a administracdo de

Fator Estimulador de Col6nia de Granuldcitos (G-CSF).

3.2 Informagdes Eticas

O presente estudo foi aprovado pela Comiss&o de Etica em Experimentacdo Animal da
Universidade Federal do Amazonas (CEEA-UFAM), sob protocolo n°017/2010 em reunido
de 07/05/2010 (Anexol), por concordar com o0s principios de cuidados com animais de
laboratério de acordo com a lei n° 6.638 da Republica Federativa do Brasil de 08 de maio de

1979, que trata de normas para as praticas didatico-cientifico da vivisseccdo de animais.

3.3 Populacéo de estudo

Neste estudo foram utilizados camundongos fémeas BALB/c, com 4-6 semanas de
idade, provenientes do Biotério da Universidade Estadual Paulista de Botucatu (UNESP).
Esses camundongos foram mantidos em gabinetes especificos para animais de laboratorio,

com isolamento de ambiente, controle automatico de luz (ciclos claros e escuros de 12 horas),
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temperatura (22°C) e umidade constante (Gabinete para Biotério/Insight Ltda.), alimentados

com ragdo padrdo e &gua ad libitum.

O experimento é constituido pelos seguintes grupos experimentais, conforme

apresentado na figura 10:

[ Grupos experimentais 1

Controle Infarto

Grupo Controle Grupo IM+PBS Grupo IM+G-CSF Grupo IM+G-CSF+CT
(n=10) (n=11) (n=10) (n=10)

Figura 9 - Organograma para apresentacéo dos grupos experimentais.

3.4 Cirurgia de Inducéo do Infarto do miocardio

Os animais foram inicialmente anestesiados por via inalatéria utilizando anestésico
sevoflurano com fluxo continuo de mistura com oxigénio, intubados e ventilados
artificialmente (Rodent Ventilator modelo 683 — Harvard). A técnica utilizada para inducéo
do infarto foi o0 modelo de ligadura da artéria coronéria esquerda (LUTZ et al., 2008). A
técnica consistiu na exposicdo do ventriculo esquerdo através de uma toracotomia esquerda,
entre a quarta e quinta costelas. Nos animais em que o infarto do miocéardio foi induzido, foi
realizada uma sutura permanente (fio mononylon 7.0) na artéria coronaria descendente
principal esquerda, em um ponto entre 1 e 2 mm distalmente ao bordo do atrio esquerdo. O
espaco intercostal foi suturado, o pneumotorax drenado, a musculatura peitoral foi

reposicionada e a pele foi suturada com fio mononylon 6.0. A temperatura do animal foi
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mantida entre 36,8° e 37°C em cama cirurgica aquecida (Cama aquecedora/Insight Ltda)

durante o procedimento cirurgico.

Animais grupo Controle: Os camundongos do grupo Controle foram submetidos ao

mesmo procedimento cirargico, mas sem a ligadura da artéria coronaria.

A tabela 1 apresenta a descricdo dos grupos experimentais segundo os procedimentos

metodoldgicos realizados.

Tabela 1. Caracterizagdo da amostra conforme descri¢édo dos grupos experimentais.

Grupo Caracterizacdo dos Grupos

Grupo Controle Os animais foram submetidos aos procedimentos cirtrgicos
citados na se¢do 4.4 de indugdo do infarto do miocérdio,
porém, ndo houve obstrucdo da artéria coronaria.

Grupo infarto do miocardio + Os animais foram submetidos & cirurgia de infarto do
solucdo tampéo fosfato 0,9% miocérdio, e injetados com solucdo tampdo fosfato 0,9%
(IM+PBS) (PBS) intracardiaca ap6s 7 dias de inducdo do infarto.

Grupo infarto do miocardio + Os animais foram submetidos & cirurgia de indugéo de infarto
G-CSF (IM+G-CSF) do miocardio, apés 7 dias de pos-operatério, foi administrado

G-CSF durante 5 dias, na dose de 200 pg/kg (ROBERTS et
al., 1997) via intraperitonial.

Grupo Infartado + células Os animais foram submetidos & cirurgia de inducéo de
tronco hematopoeticas via infarto do miocardio, foram implantados com CT
intracardiaca + G-CSF hematopoéticas isoladas de camundongos doadores de

(IM+G-CSF+CT) CT hematopoéticas e foram tratados com fator

estimulador de col6nia de granul6citos (G-CSF) na dose
de 200 pg/kg (ROBERTS et al., 1997) durante 5 dias
apos procedimento cirdrgico.

3.5 Pesagem corporal

A evolucéo do peso corporal de todos os animais foi acompanhada semanalmente, em
balanca semi-analitica (SF-400, Marca Electronic) durante o periodo do experimento até a

conclusdo do mesmo.
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Figura 10- Organograma para apresentacdo do modelo experimental.

3.6 Preparo e isolamento das células tronco hematopoéticas

3.6.1 Administracdo do Fator de Crescimento (G-CSF) para camundongos doadores e

coleta de Células Tronco

O Fator de Estimulacdio de Colbnias de Granuldcitos (G-CSF)
(Filgrastine®/Blausiegel Ind. e Com. Ltda), na dose de 200 pg/kg, foi administrado por via
intraperitonial por um periodo de quatro dias prévios a coleta das CT. Os camundongos
doadores de CT receberam G-CSF via intraperitoneal. A coleta foi realizada no 4° dia de
administracdo de G-CSF, 24h apés a 3% dose de G-CSF segundo protocolo estabelecido em
experimento prévio (GARCIA, 2011). O sangue foi coletado pelo plexo ocular através de
pipeta Pasteur heparinizada (1mL de cada animal) e armazenado em pool de 4 animais em
tubos de coleta de sangue com EDTA de 4mL. O material foi encaminhado ao Laboratério de
Terapia Celular da Fundacdo de Hematologia e Hemoterapia do Amazonas (HEMOAM) e as

células foram implantadas nos animais dos grupos células tronco previamente infartados.

3.6.2 Isolamento das Células Mononucleares



O material coletado, conforme citado no item 3.6.1, foi processado dentro de capela de
fluxo laminar nivel 1I, previamente esterilizada por 20 minutos com luz ultra-violeta. O
sangue periférico obtido (3 mL) foi separado por gradiente de Ficoll-Hypaque
(HISTOPAQUE®-1077/Sigma-Aldrich®/St.Louis MO  EUA) - volume a volume
(sangue/Ficoll) - com centrifugacdo a 0,6g por 25 minutos, a temperatura ambiente e sem
freio. Em seguida, foi coletado o anel formado (creme de leucdcitos), transferido para outro
tubo e o volume foi completado para 15 mL e novamente centrifugado a 0,6g por 15 minutos,
em temperatura de 15° C. O sobrenadante foi desprezado e o pellet ressuspendido em 10 mL
de solucdo tampdo fosfato com soro autélogo. Posteriormente, as células foram novamente

centrifugadas e ressuspendidas em 1 mL de solucdo tampéo fosfato com soro aut6logo a 5%.

A contagem celular foi realizada em camera de Neubauer (em solugdo 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 hematopoéticas foi determinado

+low

pela analise fenotipica dos marcadores anti-CD34*"9"/CD45"*" obedecendo ao Protocolo do

ISHAGE (SUTHERLAND DR, 1996) sendo implantados 2,584 x 10°CTH em 0,06 mL.

3.6.3 Citometria de Fluxo

A caracterizacdo morfométrica e imunofenotipica das células tronco hematopoéticas
mobilizadas para o sangue periférico dos camundongos foram feitas por citometria de fluxo.
A primeira etapa da citometria consistiu na marcagdo das células com anticorpos monoclonais
que se fixaram nas moléculas de superficie das células tronco. Esses anticorpos sdo marcados
com fluorescéncia e estas sdo captadas pelo citometro de fluxo. Para a realizacdo da esta
analise foi utilizado 100uL da suspensdo celular, sendo acrescentados o0s anticorpos
monoclonais anti-CD34 e anti-CD45. Apos a homogeneizacdo, foi procedida uma nova

centrifugacgdo dos tubos na rotagdo de 0,3g por cinco minutos. O sobrenadante foi descartado



e o material ressuspendido em um 1 mL de PBS (PhosphateBuffered Saline) e
homogeneizado novamente, realizando-se a leitura no citdmetro. Coletou-se 100.000 eventos
de cada tubo para realizacdo das analises. A leitura foi feita no Citémetro de Fluxo Becton
Dickinson (BD) — FACSCalibur® da Fundacdo De Hematologia e Hemoterapia do Amazonas
- FHEMOAM. Os dados obtidos foram adquiridos no software CELL QUEST e a
identificacdo morfométrica e imunofenotipica das CTHs foi realizada utilizado-se o programa

FlowlJo (versédo 9.4).

3.7 Implante das células tronco

O implante das células mononucleares via intracardiaca foi realizado sete dias ap6s a
inducdo do infarto, por meio de esternotomia mediana, em uma Unica inje¢cdo com agulha de
insulina, no local da lesdo, sob as mesmas técnicas anestésicas e ventilatrias descritas

anteriormente (BROFMAN et al., 2004), sendo implantado um volume total de 0,06mL.

3.8 Administracdo do Fator de crescimento (G-CSF)

Para o grupo IM+G-CSF, foi administrado o G-CSF na dose de 200 pg/kg, por via
intraperitonial por um periodo de cinco dias posteriores ao procedimento de infarto. O grupo
IM+G-CSF+CT recebeu a mesma dosagem de G-CSF durante 5 dias apds o procedimento de

implantacéo das CT.

3.9 Avaliacéo da Capacidade Funcional

O teste de esforco fisico foi realizado apés 2 dias de adaptacdo do animal com a esteira
rolante, através de teste progressivo escalonado até a exaustdo do mesmo (FERREIRA et al.,
2007), com velocidade inicial de 11 m/min, sem inclinacdo, apds 28 dias da inducdo do



infarto. A cada trés minutos, a velocidade foi aumentada em 5 m/min, até a exaustao total do
animal, ou seja, o teste terminava quando o animal ndo conseguia manter o padréo da corrida.
As variaveis avaliadas foram: a velocidade final (m/s) e a distancia total percorrida (m) por

cada animal durante o teste.

3.10 Avaliacédo Ecocardiografica

Apdbs um periodo de 30 dias, os animais foram anestesiados e ventilados, conforme
descrito anteriormente para o estudo ecocardiografico (FARAHMAND et al., 2008). Para a
analise, foi realizada a tricotomia da regido anterior do térax e colocacdo dos animais em
decubito dorsal na cama cirdrgica aquecida para o posicionamento apropriado do transdutor
no hemitérax esquerdo do animal. Foi utilizado o equipamento GE® VIVID 5 (Highland
Park Dr. Bloomfield, USA), com transdutor de 8 MHz. A é&rea de infarto foi estimada pela
determinacdo do perimetro interno da regido infartada em relacdo ao perimetro total do
coracdo (PAYNE et al., 2007). Em cada exame ecocardiogréafico foi coletado um total de trés
medidas, sendo calculados, posteriormente, a média e o desvio padrdo da média. Foi
mensurado o perimetro total do ventriculo esquerdo e o perimetro de escara cicatricial nos

grupos infartados.

3.11 Coleta de tecidos

Apobs a coleta de sangue, os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical,
conforme normas do Colégio Brasileiro de Experimentacio Animal (COBEAY). A seguir,
foram coletados os seguintes tecidos: coracdo, pulméo, diafragma, figado, bago e masculo
estriado esquelético isquiotibial bilateral. Os coragGes foram retirados e dissecados,
separando-se 0s atrios, os ventriculos esquerdo e direito, sendo o septo ventricular

considerado integrante do ventriculo esquerdo.

liv



Apds pesagem de todos os tecidos em balanca analitica (Adventurer, modelo Ohaus),
os tecidos foram divididos em duas partes: (1) fixado em solucdo de formol a 10%, utilizada
para andlise histopatoldgica; (2) armazenada em pool de 2 animais, em solucdo de 300uL de
RPMI-1640 (Sigma-Aldrich®/St.Louis, MO EUA), para a analise das citocinas teciduais. A
tibia direita foi retirada e medida com régua milimetrada para a normalizacdo dos pesos do

coracdo e ventriculos.

3.12 Determinacao de hipertrofia cardiaca

A presenca de hipertrofia cardiaca foi determinada utilizando o peso de cada

ventriculo

! COBEA — www.cobea.org.br

esquerdo e direito isolados para cada animal. Para analise desses dados, foi corrigido o peso
de cada tecido pelo peso da tibia do animal (mg). O resultado sera apresentado em mg/mg

(VANZELLLI, 2009).

3.13 Determinacao de congestédo pulmonar e hepatica

A presenca de congestdo pulmonar e hepatica foi determinada utilizando-se o peso de
cada 6rgdo (pulméo esquerdo e figado) de cada animal. Para a analise desta medida, o peso de
cada tecido foi corrigido pelo peso da tibia do animal (mg). O resultado é apresentado em

mg/mg (VANZELLI, 2009).

3.14 Dosagem de citocinas circulantes e teciduais
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As concentragOes de citocinas foram determinadas em pool de 2 animais cada. Para
tanto, o sangue foi coletado apds 48hs do teste de esforco, centrifugado e o sobrenadante
armazenado para a dosagem das citocinas. Os tecidos (ventriculo esquerdo e direito,
diafragma e isquiotibiais) foram triturados manualmente, centrifugados e o sobrenadante
armazenado para a dosagem das citocinas. As citocinas inflamatorias analisadas foram: IL-1p,
IL-6, TNF-a, IL-4, IL-12 e IFN-y, TGF-B e IL-10, as quais foram quantificadas através do
método Enzyme Linked Immunosorbant Assay (ELISA) usando a leitora de placas ASYS
Hitech (GmbH modelo Atlantis 4, Eugendorf, Austria). Para este procedimento foram

utilizados os Kit BD OptEIA (BD Bioscience, San Diego, CA, USA).

3.15 Anélise anatomo-patoldgica

As amostras conservadas em formol foram encaminhadas para a Universidade
Estadual do Amazonas —UEA, Laboratério de Histopatologia. As amostras foram depositadas
em cassetes plasticos histologicos, individualmente, e numeradas. Uma vez realizada esta
identificacdo, as amostras foram colocadas no histotécnico, passando pelos processos de
desidratacdo e hidratacdo por meio de substancias quimicas (alcool, xilol,) com o objetivo de
realizar emblocamento das amostras em parafina. O processo durou cerca de nove horas, e
obedeceu ao seguinte ciclo: para a desidratacdo, as amostras foram colocadas em alcool 70%
(1 hora), 80% (1 hora), 90% (1 hora), 100% (2 horas). O processo de clarificacdo é a segunda
etapa, as amostras sdo colocadas em dois banhos de xilol cada um por 1 hora. O pré-
embebimento em parafina foi realizado com dois banhos em parafina cada um por cerca de 1

hora.

Apbs a retirada do material do histotécnico, os tecidos foram incluidos em blocos de

parafina para ent&o realizag@o do corte e coloracdo. Os cortes com espessura de 5 micra foram
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obtidos atraves de micrétomo (SLEE MAIZ modelo CUT 4055), e posicionados em lamina de
vidro previamente identificada. Ap6s a obtengdo de todas as laminas, estas foram colocadas
em uma estufa por cerca de 30 minutos para desparafinizacdo dos tecidos e posterior
coloragdo dos mesmos. Os cortes histologicos foram corados pela coloragdo de
Hematoxilina-Eosina (FISCHER et al., 2008), para avaliacdo dos achados citoarquiteturais.
Quando necessério, foram realizadas colora¢Ges auxiliares, como o Tricrébmico de Gomori

(WICK, 2008), para a melhor visualizacdo de fibras colagenas.

A anélise andtomo-patoldgica visou a analisar os pardmetros, conforme tabela abaixo:

Tabela 2. Caracterizagdo dos eventos avaliados na analise anatomo-patologica.

Tecidos Eventos observados pela analise
anatomo-patoldgica

Desorganizacdo de fibras

Hialinizacédo

Calcificacéo

Espessamento endocéardico

Adelgacamento

Infiltrado inflamatdrio

Angiogénese

Distenséo alveolar

Congestéo

Infiltrado inflamatdrio

Ventriculos esquerdo e direito

Pulmao

AN NE N N N N N N NN

A figura 11 ilustra cortes transversais do ventriculo esquerdo apo6s coloragdo pela
técnica de Hematoxilina e Eosina (A) e pelo Tricromico de Gomori (B), onde pode ser
evidenciada area de adelgacamento com substituicdo por coldgeno subsequente a cirurgia

experimental. O ensaio histopatoldgico foi realizado no modelo simples-cego.
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Figura 11. Seccdo miocardica ventricular esquerda de um animal infartado, demonstrativa da utilizagdo da
técnica de Hematoxilina e Eosina (A) e técnica de coloragdo de Tricrdmico de Gomori (B). A
imagem representa area de adelgagcamento do miocéardio com substituicdo por coldgeno (azul)
formando a escara cicatricial subsequente ao infarto do miocardio.

3.16 Analise estatistica

Os resultados obtidos, até o presente momento, foram armazenados no programa
Excel® 2007 para Windows7®. Para a analise dos dados e confeccdo dos gréficos foi utilizado
o programa GraphPadPrism® verséo 5. Os resultados numéricos foram expressos como média
* desvio padrdo da média. Previamente & aplicacdo dos testes estatisticos apropriados para a
comparacdo entre oS grupos experimentais, a normalidade da distribuicdo amostral e a
homogeneidade da variancia foram avaliadas pelos testes de Kolmogorov-Smirnov e de

Bartlett, respectivamente.

A comparacao das médias entre os grupos experimentais foi realizada empregando-se
o teste de ANOVA de dois fatores, seguido de teste de TUKEY para dados paramétricos ou o
teste de Mann-Whitney para os dados ndo paramétricos. As diferencas entre as comparacGes
efetuadas foram consideradas estatisticamente significantes quando a probabilidade estatistica
foi menor que 5% (p<0,05). Para analise de correlagdo foi utilizado teste chi-quadrado (%) de

Pearson. O nivel de significancia utilizado em todas as analises foi inferior a 5% (p<0,05).
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Resumo

Fundamento: O modelo experimental de infarto do miocardio apos a ligadura da artéria
coronéria em roedores tem sido o0 modelo de insuficiéncia cardiaca mais amplamente utilizado
em cardiologia. Porém, este modelo apresenta diversas caracteristicas que devem ser

consideradas durante o desenvolvimento de pesquisas experimentais.

Obijetivo: Avaliar os efeitos do modelo de insuficiéncia cardiaca em camundongos submetidos
a cirurgia de ligadura da artéria corondaria esquerda sobre as caracteristicas morfoldgicas
teciduais centrais e funcionais, comparando-as aos animais que foram submetidos ao

procedimento cirtrgico sem obstrucdo da artéria.

Métodos: A cirurgia de ligadura da artéria coronaria esquerda foi realizado em camundongos
fémeas isogénicas Balb/C (grupo IM+PBS). Os animais controle foram submetidos aos
mesmos procedimentos cirdrgicos, porém, sem ligadura da artéria coronaria (grupo Controle).
Apbs 30 dias foi realizada avaliacdo da capacidade funcional pelo teste de esforco, analise

ecocardiografica e coleta de tecidos.

Resultados: Ap6s 30 dias de indugdo do infarto, todos os animais do grupo infartado apresentaram
alteracBes contrateis segmentares do ventriculo decorrentes, refletidas pelo perimetro de infarto
(30%) e na analise anatomo-patoldgica, a qual demonstrou processo de hialinizacdo em 45% dos
animais. Foi identificado processo de infiltrado inflamat6rio importante, na &nalise anatomo-

patoldgica pulmonar, em 5 camundongos controles e 5 animais IM+PBS.

Conclusédo: Nossos resultados nos permitem concluir que o modelo de infarto decorrente da
ligadura da artéria coronaria esquerda é um bom modelo experimental, demonstrado pelas
avaliagbes ecocardiogréficas o qual contribui para o entendimento dos mecanismos

fisiopatoldgico da sindrome da insuficiéncia cardiaca.
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Introducéo

O modelo experimental de infarto do miocardio apos a ligadura da artéria coronéria
em roedores tem sido o modelo animal de insuficiéncia cardiaca mais amplamente utilizado
na pesquisa em cardiologia experimental *, o qual contribui para anélise da fisiopatologia e
terapéutica desta sindrome % O modelo foi descrito inicialmente por Heimburger em 1946 2,
em animais pequenos, sendo modificado progressivamente por Johsn & Olson, em 1954 *.
Esse procedimento consiste na abertura do térax apds toracotomia a esquerda, com o animal
entubado e ventilado mecanicamente; o pericardio é aberto para exposicdo do coracdo e a

artéria coronaria esquerda obstruida pela passagem de fio de sutura °.

A oclusdo parcial da artéria coronaria esquerda, leva a isquemia miocardica que inicia
uma reacdo inflamatéria, ativando mecanismos de reparacdo que finalmente resulta na
formacdo de escara cicatricial ® e, consequentemente, a insuficiéncia cardiaca *’, conforme
ilustracdo da figura 1. O método descrito acima possui varias vantagens. Em primeiro lugar,
0s animais podem ser criados especificamente para os protocolos e com menor custo do que
em animais maiores. Em segundo lugar, a cirurgia € extremamente rapida, com duracdo

variando de 2 a 5 minutos 2.

Este modelo de inducdo de IC, semelhantemente em ratos e camundongos °, acarreta

em alteragdes hemodindmicas analogas as apresentadas em humanos, como diminuicdo da

10-11

frequéncia cardiaca, pressdo arterial média e aumento da pressdo diastolica final do VE

1113 Além das alteragBes centrais, 0 modelo resulta em modificagdes sistémicas na regulagdo

I 12 14-15

neuro-hormonal ~, alteracdes na capilarizacdo periférica e demais alteracdes perifericas

em relacéo a estresse oxidativo e metabolismo *°.

Apesar de ser um modelo amplamente utilizado para o estudo das alteracfes

fisiopatologicas decorrentes da oclusdo coronariana, 0 mesmo apresenta diversas

Ixix



caracteristicas peculiares que podem dificultar seu manuseio. Assim, 0 objetivo desse estudo
foi avaliar os efeitos do modelo de insuficiéncia cardiaca em camundongos submetidos a
cirurgia de ligadura da artéria coronaria esquerda sobre as caracteristicas morfologicas
teciduais centrais e funcionais, comparando-as aos animais que foram submetidos ao

procedimento cirurgico sem obstrugdo da artéria.

Métodos
Animais

O presente estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica em Experimentacdo Animal da
Universidade Federal do Amazonas (CEEA-UFAM), sob protocolo n°017/2010 em reunido
realizada em 07/05/2010, por estar de acordo com 0s principios éticos na experimentacéo
animal, adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacio Animal (Cobea)

(http://www.cobea.org.br).

Neste estudo foram utilizados camundongos, fémeas BALB/c, com 4-6 semanas de
idade, provenientes do Biotério da Universidade Estadual Paulista de Botucatu (UNESP).
Esses camundongos foram mantidos em gabinetes especificos para animais de laboratorio,
com isolamento de ambiente, controle automatico de luz (ciclos claros e escuros de 12 horas),
temperatura (22°) e umidade constante (Gabinete para Biotério/Insight Ltda, Ribeirdo Preto,

Brasil), alimentados com racdo padrédo e agua ad libitum.

Inducéo do infarto agudo do miocérdio
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Os animais foram inicialmente anestesiados por via inalatoria utilizando anestésico
sevoflurano (Baxter Ind. & Com. Ltd, Deerfield, USA) com fluxo continuo de mistura com
oxigeénio, intubados e ventilados artificialmente (Rodent Ventilator modelo 683 — Harvard,
Massachusetts, USA). A técnica utilizada para inducéo do infarto foi o modelo de ligadura da
artéria corondria esquerda *°. A temperatura do animal foi mantida entre 36,8° e 37°C em
cama cirargica aquecida (Cama aquecedora/Insight Ltda, Ribeirdo Preto, Brasil) durante o
procedimento cirurgico. Animais grupo Controle: Os camundongos do grupo Controle foram
submetidos ao mesmo procedimento cirurgico, mas sem a ligadura da artéria coronaria. A
evolucdo do peso corporal de todos os animais foi acompanhada semanalmente, em balanca
semi-analitica (SF-400, Marca Electronic, SP, Brasil) durante o periodo do experimento até a

conclusdo do mesmo.

Desenho experimental

Apb6s o procedimento cirargico, os animais foram divididos nos seguintes grupos
experimentais: falso operado (Controle, n = 10) e infarto do miocardio, o qual foi
administrado solugdo tampéo fosfato-salino 0,9% para manutencdo dos volumes (IM+PBS, n
= 11). Os animais controle foram submetidos a todos os procedimentos cirdrgicos, com
excecgdo da ligadura da artéria coronaria. Todos os animais foram mantidos durante quatro

semanas em observacao.

Avaliacédo da Capacidade Funcional

O teste de esforco fisico foi realizado apos dois dias de adaptacdo do animal em
esteira rolante, através de teste progressivo escalonado, até a exaustdo do animal *’, com
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velocidade inicial de 11 m/s, sem inclinacéo, ap6s 28 dias da inducgédo do infarto. A cada trés
minutos, a velocidade foi aumentada em 5 m/s, até a exaustao total do animal, ou seja, o teste
terminava quando o animal ndo conseguia manter o padrdo da corrida. As varidveis avaliadas
foram: a velocidade final (m/s) e a distancia total percorrida (m) por cada animal durante o

teste.

Exame Ecocardiogréfico

Apdbs um periodo de 30 dias os animais foram anestesiados e ventilados, conforme
descrito anteriormente, para 0 exame ecocardiografico, de acordo com o descrito por
Farahmand e cols. 8. Apés a tricotomia da regido anterior do tordx, os animais foram
posicionados em decubito dorsal em cama cirlrgica aquecida para 0 posicionamento
apropriado do transdutor no hemitérax esquerdo do animal. Para este exame foi utilizado o
equipamento GE® VIVID 5 (Highland Park Dr. Bloomfield, USA), com transdutor de 8
MHz. A porcentagem de infarto foi estimada pela determinacdo do perimetro interno da
regi&o infartada em relacéo ao perimetro total do coracéo *°. Em cada exame ecocardiogréfico
foi coletado um total de trés medidas, sendo calculados, posteriormente, a média e o desvio

padréo.

Coleta de tecidos

Apds a coleta de sangue, os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical. Os
coragdes foram retirados e dissecados, separando-se 0s atrios e os ventriculos, esquerdo e
direito, sendo o septo ventricular, considerado integrante do ventriculo esquerdo. Apds

pesagem de em balanga analitica (Adventurer, modelo Ohaus, Col. Lindavista, México), 0s
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ventriculos e pulmdes esquerdos foram fixados em solucdo de formol a 10% para analise
histopatoldgica. A tibia esquerda foi retirada e pesada para a normalizacdo dos pesos
teciduais. A presenca de hipertrofia cardiaca foi determinada utilizando o peso do coracao e o
peso de cada ventriculo esquerdo e direito, isolados para cada animal. A presenca de
congestdo pulmonar e hepatica foi determinada utilizando-se o peso de cada 6rgdo (pulméo
esquerdo e figado) de cada animal. Para analisarmos esses dados, foi corrigido o peso de cada

tecido pelo peso da tibia do animal (mg), sendo o resultado apresentado em mg/mg *°.

Anélise anatomo-patoldgica

As amostras foram conservadas em formol 10% e incluidas em blocos de parafina para
realizacdo do corte e coloracdo. Os cortes com espessura de 5 micra foram obtidos através de
micrétomo modelo CUT 4055 (SLEE Technik GmbH, Mainz, Alemanha) e foram corados
pela técnica de Hematoxilina-Eosina 2%, para avaliacdo dos achados citoarquiteturais. Quando
necessario, foram realizadas coloracdes auxiliares, como o Tricromico de Gomori %, para a
melhor visualizagdo de fibras colagenas. O ensaio histopatoldgico foi realizado no modelo
simples-cego, visando a avaliar 0s seguintes parametros: nos ventriculo esquerdo e ventriculo
direito, (1) desorganizacdo de fibras, (2) hialinizacdo, (3) calcificacdo, (4) espessamento
endocardico, (5) adelgacamento, (6) infiltrado inflamatério e (6) angiogénese; no pulméo, (1)

distensdo alveolar, (2) congestdo e (3) infiltrado inflamatorio.

Analise estatistica

Os resultados obtidos foram armazenados no programa Excel® 2007 para Windows7®.
Para a anélise dos dados e confecgdo dos gréficos foi utilizado o programa GraphPadPrism®
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versdo 5. Os resultados numéricos foram expressos como média £ DPM. Para analise das
varidveis obtidas foi utilizado teste t-Student ndo pareado. Para analise de correlacdo foi
utilizado teste chi-quadrado (%) de Pearson. O nivel de significancia utilizado em todas as

andlises foi inferior a 5% (p<0,05).

Fontes de Financiamento

O presente estudo foi financiado pela FAPEAM, CNPqg e CAPES.

Resultados
Mortalidade

No total, 24 animais foram utilizados no estudo, sendo que desses, 12 foram
submetidos a cirurgia de inducdo de infarto com obstrucéo da artéria coronaria esquerda e 12
camundongos foram submetidos a cirurgia controle. A taxa de mortalidade perioperatoria, a
qual inclui 24h ap6s o procedimento foi maior no grupo Controle (2 animais) do que no grupo

IM+PBS (1 animal). Nenhuma morte envolveu ruptura cardiaca em nenhum dos grupos.

Caracteristicas gerais dos grupos experimentais

O grupo estudado foi considerado homogéneo j& que os camundongos néo
apresentaram diferenca significativa do peso corporal no inicio do estudo. Da mesma forma, o
peso corporal mensurado no final do estudo ndo divergiu entre os grupos, conforme tabela 1.
O peso dos coragdes, assim como, o peso dos ventriculos esquerdos apresentaram aumento de

18% e 20%, respectivamente, quando comparado ao grupo controle, sendo esses sinais
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compativeis com cardiomegalia pos-infarto. O peso corrigido dos pulmdes e do figado, nédo

foi diferente em nenhum dos grupos avaliados.

Funcéo do ventriculo esquerdo

Conforme descrito anteriormente, a ligadura da coronaria esquerda é um procedimento
eficiente na inducdo do infarto do miocardio. No presente estudo, avaliou-se o perimetro do infarto
ventricular esquerdo dos camundongos utilizando o exame ecocardiografico. Observamos na figura
2 que, apos 30 dias de inducéo do infarto, todos os animais do grupo infartado que receberam PBS
(IM+PBS) apresentaram alteracBes contrateis segmentares do ventriculo em estudo anatomo-
patologico relativo aos achados de discinesia e acinesia. Nenhum animal do grupo controle
apresentou alteracdo ecocardiografica do ventriculo esquerdo sugestiva de infarto do miocardio. O
perimetro de infarto no grupo IM+PBS foi de ~30%, demonstrando a eficicia do procedimento

experimental.

Avaliagéo da capacidade funcional

O teste de esforco foi realizado com o intuito de verificar a resisténcia ao exercicio
induzida pelo modelo experimental em teste progressivo até a exaustdo do camundongo. Os
resultados obtidos no teste de avaliacdo da resisténcia ao exercicio ndo demonstraram
diferenca significativa na distancia total percorrida (Figura 3) e velocidade final alcancada
(Figura 4) pelos animais do grupo controle, quando comparado ao grupo IM+PBS (Controle
= 510,3m+137,3; IM+PBS = 572,9m*206,0) e (Controle = 0,66m/s+0,06; IM+PBS =

0,69m/s+0,09), respectivamente.
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A analise de correlacdo entre o teste funcional e os dados ecocardiograficos nos
animais submetidos ao procedimento cirrgico com obstrucdo da artéria coronaria (grupo
IM+PBS) demonstrou que quanto maior a disfuncao cardiaca determinada pelo perimetro de
infarto, maior a intolerancia dos camundongos no teste de esforco (p<001), tanto na avaliacédo

da distancia total percorrida (Figura 5) quanto na velocidade final alcancada (Figura 6).

Anélise anatomo-patoldgica

Os resultados de achados morfoldgicos observados nos ventriculos esquerdo e direito
e pulmdes, apds 30 dias da experimentacdo, sao apresentados nas figuras 7 e 8. Os dados
referentes ao grupo de camundongos controle e IM+PBS sdo apresentados a seguir: no
ventriculo esquerdo do grupo controle, conforme figura 7 e 9A, ndo foi observada
desorganizacdo das fibras musculares, sendo que as células musculares estriadas cardiacas
apresentaram-se organizadas, contendo um ou dois ndcleos e citoplasma que se ramifica,
dando aspecto de rede continua. A figura 8 demonstra a presenca deste achado em 36% dos
animais que foram infartados. Os camundongos do grupo controle ndo apresentaram
evidéncia de processo de hialinizacdo no ventriculo esquerdo, todavia, 45% dos camundongos
IM+PBS apresentaram esse evento. De maneira controversa, 1 animal do grupo controle
demonstrou presenca de calcificacdo no ventriculo esquerdo ap6s a cirurgia controle e 2
animais apresentaram no grupo IM+PBS. N&o foi observado espessamento miocardico ou
adelgacamento da parede no grupo controle, o qual foi observado em 36% e 45%, dos animais
IM+PBS, respectivamente. Cortes histoldgicos do ventriculo esquerdo dos animais do grupo
controle demonstraram a presenca de infiltrado inflamatorio em 1 camundongo desse grupo e
2 animais do grupo IM+PBS. N&o foi observada angiogénese no grupo controle, a qual foi

relatada em 1 animal do grupo IM+PBS.
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A analise tecidual do ventriculo direito demonstrou a presenca de fibras musculares
cardiacas em disposicdo habitual, parcialmente revestidas com endocardio sem
particularidade, entremeada com vasos sanguineos, no grupo controle, porém 1 camundongo
apresentou alteracdo no grupo IM+PBS. Nenhum camundongo do grupo controle apresentou
hialinizacdo no ventriculo direito, e 1 animal apresentou no grupo IM+PBS. Achados
histologicos relativos a calcificagdo, espessamento endocardico e adelgacamento foram
encontrados nas seguintes proporc@es: grupo Controle: 20%, 10% e 10%; e grupo IM+PBS,
18%, 9% e 27%, respectivamente. N&do foram observadas alteracdes diferentes da
normalidade quanto a presenca de infiltrado inflamatério no VD em nenhum camundongo,

assim como angiogénese.

Cortes histoldgicos obtidos dos pulmdes de camundongos do grupo Controle
demonstraram histoarquitetura lobular preservada, reconhecendo-se bronquiolo terminal,
bronquiolo respiratorio e tecido alveolar adjacente. A andlise do acinopulmonar evidenciou
hiperdistensdo alveolar em 1 camundongo deste grupo. Evento ndo relatado no grupo
IM+PBS. A presenca de congestdo alveolar moderada em 2 animais do grupo controle e em
45% dos IM+PBS. Identificamos processo de infiltrado inflamatério importante em 5

camundongos controles e 5 animais IM+PBS.

Discussao

O presente estudo demonstrou que a cirurgia de inducdo do infarto miocérdico ap6s a
ligadura da artéria coronaria esquerda implica em alteracbes fisiopatoldgicas que
correspondem a caracterizacdo da sindrome em humanos, permitindo a utilizagdo desse ensaio
como recurso para o melhor conhecimento em cardiologia experimental. Porém, salienta-se

que os animais denominados de controle, que passam pelo procedimento experimental sem a
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obstrucdo da artéria, também apresentam alteracGes centrais e periféricas decorrentes da

manipulagéo, que podem, por ventura, comprometer os resultados finais observados.

Os dados ecocardiogréaficos demonstraram a formacdo da escara cicatricial apds a
cirurgia experimental, a qual foi visualizada em todos os camundongos submetidos ao infarto,
sendo esta de aproximadamente 30%, de forma semelhante ao que foi anteriormente
observado por outros autores 2°. Este resultado corrobora com os resultados encontrados
referentes ao aumento de peso do coragdo e dos ventriculos em camundongos do grupo
IM+PBS, os quais indicam hipertrofia miocérdica. Esses dados estdo de acordo com o0s
encontrados por de Leon et. al (2011) onde foi observado hipertrofia cardiaca apds 30 dias em
ratos submetidos a infarto do miocérdio experimental associado a congestdo pulmonar e
congestdo hepatica, sinais clinicos de insuficiéncia cardfaca **. Porém, em nosso estudo, n&o
observamos diferenca significativa entre os grupos em relacdo aos pesos dos 6rgaos pulméo e
figado. Sendo assim, optamos por classificar o grupo IM como animais com disfungéo

ventricular p6s-IM e n&o com IC, conforme Lopes et al. (2009) *.

Dados da literatura demonstram que existem dois importantes fatores que devem ser
considerados no modelo de infarto decorrente da ligadura da artéria coronaria que sdo: a
mortalidade elevada nas primeiras 24 h que se seguem a oclusdo coronaria e a expressiva
diversidade dos tamanhos dos infartos obtidos 2. A diversidade dos perimetros de infarto
reflete-se nos resultados apresentados em nosso estudo, no qual observamos uma
variabilidade entre 15 a 40% da taxa entre o perimetro de infarto pelo perimetro total do

ventriculo esquerdo.

Outra caracteristica fundamental desse modelo € que as altera¢6es funcionais guardam
estreita relagdo com o tamanho do infarto. Estudos demonstram ®?° que animais com infartos

menores que 30% ndo apresentaram anormalidades hemodinamicas. Animais com infartos

Ixxviii



moderados (31-46%) apresentaram valores hemodindmicos basais normais, mas reduzida
capacidade de gerar pressdo. Por outro lado, animais com infartos grandes (>46%)
apresentaram insuficiéncia cardiaca, com elevadas pressdes de enchimento e reducdo do
débito cardiaco. Dados semelhantes foram demonstrados no presente estudo no qual foi
observado uma correlacdo negativa entre os valores mensurados no teste de esforco —
distancia total percorrida e velocidade final alcancada — e o perimetro de infarto nos animais
que foram submetidos a operacdo de infarto produzido pela ligadura da artéria, conforme

figuras 5 e 6.

A andlise histopatoldgica do ventriculo esquerdo dos camundongos do grupo IM+PBS
apresentou elevada presenca de eventos lesivos teciduais produzidos pela cirurgia
experimental, incluindo a presenca de hialinizagdo, com formacdo de escara cicatricial
decorrente da morte celular e a presencga de calcificacdo. Esse achado sugere uma possivel
exacerbacdo da resposta imune ao evento lesivo, acarretando em prejuizo da capacidade de

funcionamento da bomba cardiaca. Trabalhos demonstram 262’

uma correlagdo entre os
indices de disfungdo cardiaca e os testes funcionais, corroborando aos encontrados em nosso
estudo. Resultado controverso foi visualizado no ventriculo esquerdo de camundongos
controle, sendo que 1 animal apresentou processo de calcificacdo decorrente da manipulacao
cirrgica. Esses achados também foram relatados no ventriculo direito, que apresentou

alteracOes referentes a calcificacdo (2 animais), espessamento endocéardico e adelgacamento

da parede nesse grupo (grupo controle).

O modelo experimental em camundongo permite também a avaliacdo ventricular
direita, ja que uma das principais caracteristicas do infarto do miocardio relaciona-se ao fato
de que a morte celular desencadeia processo adaptativo no tecido ndo infartado, nas regides

adjacentes e distantes da cicatriz 2. No ventriculo direito, também pode ocorrer hipertrofia
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correlacionada a elevacOes da pressdo diastolica final do ventriculo esquerdo e da pressao

22 nodendo chegar a 30% *°. Em nosso estudo obsevamos

sistolica ventricular direita
alteracbes em 9% dos camundongos relacionadas a espessamento endocardico e 27%
relacionada a adelgacamento da parede ventricular direita. Outro aspecto que deve ser
considerado é que, em animais com grandes infartos, as areas ndo infartadas do ventriculo
esquerdo e do ventriculo direito exibem aumento da expressao de RNAm para pré-colageno
tipo 1 e 111 3, podendo resultar em actimulo de colageno progressivo. Dessa forma, grandes
infartos frequentemente acompanham-se de diferentes graus de fibrose nas areas nao

infartadas &%,

O evento de hialinizacdo analisado no ventriculo direito por avaliacédo
anatomo-patologica, em nosso estudo, foi observado em 9% dos camundongos do grupo

IM+PBS e em nenhum animal do grupo Controle.

Finalmente, foram demonstradas em nosso estudo alteracfes pulmonares na andlise
anatomo-patoldgica, decorrentes da manipulacdo cirdrgica. Esta observacdo foi concluida a
partir dos resultados referentes a congestdo e infiltrado inflamatorio nos animais que foram
submetidos ao procedimento cirtrgico no qual a artéria coronaria esquerda nao foi obstruida

(grupo Controle).

Concluséao

Apesar dos cuidados referentes a mobilizacdo do animal durante todo o procedimento,
0 proprio modelo experimental é extremamente invasivo para o animal e mesmo sem a
obstrucédo da artéria e inducdo do infarto, ocorre um elevado processo inflamatério e produgéo

de fibrose na tentativa de reparo tecidual. No entanto, nossos resultados nos permitem
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concluir que o modelo de infarto decorrente da ligadura da artéria coronaria esquerda € um

bom modelo experimental de inducéo do infarto.
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Legendas para figuras

Tabela 1: Peso corporal e tecidual corrigido pelo peso da tibia de camundongos que foram
submetidos a operacdo controle, e a operacéo de infarto do miocardio induzido pela ligadura
da artéria coronaria apés 4 semanas. Os resultados expressos representam media + DPM de 21

animais. *Diferenca significativa entre o grupo Controle (teste t-Student).

Figura 1: Seccdo miocérdica ventricular esquerda de um animal infartado, demonstrativa da
utilizacdo da técnica de Hematoxilina e Eosina (A) e técnica de coloracdo de Tricrdmico de
Gomory (B). A imagem representa area de adelgagamento do miocérdio com substitui¢do por

colageno (azul) formando a escara cicatricial subsequente ao infarto do miocardio.

Figura 2: Perimetro de infarto do ventriculo esquerdo. Grupos controle e IM+PBS (Infarto +
solucdo tampdo fosfato-salino 0,9%). Os resultados sdo apresentados em porcentagem
referente ao perimetro de infarto/perimetro total do ventriculo esquerdo mensurado na analise
ecocardiografica, apds um periodo de 4 semanas de indu¢do do infarto experimental.

* Diferenca estatistica significativa entre os grupos IM+PBS e controle (p<0,0001) por teste t-

Student.

Figura 3: Distancia total percorrida obtida e velocidade final alcancada em teste progressivo
até a exaustdo realizado ap6s 4 semanas em camundongos foram submetidos a cirurgia
controle e a operacdo de infarto do miocardio por ligadura da artéria coronéria esquerda

(IM+PBS). Analise realizada por teste t-Student (p>0,05).
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Figura 4: Correlacdo entre distancia total percorrida (A) e velocidade final alcancada (B)
obtida em teste progressivo até a exaustdo e perimetro de infarto observado em avaliacdo
ecocardiografica em camundongos submetidos a cirurgia de inducéo de infarto do miocéardio
ap6s 4 semanas (IM+PBS). Andlise estatistica realizada utilizando teste chi-quadrado (%) de

Pearson.

Figura 5: Resultados de frequéncia de achados morfoldgicos dos ventriculos esquerdo (VE) e
direito (VD) e pulméo nos animais do grupo controle apds 30 dias da experimentacdo. Os
dados referentes aos achados histopatoldgicos estdo apresentados a partir da frequéncia de

aparecimento de cada evento, sendo que cada linha representa um camundongo de cada

grupo.

Figura 6: Resultados de frequéncia de achados morfoldgicos dos ventriculos esquerdo (VE) e
direito (VD) e pulmao nos animais do grupo IM+PBS apds 30 dias da experimentacdo. Os
dados referentes aos achados histopatoldgicos estdo apresentados a partir da frequéncia de

aparecimento de cada evento, sendo que cada linha representa um camundongo de cada

grupo.

Figura 7: Aspecto morfoldgico dos ventriculos esquerdo e direito de camundongos do grupo
controle e IM+PBS apés 30 dias da cirurgia de indugdo do infarto do miocardio. Aspecto
morfologico de alinhamento normal das fibras cardiacas nos animais Controle em (A)

ventriculos esquerdo e (B) ventriculo direito; (C) e (D): ventriculo esquerdo dos animais ap6s
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inducdo de infarto demonstrando area de desorganizacdo de fibras cardiacas, com evidente
interposicdo de colageno. (E) e (F): ventriculo direito demonstrando presenca de calcificacdo

(*) Evento de hialinizagéo. Seta indica focos de calcificacdo (HE, 40x).

Figura 8: Aspecto morfolégico dos pulmdes de camundongos do grupo controle ap6s 30 dias
da cirurgia de inducdo do infarto do miocardio. (A) imagem representativa do tecido
pulmonar apresentando estruturas brénquicas preservadas e auséncia de congestdo. (B)
Paréngquima apresentando distensdo dos espacos alveolares e (*) presenca de areas de
acimulo de células perivasculares e peribronquicas interpretadas como infiltrado

inflamatorio.
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Tabela 1. Peso corporal e tecidual corrigido pelo peso da tibia de camundongos que foram
submetidos & operacao controle, e a operacdo de infarto do miocardio induzido pela ligadura

da artéria coronaria apds 4 semanas.

Grupos Controle IM+PBS p

Peso (n=10) (n=11)

Corporal inicial (g) 21,44 + 235 20,83 +1,32 0,28
Corporal final (g) 23,9+191 2391+1.3 0,98
Coracdo (mg/mg) 2,28 +£0,28 2,71 +0,51* 0,01
Ventriculo esquerdo (mg/mg) 1,58 + 0,24 1,91 +0,34* 0,01
Ventriculo direito (mg/mg) 0,38 £ 0,06 0,46 £0,15 0,07
Pulmao (mg/mg) 15+0,24 1,79+1,08 0,19
Figado (mg/mg) 22,1+ 351 22,94 + 4,24 0,2
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Summary

Experiment: In the present study, we measured exercise intolerance by functional analysis
and muscle cytokines in diaphragm and hamstring muscles from animals submitted into heart
failure experimental surgery treated with granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF)
alone or associated with hematopoietic stem cells. This led us to hypothesize that despite
proven stem cell mobilization into the periphery, the treatment with G-CSF alone implies an
exacerbated systemic inflammatory response, resulting in decrease in functional capacity and
increased intolerance to exercise, accompanied by important alterations in skeletal muscle,

which may be modulated by association of SC implantation into treatment.

Methods and Results: Ligation of the left coronary artery was performed in Female isogenic
BALB/C mice. The sham-operated animals underwent the same procedure without ligation of
the coronary artery (Sham group). At seven days after ligation operation, the HF mice were
received PBS (HF+PBS group) or G-CSF (HF+G-CSF) or G-CSF associated with SC
(HF+G-CSF+SC group). After 30 days it was performed functional capacity evaluation,
echocardiographic measurement and tissue collection for cytokines analysis. The results
demonstrate that all the treatments were able to reduce infarct, more evident following
administration of G-CSF. Moreover, G-CSF induced response in the worst stress test (smaller
final velocity reached and maximal distance run). Analysis of cytokines skeletal tissue
demonstrated increased frequency of high producers of pro-inflammatory cytokines such as
TNF-0, IL-6, IL-12, IFN-y, IL-1-f and IL-4 in mice infarcted, resulting in imbalance in
balance anti/pro-inflammatory immune response. The treatments had impaired negative when

using G-CSF alone and satisfactory results when combined with the use of SCs.

Conclusion: We conclude that using G-CSF alone appears to be responsible for amplifying
the inflammatory process in infarcted animals leading to reduced functional capacity of
skeletal muscle, which reflects in lower performance in exercise stress testing. In contrast, the
use of G-CSF in association with hematopoietic CT appears to have a beneficial effect in
modulating the inflammatory response and result in lower deleterious effect on the heart

failure syndrome.

Keywords: hematopoietic stem cell, granulocyte colony stimulating, myocardial infarction,

cytokines
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INTRODUCTION

Heart failure (HF) is a complex clinical syndrome that can result from structural or
functional cardiac disorder that impairs the ability of the ventricle to fill or eject blood *. The
capacity to exercise presents reduced by around 50% or more, depending on the degree of
impairment of ventricular function and this occurs due to abnormal hemodynamic response to
exercise 2. This change has a direct relationship with left ventricular dysfunction and cardiac
remodeling itself after myocardial infarction *°, beyond decreased aortic distensibility °,

relative chronotropic incompetence * and skeletal muscle remodeling components, figure 1.

However, is already known that respiratory and peripheral muscles are differently
affected by HF, and both of which affect the quality of life of patients and prognosis, but its
underlying mechanisms are not well understood ®°. The weak correlation between the
hemodynamic (cardiac function indices) with symptoms confirms the importance of muscle
and peripheral changes in the pathophysiology of HF °. The existence of these non-cardiac
factors explains why the improvement produced by pharmacological therapeutic agents are
not immediate when they happen or, in many situations, explains why clinical improvement

does not appear in response to this treatment *.

Various treatments have been proposed to mitigate the consequences of cardiac
insufficiency, as well as surgical treatment, drugs and cell therapy, which may be associated
with other therapies, as well as hematopoietic growth factors. Hematopoietic growth factors
are cytokines that act in the formation, regulation and various functional activities of
hematopoietic progenitor cells and mature as chemotaxis, activation and cytotoxicity °,
whereas those with higher impact is granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF). This has
been a focus for the treatment of cardiovascular diseases, aiming to the inflammatory process
created in relation to ischemic injury triggers cytokine release from different varieties which

will be the signal for the proliferation of and attract cells of the immune system **.

A better understanding of the hemodynamics and peripheral mechanism involved in
heart failure is necessary to develop specific therapeutic strategies, as G-CSF and stem cells
(SC), to slow or prevent muscular atrophy present in this syndrome beyond the deleterious
immunologic changes. Thus, the objective of this study was to characterize the impact of G-
CSF and associated with hematopoietic stem cells on exercise intolerance by functional

analysis and muscle cytokines in diaphragm and hamstring muscles.
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METHODS

Experimental animals. This study was in accordance with ethical principles in animal
research  adopted by the Brazilian College of Animal Experimentation
(http://www.cobea.org.br). All animal procedures were approved by Animal Ethics
Committee of the Amazonas Federal University (protocol n° 017/2010). Adult female Balb/C

mice (~20g; n=9) were used. All mice were housed under identical conditions and given foof

and water ad libitum.

Experimental protocol. The mice were anesthetized by inhalation of an isoflurane-oxygen
mixture (Baxter Ind. & Com. Ltd, Deerfield, USA), intubated, and mechanically ventilated
(HSE-HA Mini Vent Ventilador for mice — Harvard Massachusetts, USA). Ligation of the left
coronary artery was performed as described previously '?. The sham-operated animals
underwent the same procedure without ligation of the coronary artery (Sham group). At seven
days after ligation operation, the HF mice were received PBS (HF+PBS group) or 200mg/kg;
i.p. of G-CSF * (filgrastim® /Blausiegel Ind. & Com. Ltd) (HF+G-CSF group) or G-CSF
associated with SC (HF+G-CSF+SC group), figure 2. G-CSF administration was made during
5 days in both groups, HF+G-CSF and HF+G-CSF+SC. After 30 days it was performed
functional capacity evaluation, echocardiographic measurements (GE® VIVID 5/Highland
Park Dr. Bloomfield, USA) and tissue collection (heart, lung, diaphragm and hamstring
muscles). After weighing all tissues were stored in pool 2 animals in 300uL solution of
RPMI-1640 solution (Sigma-Aldrich®/ St. Louis, MO USA) at -20 °C for analysis of
cytokine tissue. The right tibia was removed and weighed for standardization of tissue’s
weights. Heart and lung weights were weighed aiming to detect cardiomegaly and pulmonary
congestion, respectively; right hemi-diaphragm and right hamstring muscles, aiming to detect

hypertrophy.

Preparation and isolation of hematopoeitic stem cells. We administered G-CSF
(filgrastim® /Blausiegel Ind. & Com. Ltd, SP, Brasil) at a dose of 200 mg/kg subcutaneously
for a period of 3 days prior to the collection of hematopoietic stem cells from the donor
animals, as described by Vilas-Boas et al., 2006 °. Peripheral blood was collected 3 days after
the beginning of treatment in a heparinized syringe via the ocular plexus, and peripheral blood

mononuclear cells (PBMCs) were isolated using Ficoll gradient separation (Histopaque® -
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1077/Sigma-Aldrich/St. Louis, USA) and a method modified from Boyum **. The percentage
of hematopoietic stem cells was determined by analysis of the phenotypic markers anti-
CD34™M9" /cD45""  according to the ISHAGE protocol *% being that 2.58 x 10°
hematopoietic SC was implanted though a single injection ** using the same anesthetic and

ventilatory techniques.

Functional Capacity Evaluation. Exercise capacity, estimated by total distance run,
correlates with skeletal muscle work capacity, and it is a method used for detecting exercise
intolerance in HF 4. The exercise test was performed after 2 days of adaptation of the animal
with the treadmill, stepped through progressive test to exhaustion of the animal *°, with initial
velocity of 0.2 m/s without inclination. Every three minutes, the speed was increased by 0.1
m/s, up to total exhaustion of the animal. The test ended when the animal could not maintain
the standard of the race. The variables evaluated were:  final velocity reached

(meters/seconds) and total distance run (meters) for each animal during the test.

Cytokines analysis. The cytokine concentrations were determined in tissue, hamstring
muscles and diaphragms, pooled from two animals. To this end, the tissue were minced and
centrifuged, and the supernatant was stored (-80 °C) for further analysis. The cytokines tumor
necrosis factor (TNF)-a, interleukin (IL)-6, IL-12, interferon (IFN)-y, IL-10, IL-1p and IL-4
were quantified using enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) with an ASYS Hitech
plate reader (4 Atlantis model GmbH, Eugendorf, Austria). For this procedure, the BD
OptEIA Kit (BD Bioscience, San Diego, CA, USA) was used and the data of cytokines are
shown as mean fluorescence intensity (MFI). To assemble the cytokine signature curves for
each clinical group, the global median value of each seric cytokine was calculated using the
entire study population and used as the cut-off edge to define each individual as low and high
cytokine producer *°. The ascendant cytokine profile from Sham group was assembled and
considered as the reference signature curve for comparative analysis between the HF

subgroups.

Statistical methods. The data analysis was performed using GraphPad Prism 5 program
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Statistical analysis was performed using the non-
parametric Kruskall-Wallis test for comparisons between groups and the non-parametric
Mann-Whitney test for group-to-group comparisons. T test was used for echocardiographic

measurement. P values of <0.05 were considered significant.
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Results

Mortality. In total, 75 animals were utilized in this study. Being that, 22 were used as donors
of SC. Coronary artery ligation was performed in 41 mice. The perioperative mortality rate,
within 24 h after the operation, was ~12% (5 mice). Finally, 36 mice were randomly allocated
to three groups as follows: HF+PBS (12 mice), HF+G-CSF (12 mice), and HF+G-CSF+SC
(12 mice). The mortality of HF+PBS mice (1 death [8%]) was lower than that of HF+G-CSF
(2 deaths [16%]) and HF+G-CSF+SC (2 deaths [16%]). In sham-operated mice, had 2 deaths

[16%]. No deaths involved cardiac rupture in all groups.

Animal characteristics. No behavior associated with stress or adverse effects was observed
in mice that participated in the protocol. Table 1 presents the characteristics of the animals.
There were no differences between body weights from the different groups at the beginning
and at the end of the study. A large area of scarring was observed on the anterior wall of the
left ventricle of infarcted mice. The infarct size was lower in HF+G-CSF and HF+G-CSF+SC
group compared with HF+PBS mice (HF+G-CSF = ~42%; HF+G-CSF+SC = ~32%, p =
0.001). No detectable infarct was observed on the left ventricle of sham mice. Cardiomegaly,
pulmonary congestion and hepatic congestion were not statistically significant, as well as
hypertrophy of the diaphragm and hamstring (Table 1).

Functional Capacity Evaluation. HF+G-CSF mice displayed decreased exercise tolerance
(Figure 1 and 2) associated with worse final velocity reached and maximal distance run,
compared to the Sham and HF+PBS groups, which are directly related to skeletal muscle
function. Unlike the expected result, there was no statistically significant difference in

exercise tolerance in HF+PBS and Sham animals.

Cytokines measurements in the skeletal muscle. Figure 3 shows the serial changes in
cytokines in skeletal muscle after 30 days of infarction induction. Following data assembling
on multi-cytokine diagrams, the frequency of High cytokine producers was calculated for
each experimental group. Generally, the comparative analysis of High cytokine producers,
taking as reference the curve shown by the Sham group, amongst the infarcted groups which
highlighted that myocardial infarction is characterized by a general increase in the frequency
of High cytokine producers of pro-inflammatory cytokines TNF-a, IL-6, IL-12, INF-y, IL-1p,

besides an increase in the frequency of High cytokine producers of anti-inflammatory
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cytokine IL-10. The G-CSF treatment (HF+G-CSF) leads an important decrease in 1L-4 High
cytokine producers frequency. The HF+G-CSF animals showed, figure 5, great 47.1%
decrease (p <0.05) in the IL-10/TNF-a ratio when compared to the Sham group, and
significant 60.3% decrease compared with HF+G-CSF+SC.

Cytokines measurements in the diaphragm muscle. Figure 4 shows the serial changes in
cytokines in diaphragm muscle after 30 days of infarction induction. The comparative
analysis of High cytokine producers, taking as reference the curve shown by the Sham group,
showed that the infarcted groups is characterized by a general decrease in the frequency of
High producers of pro-inflammatory cytokines I1L-6, 1L-12, IL-1B, INF-y, along with
decreased frequency of High producers of IL-10. The G-CSF treatment (HF+G-CSF) was not
efficient at increasing IL-10 and moreover showed increased even more important in TNF-a
cytokine. The association treatment (HF+G-CSF+SC) was able to reduce TNF-a and also
improve IL-12 and IL-10 frequency cytokines. The HF+G-CSF animals showed, figure 5,
great 45% decrease (p < 0.05) in the IL-10/TNF-a ratio when compared to the Sham group,
and significant 52.8% decrease compared with HF+G-CSF+SC. HF+PBS animals also
showed a decrease IL-10/TNF-a ratio compared with Sham animals (24.5%).

4. Discussion

Cytokines have been suggested to play an important role in the pathogenesis of

cardiovascular diseases '

Despite some studies demonstrate that the administration of G-CSF has the ability to
prevent left ventricular dysfunction and remodeling ***° harmful to the functioning of the
heart, controversial results are also reported. Data show that although occurring mobilization
capacity of stem cells (SC) to the periphery in the use of G-CSF, this effect does not result in
improvement of cardiac function %, prevention of hypertrophy or decreased infarct zone %22,
Thus, despite the evidence that supports the potential benefit of therapy with G-CSF alone or
associated with SC administration, a large of studies are needed to foster knowledge of the
use of cytokines in cardiac and skeletal muscle repair, including diaphragm, in ischemic heart
disease. To test this hypothesis, we primarily studied the effects of these therapies in the
cardiac tissue, examining the histopathology and cytokines present in the left ventricle of

mice underwent surgery for induction of experimental infarction model using the left
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coronary artery ligation (unpublished data). This study showed a decrease in serum TGF-§3
cytokine in mice that received G-CSF alone, in contrast we observed an increase when G-CSF
was associated with SC, remembering that TGF-f plays a crucial role in cardiac repair,
suppressing inflammation, resulting in angiogenesis and vascularization. We also observed an
increase in IFN-y cytokine in G-CSF group, which was associated with high-level cardiac

transcription of TNF-o**

. Histopathology analysis showed a significant increase of
calcification and less angiogenesis in the left ventricle in G-CSF mice. On the other hand, we
do not observe the presence of calcification and elevated angiogenesis when the G-CSF was

associated with the implantation of SC.

This led us to hypothesize that despite proven stem cell mobilization into the
periphery, the treatment with G-CSF alone implies an exacerbated systemic inflammatory
response, resulting in decrease in functional capacity and increased intolerance to exercise,
accompanied by important alterations in skeletal muscle, which may be modulated by
association of SC implantation into treatment. To test this hypothesis we evaluated
echocardiography measurements, exercise intolerance by functional analysis and muscle
cytokines level in diaphragm and hamstring muscles from HF animals treated with G-CSF

alone or associated with SC.

The echocardiographic data showed high perimeter of myocardial infarction in mice
30 days after coronary artery blockage. Also noted that the proposed treatments, G-CSF alone
and associated with SC were able to decrease the bedsore healing, this being most evident in
the group G-CSF. Heart failure in this model of coronary ligation has also been reported by

many others 27%

. However, echocardiographic data are insufficient for the clinical
characterization of HF, because this syndrome is defined by the presence of hemodynamic
abnormalities, fluid retention (congestion), and physical exercise intolerance . However, our
study do not showed data referring to the congestive picture, such as presence of pulmonary

edema and hepatic congestion.

Although treatment with G-CSF alone has been extremely effective in diminution of
bedsore healing after infarction, but the animals achieved worse performance in functional
capacity evaluation. In previous laboratory studies, we demonstrated a significant increase of
calcification and less angiogenesis in the left ventricle in G-CSF mice by histopathology
analysis (unpublished data). Furthermore, a good performance during physical exertion is not

associated only with an improved cardiac function, but with the combination of better cardiac
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performance with beneficial adaptations in non-cardiac target organs. This may include the
vasodilator response in the vascular endothelium, the cardiac output distribution, the

26,27

ventilatory response , and changes in skeletal muscles 2. Our study also showed that the

association of G-CSF and SC was able to maintaining a satisfactory test. This result suggest

29
|

an immunomodulatory potential of SC, as mentioned previously by Batten et al “°, which use

cell therapy in tissue engineering.

Despite the fact that an increase in inflammatory mediators in skeletal muscle is well

F %! and animals *, we decide to analyze the possible

characterized, both in patients with H
effects of proposed treatments, G-CSF and G-CSF associated with the implantation of SC in
the inflammatory response of skeletal muscle and we observed the maintenance of the
inflammatory response in infarcted animals, even after treatment, emphasis on cytokines

TNF-0, IL-1p, IFN-y.

Several reports have supported the idea that pro-inflammatory cytokines and anti-
inflammatory cytokines are out of balance, especially TNF-a which is over expressed and IL-
10, downregulated, in heart failure *, contributing to the pathogenesis and progression of HF,
and also directly correlate with the severity of the disease ****. The change in the balance
between anti/pro-inflammatory suggests the importance of the ratio rather than changes in
cytokines level alone'’. We demonstrated a decrease in ratio of 1L-10/TNF-a in the muscular
level in HF+G-CSF. This result could help to explain lowering data in the exercise tolerance
test. Interestingly, the opposite was observed in animals treated with G-CSF and implanted
with SC, suggesting an important role of CT in modulating the immune response, when
associated with G-CSF.

% and clearly caused

Serum level of IL-6 are elevated in heart failure syndrome
ventilatory and peripheral skeletal muscle atrophy . With regard to skeletal muscle, the
elevation of proinflammatory cytokines such as IL-6 is generally viewed in the context of
potentially deleterious impacts *’, mediating directly or indirectly catabolic effects on skeletal
muscle . For this reason, we evaluated this cytokine in skeletal muscle and we observed an
increase in their frequency in HF+PBS animals, as a signal that represents a potential efferent

arm of the ability of skeletal muscle to contribute to the stress response of the organism *°.

Interesting, we observed an important decrease in High producers of IL-4 cytokine in
HF+G-CSF group, which was recovery by association with SC. Recent reports indicate that
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IL-4 promotes myoblast recruitment, fusion and growth and that this cytokine acts as a pro-
migratory agent for myogenic cells *, leading to muscle growth **. In this sense, a lack of IL-
4 could cause a reduction in muscle size ***. For the first time, in our study, we showed that
infarcted mice treated with G-CSF exhibit a decrease in the content of the cytokine IL-4 in
skeletal muscle, but this finding is not supported by reduction in weight of muscle. In the
other hand, the association of SC in the treatment was able to improve in 100% the frequency
of IL-4 in HF+G-CSF+SC animals.

Skeletal muscle adaptation play an important role in the symptomology of chronic
heart failure **. However, is already known that respiratory and peripheral muscles are
differently affected by HF ®°. The majority of studies that have examined have focused on

* and changes in contractile properties *° in

myofibrillar protein content alterations
diaphragm muscle. Driven by this motivation, for the first time, we measured cytokines
presents in diaphragm muscle in HF and observed that infarcted group is characterized by a
general decrease in the frequency of High producers of pro-inflammatory cytokines IL-6, IL-

12, IL-1p, INF-y, along with decreased frequency of High producers of IL-10.

Furthermore, we observed an important increase in frequency of High producers of
TNF-o in HF+G-CSF associated with decreasing of IL-10, with significantly altered IL-
10/TNF-a rate. These findings explain the poor performance achieved by HF+G-CSF animals
in functional measurements. We also showed an increase in IL-10/TNF-a rate by SC

association, demonstrating the positive effect of this treatment.

CONCLUSION

According to the results observed in this study, we conclude that using G-CSF alone
appears to be responsible for amplifying the inflammatory process in infarcted animals
leading to reduced functional capacity of skeletal muscle, which reflects in lower performance
in exercise stress testing. In contrast, the use of G-CSF in association with hematopoietic SC
appears to have a beneficial effect in modulating the inflammatory response and result in

lower deleterious effect on the heart failure syndrome.
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Legends for figures

Table 1: Animals characteristics. Values are means + SE. Abreviations: IBW = initial body
weight, FBW = final body weight. * p different from HF+PBS group.

Figure 1: Main changes resulting from the central and peripheral pathophysiology of Heart
Failure Syndrome.

Figure 2: Experimental flow chart. Seven days after myocardial infarction (MI) or sham
surgery, stem cells (SC) or phosphate buffer solution (PBS) were administrated. The HF+G-
CSF and HF+G-CSF receives granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF) during five days
after. At the end of experiment, was performed functional evaluation and echocardiographic

measurements in all groups.

Figure 3: Final velocity reached obtained in progressive test to exhaustion performed after 4
weeks in mice underwent surgery to control and operation of myocardial infarction by ligation
of the left coronary artery (Ml + PBS). Analysis performed by Student's t test. Data are
means = SE. * p = 0.006 different from Sham and HF+PBS groups.

Figure 4: Maximal distance run obtained in progressive test to exhaustion performed after 4
weeks in mice underwent surgery to control and operation of myocardial infarction by ligation
of the left coronary artery (MI + PBS). Analysis performed by Student's t test. Data are means
+ SE. *p =0.007 different from Sham and HF+PBS groups.

Figure 5: Muscle skeletal muscle cytokine frequency of High cytokine producers in Control,
HF+PBS, HF+G-CSF and HF+G-CSF+SC groups. Low cytokine-producers ( [1< global
median) and High cytokine producers (Il > global median) were tagged for further frequency
analysis. Multi-cytokine diagrams were used to quantify the frequency of High cytokine
producers for each cytokine in all studied groups. “Cytokine signatures” of heart failure
disease induced from coronary artery obstruction was compared with the signature curve
model assembled from control group. (*) relevant frequency of High cytokine producers

considered for values above the 50th percentile.

Figure 6: Diaphragm cytokine frequency of High cytokine producers in Control, HF+PBS,
HF+G-CSF and HF+G-CSF+SC groups. Low cytokine-producers ( [_1< global median) and
High cytokine producers ( lll> global median) were tagged for further frequency analysis.
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Multi-cytokine diagrams were used to quantify the frequency of High cytokine producers for
each cytokine in all studied groups. “Cytokine signatures” of heart failure disease induced
from coronary artery obstruction was compared with the signature curve model assembled
from control group. (*) relevant frequency of High cytokine producers considered for values

above the 50th percentile.
Figure 7: Ratio of IL-10 to TNF-a at 4 weeks after myocardial infarction by ELISA in skeletal

muscle (A) and diaphragm muscle (B). Values are expressed by MFI + SE. Significantly
different from HF+G-CSF group.
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Table 1 Animals characteristics

Sham HF+PBS  HF+G-CSF HF+G-
(n=10) (n=11) (n=9) CSF+SC p
(n=10)
IBW (g) 21.4+£2.3 208+13 205+27 22214 0.3
FBW (Q) 239+1.9 239+13 221+21 24+1.2 0.07
Infarct size (%) - 279+24 16.1+13* 19.06+6.4* 0.0004
Heart weight (g/g) 227+0.2 271+051 252+064 2.36+0.52 0.2
Lung weight (g/g) 15+024 179+1.01 148+037 1311021 0.2
Liver weight (g/g) 239+35 2294+42 2493+79 2034x47 0.3
Hamstring weight (g/g) 293+£0.5 306+0.1 272+0.69 2.83+0.86 0.5
Diaphragm weight (g/g) 1.85+0.42 181+053 185+045 1.89+0.31 0.9
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Figure 5
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Figura 7
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