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Resumo

As doencgas coronarianas, entre elas o infarto agudo do miocardio,
possuem alta incidéncia, morbidade e mortalidade e sdo um sério problema de
saude publica. A hipertenséao arterial € considerada uma das principais causas de
doenca isquémica do coracdo. A isquemia que provoca o infarto leva ao adverso
remodelamento do musculo cardiaco e a depressao da funcdo cardiaca. As
células que sobrevivem a isquemia primaria respondem com hipertrofia ao invés
de proliferacédo, devido a capacidade mitética limitada do cardiomiécito adulto. A
terapia celular surge como uma alternativa de regeneragcdo para o tecido
cardiaco.

Este trabalho teve como objetivo analisar os tipos de células e vias de
administragdo mais apropriadas para regeneragao cardiaca em modelos animais.
Em dois de nossos estudos, utilizamos fémeas de uma linhagem de ratos
espontaneamente hipertensos (SHR, spontaneously hypertensive rats), nos quais
ja existe um comprometimento organico prévio ao infarto. Os animais foram
submetidos a oclusdo da artéria coronaria descendente para indugao do infarto. O
efeito de células totais da medula 6ssea foi comparado com o de sua sub-
populacdo de células-tronco mesenquimais, em duas vias de administracao
(sistémica e intramiocardica). As células foram coletadas de machos singenéicos.
No terceiro estudo, usamos uma linhagem de camundongos geneticamente
modificada para indugdo de insuficiéncia cardiaca (linhagem nocaute para
receptores adrenérgicos a2a e a2c), a fim de verificar a acdo das células-tronco

mesenquimais ao longo do tempo (12 meses).
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No primeiro estudo comparamos os dois tipos celulares pela via
endovenosa e verificamos que células totais da medula produziram uma
significativa melhora na regeneracdo da fungcao cardiaca. Esta mesma acgao foi
mostrada pela célula-tronco mesenquimal quando administrada de forma
intracardiaca. Como em nossos experimentos nao foram observadas células
masculinas no coracdo das fémeas receptoras dos transplantes, mesmo com a
realizacdo de PCR e nested PCR, a secreg¢ao de fatores paracrinos parece ter
sido 0 mecanismo responsavel pela melhora funcional e tecidual produzida pelas
células. No terceiro estudo houve uma melhora significativa na fungcéo cardiaca e
na mortalidade dos camundongos tratados vs seus controles.

Como conclusdo destes estudos, acreditamos que os experimentos aqui
desenvolvidos, representando modelos animais mais fiéis a doenca cardiaca
humana, permitiram a comparagao de diferentes preparacdes de células e vias de
administracdo e podem assim contribuir de maneira bastante importante para a

padronizagao de protocolos pré-clinicos para regeneragao cardiaca.
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Abstract

Coronary diseases, including acute myocardial infarction, have high
frequency, morbidity and mortality, representing a major health problem. Arterial
hypertension is one of the main causes of myocardial infarction. The ischemia
which is responsible for the infarction results in remodeling of the cardiac muscle
and depression of heart function. The cells surviving to the primary ischemic
process have limited mitotic capacity and mostly undergo hypertrophy. Cell
therapy represents an interesting alternative for the regeneration of the cardiac
muscle.

This work aimed to analyze different types of cell preparations and routes of
administration, to determine more efficient models of heart regeneration in animal
models. In two of the studies, SHR (spontaneously hypertensive rat) were used.
The animals, that present a previous organic deficiency, were submitted to
occlusion of the descending coronary artery to induce a myocardial infarction. The
effect of total bone marrow cells was compared to that of mesenchymal stem cells,
after systemic or intramyocardial delivery. The cells were obtained from syngeneic
males. In the third study, a murine strain genetically modified for the induction of
heart failure (knockout for a2a and a2c adrenergic receptors) was used, to
evaluate the long-term therapeutic potential of mesenchymal stem cells.

In the first study, the two cell populations were systemically administered,
and the results showed that total bone marrow cells result in improved recovery of
cardiac function as compared to mesenchymal stem cells. On the other hand, this
cell type was superior in recovering cardiac function after intramyocardial delivery.

Since transplanted male cells were not detected in the heart of recipient females

12



by PCR or nested PCR, the mechanism of repair more probably involve the
secretion of paracrine factors. In the third study, we observed a significant
improvement of cardiac function in the mice transplanted with mesenchymal stem
cells, as compared to control animals.

In conclusion, we believe that the experiments performed in this work,
representing models more faithful to heart failure in humans, allowed the adequate
comparison of different types of cells and routes of administration, and may thus
give important contribution to the standardization of pre-clinical protocols of heart

regeneration.

13



Introducéo

1 Doenca arterial coronariana

Entre os diversos tipos de doencas cardiovasculares (DCV), as doencas
coronarianas possuem a mais alta incidéncia e sdo provocadas por alteragoes
nos vasos que irrigam o musculo cardiaco e que provocam o infarto do miocardio.
Estas alteragcdes sédo responsaveis por 7,2 milhbes de mortes por ano (Atlas de
Doencas Cardiacas e Derrames, WHO 2002) e, segundo estimativas, este
problema deve crescer nos proximos anos devido ao envelhecimento da
populacdo e aumento das taxas de sobrevivéncia pos-infarto (Hunt et al., 2001; Il
Diretrizes para o Diagnéstico e Tratamento da Insuficiéncia Cardiaca).

O Brasil € 9° colocado entre os paises cuja populagdo morre mais, em
numeros absolutos, devido a doengas cardiacas (Atlas de Doengas Cardiacas e
Derrames, WHO 2002). O potencial problema de saude publica € que a faixa
etaria mais atingida por doengas cardiovasculares (35-55 anos) é também a faixa
etaria economicamente mais produtiva (Portal da Saude 2004). O indice de
mortalidade por infarto agudo do miocardio figura em segundo lugar (48,46%)
entre as dez maiores causas de morte no Brasil, sendo o Rio Grande do Sul o
Estado com a maior taxa de doenca arterial coronariana (71, 74%) (Portal da
Saude 2004).

A doencga arterial coronariana tem como principais fatores de risco a
hipertensdo arterial sistémica, colesterol elevado, fumo, inatividade fisica,
diabetes, idade avancada e predisposicao hereditaria. Entre estes, a relagao entre

a hipertensdo arterial e o risco cardiovascular & continuo, consistente e
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independente de qualquer outro fator de risco. Dados de um estudo observacional
em mais de um milhdo de pessoas mostrou que a taxa de mortalidade por
doencgas cardiacas isquémicas e por acidente vascular encefalico cresce de forma
progressiva e linear a medida que a pressao arterial aumenta (Chobanian et al.,

2003).

1.1 Hipertensao arterial sistémica

A pressao arterial € determinada pelo débito cardiaco e pela resisténcia
vascular periférica. Uma série de reflexos fisiolégicos, que respondem tanto a
mudangas crénicas quanto agudas da pressdo sanguinea, a mantém dentro de
limites estreitos. Os dois sistemas regulatérios mais importantes séo o do sistema
nervoso simpatico e o sistema renina-angiotensina-aldosterona (Irigoyen et al.,
2003). A pressao arterial, assim, depende de fatores fisicos como o volume
sanguineo e a capacitancia da circulagdo, sendo resultante da combinagéo
instantanea entre o volume minuto cardiaco (ou débito cardiaco = frequéncia
cardiaca x volume sistdlico), e a resisténcia vascular periférica.

A hipertensdo arterial € uma doenca poligénica que resulta de
anormalidades dos mecanismos de controle da pressao arterial (Irigoyen et al.,
2003). Em suas fases iniciais, o débito cardiaco elevado pode ser o principal
determinante da elevagao da pressao arterial. No entanto, na hipertensao ja
estabelecida é o aumento da resisténcia periférica 0 mecanismo preponderante.

O diagnéstico de hipertensao arterial foi predominantemente forjado em
estudos de coorte, a partir da observacao de que individuos com valores elevados
de pressado arterial estavam sob risco aumentado de apresentar eventos

decorrentes de doencga isquémica do coragao, cérebro e circulagdo periférica.
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Retrospectivamente, por se observar que muitos pacientes com doenga renal
terminal também tinham pressao arterial elevada, se atribuiu também essa

condigao a valores elevados de pressao arterial (Gus e Fuchs, 2006).

1.2 Infarto agudo do miocardio

A falta de irrigagao sanguinea no musculo cardiaco provoca sua necrose, 0
infarto agudo do miocardio (IAM). Com isso ocorre uma lesédo tecidual, com
necrose das miofibrilas e simultdnea desintegracdo do colageno interfibrilar. A
perda de colageno, que é um tecido de sustentagcdo, torna esta regiao mais
suscetivel a deformacdes. Assim, pode ocorrer deslizamento de areas musculares
necréticas, com realinhamento dos miécitos na parede infartada. Ha uma
dilatagdo ventricular aguda ou expansdo da area de infarto, caracterizada por
adelgacamento e distensao da parede infartada. Esta expanséo provoca aumento
da tensdo (estresse) da parede ventricular. Dependendo da extensdo do 1AM,
pode ocorrer queda da fragado de ejecao e do volume sistdlico. No entanto, com a
dilatacdo, o coracdo recebe maior volume e assim, apesar da queda funcional,
pode manter o volume sistélico, pelo menos por algum tempo. Além disso, a
dilatagdo ventricular aguda, resultante da expansao, aumenta a tensao diastdlica
(pré-carga) e, desse modo, pode restaurar a fungdo cardiaca, sem aumento da
pressao de enchimento ventricular (Anderson, 2004).

A lesao tecidual do IAM provoca a perda de cardiomidcitos funcionais
seguida de uma fibrose que se estabelece de forma irreversivel e progressiva. A
soma destes dois fatores leva cronicamente, além do prejuizo sintomatico, a
alteragdes na geometria ventricular ou remodelamento, definido como uma série

de variagdes moleculares, celulares e intersticiais cardiacas, que vao se
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manifestar clinicamente por alteragées no tamanho, na massa, na geometria e na
funcdo do coragdo, com perda progressiva da fungdo ventricular e
desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca.

A patofisiologia do remodelamento apds infarto do miocardio pode ser
dividida em quatro fases:

¢ morte dos cardiomidcitos por apoptose e necrose;

e inflamacao caracterizada pelo influxo de células inflamatérias
(primariamente macrofagos, neutrofilos) e degradagdo da matriz
extra-celular;

e formacdo de um tecido de granulacdo compreendido por
neovasculaturas, macréfagos e miofibroblastos;

o formacéo da cicatriz.

Na fase inflamatoria e na fase de formagéo do granuloma, ha um marcante
aumento na produgdo de citocinas e fatores de crescimento (Vandervelde et al.,
2005).

Existem pelo menos duas Ilimitagbes claras nos tratamentos
farmacologicos, percutaneos e cirurgicos atuais da miocardiopatia isquémica.
Primeiro, eles sdo incapazes de impedir a perda de cardiomidcitos e a fibrose que
se estabelece (Menasché, 2003). Segundo, quando a doenga isquémica é muita
avancada e difusa, os métodos atualmente disponiveis ndo sao efetivos; esta
condigdo afeta até 12% dos pacientes com cardiopatia isquémica (Mukherjee et
al. 2002). Ainda deve ser considerado que parte dos pacientes ndo sao passiveis
de revascularizagao total, seja por cateter ou cirurgia. Para estes casos, a unica
alternativa passa a ser o transplante cardiaco que possui, além dos elevados
riscos de complicagbes pos-cirurgicas e do custo elevado, a dependéncia de
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encontrar um doador compativel em um universo bastante restrito (Allan et al.,
2007). A terapia ideal, portanto, devera minimizar a perda de cardiomidcitos,
promover o retorno da fungdo de miocardio hibernante para um nivel normal,
estimular a revascularizagao de zonas isquémicas pela angiogénese e criar novos
cardiomidécitos, para repor aqueles perdidos apo6s a lesao inicial (Menasché,
2003).

Tradicionalmente o coragdo vinha sendo considerado um 6rgao pés-
mitético, sem capacidade de regeneragao frente a um episédio de lesdo. Isso
explicaria, ao menos parcialmente do ponto de vista fisiopatolégico, a grande
prevaléncia de insuficiéncia cardiaca, ja que o coragado nao seria capaz de reparar
ou regenerar cardiomiocitos em processo de morte celular. Apesar de estudos
recentes sugerirem a revisdo deste conceito (Anversa et al.,, 2007), existem

pesquisadores que continuam acreditando neste dogma (Rubart e Field, 2006).

2 Regeneracdo tecidual

Segundo Menasché (2003), a regeneracdo do miocardio consiste em
repovoar o musculo cardiaco danificado com novas células contrateis para
restaurar a fungdo nas areas necréticas, melhorando assim a fungao global do
coracao. Estas células viriam da reserva de células da area peri-infartada. Até
recentemente, acreditava-se que os cardiomioécitos de mamiferos adultos eram
células totalmente diferenciadas e, portanto, ndo seriam passiveis de diviséo.
Recentemente este dogma foi revisto apos estudos de patologia efetuados em

pacientes que sofriam de miocardiopatias isquémica e dilatada, onde pode ser
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observado que algumas células entram novamente no ciclo mitético (Beltrami e al.
2001). No entanto, a magnitude deste mecanismo de reparo préprio € muito
pequena para compensar a perda expressiva de cardiomiocitos da area infartada.
Torna-se, entdo, necessario repovoar a area de injuria com células exoégenas.
Idealmente, as células exdgenas deverao satisfazer os seguintes critérios:
o facilidade de coleta e expansao;
e capacidade de formar enxertos intramiocardicos estaveis;
e habilidade eletromecénica de se unir aos cardiomiocitos do
hospedeiro e assim poder contrair-se em sincronia com 0s mesmos;
e né&o associagdo com efeitos arritmicos e oncogénicos (Menasché,
2003).

E importante salientar que esta célula “ideal” ainda ndo esta disponivel
para uso clinico. Durante o reparo cardiaco, apos o IAM, diferentes tipos celulares
(macrofagos/mondcitos, neutrofilos, fibroblastos e células endoteliais) séo
recrutados para o local da injuria por vias especificas envolvendo citocinas,
alteracbes de matriz extracelular e moléculas de adesao. O melhor conhecimento
de todos estes elementos e suas complexas interagdes possibilitou o surgimento
dessa nova estratégia terapéutica que é a terapia celular visando combater ou

reverter a perda celular e o declinio funcional que o acompanha.

3 Terapia celular e células-tronco

O termo terapia celular refere-se a um conjunto, de limites pouco precisos,

de meétodos e abordagens tecnoldgicas fundamentadas no conhecimento de
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varias ciéncias, que visam a utilizagao de células para o tratamento de doengas.
Um dos principais topicos de atengdo atual da terapia celular € a medicina
regenerativa, que visa a substituicdo de células, tecidos ou 6rgaos lesados ou
destruidos, através do emprego de células-tronco embrionarias ou células-tronco
de adulto.

A medicina cardiovascular € uma das areas onde a terapia celular tem
grande probabilidade de implementagdo em curto prazo, conceito este reforgado
por resultados promissores alcancados tanto experimentalmente quanto em
ensaios clinicos. A aplicabilidade da terapia celular em cardiologia pode ser
entendida ao serem considerados varios fatores (Gowdar et al., 2006):

e A recuperagao funcional a ser alcangada depende essencialmente
do retorno da capacidade contratil do miocardio (fungdo mecanica),
consoante com dois elementos: contratilidade (sincronizada ao
tecido nativo) e vascularizag&o (atenuacgao da isquemia tecidual).

e Ha conhecimento basico sobre remodelamento tecidual e
angiogénese em extensdo tal que a exploracéo terapéutica tornou-
se factivel em modelos animais de doencga cardiovascular.

¢ Os modelos animais de doenca isquémica do coragao exibem, com
alguma fidelidade, as condi¢bes de isquemia/fibrose encontradas na
doenca humana e podem ser reproduzidos facilmente, permitindo
que a terapia celular possa ser testada em varios cenarios.

e Ha possibilidade de implante das células terapéuticas no coragao

por via percutanea ou cirurgica.
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e Meétodos de imagem n&o invasivos permitem o monitoramento de
pacientes apds a terapia celular e a identificagao precisa de efeitos
benéficos e complicagdes.

e A elevada prevaléncia de pacientes portadores de DCV em
seguimento em centros de referéncia em cardiologia espalhados
pelo mundo permite que procedimentos de alta complexidade
possam ser oferecidos em ensaios clinicos com numero de
pacientes suficientemente grande, implicando poder estatistico
adequado.

As células atualmente consideradas mais promissoras para aplicagdo em
terapia celular sdo as células-tronco. Estas células sdo definidas como aquelas
capazes tanto de auto-renovagdo como de originar um ou mais tipos de células
diferenciadas (Prockop, 1997; Morrison et al. 1997). Watt e Hogan (2000)
demonstraram que as células-tronco apresentam divisdo assimétrica, de modo
que apos a mitose uma célula se mantém como tronco enquanto a outro inicia o
processo de diferenciagdo. Chambers et al. (2003), estudando a programacgao
genética que mantém as células-tronco como tais e as vias que induzem o
processo de diferenciagdo, descreveram a expressao de genes envolvidos com a
regulagdo da transcrigdo, como Nanog, Oct4 e Stat3, que tém sido associados
com a manutengao do estagio mais primitivo destas células.

Estas células podem ser isoladas e expandidas em cultivo in vitro, sendo
mantidas como células-tronco ao longo de muitas geragdes e mantendo também
a capacidade de se diferenciar quando submetidas aos estimulos apropriados,
que envolvem seu cultivo em presenca de fatores de crescimento e diferenciacéo

especificos, avaliando-se a eficiéncia do processo através de critérios
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morfoldgicos, imunofenotipicos e funcionais. Estudos mais recentes demonstram
que células-tronco podem gerar células de diferenciacdo terminal além de seu
limite tecidual, por processos de transdiferenciagcao ou fusao (revisado por Raff
2003). O grande progresso observado mais recentemente no isolamento e
caracterizagao de diferentes tipos de células-tronco de adulto tem permitido sua
aplicagao em protocolos pré-clinicos e clinicos de terapia para uma variedade de
doencgas (Korbling e Estrov, 2003).

As células-tronco podem ser classificadas como embrionaria ou de adulto,
sendo que entre estas ultimas, varios tipos tém sido investigados quanto a sua
habilidade de promover reparo cardiaco em modelos animais e no homem

(Tabela 1).

Tabela 1 Origem de alguns tipos de células-tronco investigadas para a terapia de

doencgas cardiacas (modificado de van Laake et al., 2006).

Tipo Celular Origem
Célula derivada da medula 6ssea Medula éssea
Mioblasto esquelético Musculo esquelético adulto
Célula progenitora de cardiomiécito Coracgao adulto ou fetal
Célula-tronco cardiaca Medula éssea/ sangue periférico

Célula progenitora endotelial /célula precursora Medula 6ssea/ sangue periférico

Célula-tronco embrionaria Embrido na fase blastocisto
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3.1 Célula-tronco embrionaria

Originada da massa celular de embrides no estagio de blastocisto, essa
célula é caracterizada pelo potencial de diferenciacdo em todos os tipos celulares,
inclusive cardiomiocitos. As perspectivas do uso destas células em protocolos
clinicos esbarram em sérios problemas éticos relacionados a destruicdo do
embrido para sua obtencgdo, ao fato de serem células alogenéicas e necessitarem
supressao imunoldgica, a questdes de seguranga relacionadas a possibilidade de
que formem tumores in vivo e a ocorréncia de instabilidade cromossdémica
vinculada ao seu cultivo. Os primeiros experimentos de terapia celular cardiaca
foram realizados com cardiomiécitos de origem fetal e neonatal e tiveram
resultados animadores. Estas células mostraram capacidade de formar enxertos
estaveis no miocardio infartado, expressar proteinas de juncado (permitindo a
unido com os cardiomiocitos hospedeiros), sobreviver por longos periodos de
tempo e melhorar a fungéo do ventriculo esquerdo (Leor et al. 1996). Recentes
avangcos na compreensao da biologia das células-tronco de adulto e sua
plasticidade transformaram esta célula em uma fonte promissora e nao polémica

de tecidos autdlogos para transplantes.

3.2 Célula-tronco do adulto

As células-tronco do adulto tém sido isoladas de uma ampla variedade de
tecidos, e seu potencial de diferenciacdo ou plasticidade reflete o microambiente
em que se encontram. Estas células ndo apresentam caracteristicas tecido-
especificas, mas sob influéncia de um conjunto de sinais podem diferenciar-se em
células especializadas. E possivel que as células-tronco 6érgao-especificas

constituam-se em reservatorios de células para o reparo de tecidos lesados,
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prontas a mobilizarem-se e diferenciarem-se em resposta a sinais de lesdo ou
condigdes patologicas (Nardi, 2005).

Apesar de alguma controvérsia ainda existente com relagdo a plasticidade
exibida por diferentes tipos de células-tronco do adulto, e principalmente quanto
aos mecanismos responsaveis pelo fendbmeno conforme observado in vitro,
considera-se que sua capacidade de diferenciacdo permite seu pleno
aproveitamento nos processos de terapia celular. A Figura 1 ilustra a plasticidade
das células-tronco hematopoiéticas, que durante o cultivo in vitro podem originar
uma grande variedade de tipos celulares além das linhagens hematopoiéticas.
Estudos mais aprofundados s&o necessarios para determinar se esta plasticidade
reflete uma situacdo real ou se, ao menos parcialmente, € devida a artefatos

metodoldgicos (Raff, 2003).
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Figura 1 Plasticidade da célula-tronco hematopoiética.

Os estudos experimentais, pré-clinicos e clinicos de terapia celular para
doencgas cardiacas tém empregado mais frequentemente duas populagdes:
células totais ou a fracdo mononuclear da medula 6ssea; e células-tronco

mesenquimais.
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3.2.1 Células-tronco derivadas da medula 6ssea (BMC, bone marrow cells)

Diferentes tipos de células-tronco podem ser isolados da medula 6ssea,
incluindo a célula-tronco hematopoiética, a célula-tronco ou precursora endodelial
e a célula-tronco mesenquimal. O uso da medula nao fracionada, que contém
além de uma populacédo de células nao diferenciadas, todos os tipos de células-
tronco referidas acima, também € uma escolha bastante usada em experimentos
(Wollert e Drexler, 2006). Estudos comparando a capacidade regenerativa de
cada tipo de célula sdo escassos.

Foi em grande parte a partir dos estudos pioneiros de Orlic et al. (2001)
que o conceito de se utilizar células-tronco para regeneragdo miocardica teve
impulso. Nestes estudos, os investigadores avaliaram a distribuicdo e o fenétipo
de células mononucleares derivadas da medula éssea de camundongos machos
expressando a proteina verde fluorescente (green fluorescent protein, GFP) apds
a injecdo em coragdes de camundongas fémeas que haviam sido submetidas a
um infarto agudo de miocardio. Nove dias apoés o infarto, aproximadamente 50%
dos cardiomiécitos, células endoteliais e de musculo liso desenvolvidos dentro da
area de infarto derivavam do doador, conforme evidenciado pela expressao de
GFP e pela deteccao de cromossomo Y localizado nas mesmas células com
marcadores de cardiomidcitos.

No entanto, dois grupos de pesquisadores, Balsam et al. (2004) e Murry et
al. (2004), trabalhando em um modelo semelhante ao de Orlic et al. (2001)
relataram resultados diferentes. Estes autores, utilizando genes repérteres como
marcadores para avaliar a transdiferenciacdo celular, ndo observaram células-

tronco hematopoiéticas capazes de assumir a forma de cardiomidcitos in vivo.
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Estas observagdes sugerem que talvez outros tipos de células-tronco, também
presentes na medula éssea, sejam responsaveis pelos resultados observados.

Ja em 2001, alguns trabalhos mostravam resultados clinicos promissores,
como os de Strauer et al. (2001). Neste estudo, os pesquisadores investigaram os
efeitos do transplante autdlogo de células da medula éssea sobre o infarto agudo
do miocardio em dez pacientes que, apds terapia convencional, receberam
transplante de células mononucleares (MN) da medula 6éssea por via
intracoronariana através de angioplastia coronariana percutdanea. O grupo
controle era composto por outros dez pacientes que receberam apenas a terapia
convencional. A analise feita por ventriculografia apés 3 meses mostrou que a
regido de infarto havia diminuido significativamente no grupo que recebeu células
MN e também foi significativamente menor quando comparada com o grupo
controle. O grupo tratado com células MN demonstrou melhora significativa da
funcdo e perfusdo cardiaca sob diversos parametros, quando submetido a
exames cardiacos posteriores (ecocardiograma de stress com dobutamina,
ventriculografia com radionucleotideos).

Esta experiéncia foi seguida por Britten et al. (2003) no estudo TOPCARE-
AMI, onde vinte e oito pacientes com IAM receberam células MN da medula
O0ssea ou células progenitoras circulantes na artéria infartada apdés o IAM.
Ressonancia magnética com contraste foi realizada inicialmente e 4 meses apés.
Foi verificada uma diminuigdo significativa da area de infarto e os autores
concluiram que a infusdo intracoronariana de células progenitoras afeta
beneficamente o remodelamento ventricular pds-infarto.

Ja Perin et al. (2003), verificando os efeitos da inje¢cao transendocardica de

células MN em pacientes com doenca cardiaca isquémica terminal, concluiram
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que o transplante autélogo de células mononucleares é seguro e tem potencial
para melhorar a perfusao miocardica, com melhora funcional e regional na fungao
ventricular e do desempenho cardiaco. Participaram deste estudo vinte e um
pacientes, sendo que quatorze foram tratados e os outros sete constituiram um
grupo controle. No grupo tratado, foram injetadas as células divididas em 15
pontos selecionados do miocardio com o sistema NOGA, que permite mapear
areas viaveis do miocardio. O grupo controle foi apenas acompanhado de forma
nao invasiva. Apos quatro meses de tratamento, foi demonstrada uma reducao
significativa no defeito reversivel e melhora na fungdo ventricular esquerda no
grupo tratado em relagdo ao controle, vista por tomogafia emissora de pdsitrons
(SPECT) e ecocardiografia. Parametros clinicos também demonstraram melhora
significativa.

Em um trabalho experimental, Zhang et al. (2004) provocaram IAM em
ratos e sete dias apods transplantaram células MN. Verificaram que associado ao
transplante, ocorria um aumento da expressao de citocinas angiogénicas como o
fator de crescimento vascular endotelial (vascular endothelial growth factor,
VEGF) e citoprotetoras como HSP (proteinas de choque térmico, heat shock
protein), em relagdo a um grupo controle, explicando a melhora funcional
observada.

Kucia et al. (2004) sugeriram que a medula éssea pdés-natal contém um
pool mével de células que expressa uma linhagem de marcadores cardiacos
iniciais (Nkx2.5/Csx, GATA-4 e MEF2C). Células mononucleares foram isoladas
de camundongos BALB/c (de quatro a seis semanas de idade) e de quatro
cadaveres (52 a 65 anos) e analisadas por citometria de fluxo (FACS, flow-

activated cell cytometry), provas hematolégicas, real-time e imunohistoquimica.
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Os trabalhos in vivo foram realizados em dois grupos de 24 camundongos. No
grupo experimental foi realizada a ligadura da coronaria descendente por 30
minutos, seguida de reperfusdo. O grupo controle permaneceu com a cavidade
aberta por 1 hora. Os animais foram eutanasiados 6, 24, 48 e 96 horas apés a
reperfusdo e deles foram colhidas amostras de sangue e do miocardio, tanto da
parte isquémica quanto da nao isquémica. Segundo os pesquisadores, este pool
de células esta presente em quantidade significativa na medula de animais mais
jovens, mas ocorre um decréscimo com a idade; em adicdo a este fato, a
capacidade de resposta destas células a gradientes de fatores como SDF-1, HGF
e LIF muda com a idade. As analises realizadas por FACS, combinadas com a
andlise de marcadores cardiacos iniciais ao nivel de mRNA e proteinas,
revelaram que células que expressam estes marcadores residem na fracdo
mononuclear ndo-aderente, n&o-hematopoiética, CXCR4"/Sca-1*/lin/CD45  de
camundongos, e na fragdo CXCR4'/CD34" AC133"/CDB45 de humanos. Apds o
infarto, estas células sdao mobilizadas no sangue periférico e fazem uma
quimiotaxia para miocardio infartado. Segundo os autores, esta foi a primeira vez
que ficou demonstrado que a medula 6ssea abriga uma populagdo né&o
hematopoiética de células que expressam marcadores para diferenciagcao
cardiaca.

A capacidade da célula-tronco hematopoiética de induzir ou contribuir para
o reparo do musculo cardiaco apds o infarto foi também analisada por Deten et al.
(2005). Os autores analisaram o efeito da mobilizagao periférica de BMC através
da utilizacdo de dois fatores de mobilizagao celular, o stem cell factor (SCF) e o
granulolocyte-colony stimulating factor (G-CSF) ou da injegcdo endovenosa de

BMC, na modificagdo dos parametros morfolégicos e hemodinadmicos no coragao
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de camundongos que haviam sido previamente infartados. Os resultados
mostraram que nem a mobilizagado, nem a injecdo endovenosa das BMC tiveram

qualquer efeito mensuravel na regeneragao cardiaca.

3.2.2 A célula-tronco mesenquimal (MSC, mesenchymal stem cell)

A medula 6ssea de mamiferos contém uma outra populacdo de células-
tronco de tecido ndo hematopoiético, denominada célula-tronco mesenquimal
(MSC). Esta célula é facil de isolar, cultivar e manipular em culturas ex vivo.
Apresenta uma enorme plasticidade e grande potencial terapéutico (Beyer Nardi e
da Silva Meirelles, 2006). As células-tronco mesenquimais estdo presentes na
medula 6ssea em uma fracdo muito pequena, mas que pode ser facilmente
expandida por métodos de cultura in vitro (Meirelles e Nardi, 2003). Além da
medula, esta célula esta presente em diversos outros tecidos (da Silva Meirelles
et al.,, 2006). Varios pesquisadores demonstraram que estas células tém a
capacidade de assumir o fendtipo de cardiomidcitos (Shake et al., 2002; Tomita et
al., 2002), ainda que pequena quantidade de células (ao redor de 0,5%) seja
mantida no local injetado (Anversa et al., 2004).

As MSCs tém a capacidade de produzir citocinas e fatores de crescimento
que regulam a hematopoiese (Haynesworth et al. 1996). Seu transplante em ratos
IAM, uma semana apos o infarto, leva por exemplo a um aumento da expressao
de VEGF, que persiste apdés 2 meses (Tang et al., 2004).

Kinnaird et al. (2004) caracterizaram o espectro dos genes de citocinas
expressos por células-tronco mesenquimais apos hipodxia, utilizando microarray
para 12.000 genes de camundongos. Entre os genes que tiveram sua expressao

aumentada pela hipdxia estavam o fator de crescimento fibroblastico (fibroblastic
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growth factor, FGF), o VEGF e interleucinas (1 e 6). Estes achados sugerem que,
quando transplantadas para regides de injuria miocardica, as ceélulas-tronco
mesenquimais tém um papel semelhante ao que exercem na medula Ossea,
criando um microambiente (sob a forma de interagdes intercelulares e secregao
de citocinas) que influencia o comportamento de células residentes. Com o
conhecimento crescente do papel destas e outras citocinas no surgimento e
manutencio da insuficiéncia cardiaca, o transplante de células-tronco podera ter
um papel adicional no manejo das doengas cardiacas.

Uma limitacao inerente do transplante de MSCs no miocardio infartado é a
baixa viabilidade das células transplantadas (Song et al., 2007). A adesédo da
célula no local é o pré-requisito e fator chave para sua diferenciacdo. Noiseux et
al., 2006 transduziram MSCs de camundongos com o gene Aktl (antiapoptético)
para verificar o papel da fusdo celular no reparo cardiaco. Camundongos machos
e fémeas da linhagem R26R foram infartados por oclusdo da artéria coronaria
descendente anterior, e 1 hora apés o infarto foram injetadas 5x10° MSCs
expressando Cre (MSC-Cre/GFP ou MSC-Akt/Cre/GFP) em um volume de 10 pl,
em dois sitios na borda da area infartada. Nos dias 3, 7, 14 e 28, os animais
foram analisados por ecocardiografia, e aos 30 dias foram eutanasiados. Foi
observado que o infarto provoca uma importante necrose e uma rapida resposta
inflamatéria. Aos 14 e 28 dias, as células necroticas e inflamatérias s&o
substituidas por fibrose e colageno, observando-se que a MSC-Akt favorece o
processo de cicatrizagdo, diminui a necrose (mais midcitos viaveis), a infiltragao
inflamatdria e a deposigao de colageno. A MSC-Akt/Cre/GFP foi detectada de
forma abundante e significativamente maior que MSC-Cre/GFP nos dias 3 e 7,

diminuindo bastante no dia 14. No dia 28, em ambos os grupos, havia uma
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quantidade minima de células. Eventos de fusdo celular e diferenciagdo em
cardiomiécitos ndo foram notados com freqiéncia em nem um dos dias
observados e também nao foram influenciados pela super expressdo de Akt. No
entanto, houve uma significativa redugcdo no tamanho da area infartada e no
restauro da fung¢ao cardiaca no grupo MSC-Akt. MSCs foram encontradas dentro
do tecido isquémico, sugerindo a sua migragao para a area infartada. Os autores
concluiram que, embora o enxerto das MSCs tenha sido transiente e os niveis de
fusao e diferenciagdo tenham sido muito baixos, houve realmente uma melhora
expressiva no tamanho do infarto e na fungéo cardiaca e que este ganhos foram
mediados por mecanismos paracrinos. Eles levantaram a hipotese de que a MCS-
Akt expressa e secreta citocinas, fatores de crescimento ou outros fatores
paracrinos e pode produzir um ambiente de protecdo e uma retengao transiente

que pode ser suficiente para promover estes efeitos funcionais.

4 Vias usadas em terapia celular cardiaca

4.1 Mobilizacao das células-tronco

Estudos recentes demonstram que, apds um episodio de injuria, o
miocardio fica repleto de citocinas e fatores de crescimento que recrutam células-
tronco do meio extra-cardiaco para atuarem no mecanismo de reparo do tecido
injuriado. Estas células sofrem a transformagdo necessaria para promover o
reparo estrutural e funcional do musculo afetado (Wang et al.,, 2006). A
mobilizacdo espontanea das células-tronco CD34" de medula apds um episddio

de infarto agudo do miocardio, no entanto, parece nao ser suficiente para que
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ocorra a melhora do remodelamento cardiaco (Massa et al., 2005; Leone et al.,
2005).

Em teoria, a mobilizagado terapéutica de células-tronco progenitoras da
medula apds o IAM podera amplificar a resposta regenerativa (Perin e Lépez,
2006). No entanto, estes autores chamam a atencao para fatores de seguranca
quanto ao uso desta droga, ja que efeitos adversos foram notados em diferentes
populacdes de pacientes e também existem evidéncias sobre o papel do G-CSF
no desenvolvimento de tumores.

O G-CSF, utilizado como recrutador de BMC CD34+ autélogas em dois
ensaios clinicos feitos com pacientes apds o infarto do miocardio (FIRSTLINE-
AMI e REVIVAL-2), mostrou ter um efeito cardioprotetor sugerido como estratégia
mais interessante do que aspirar as BMCs da medula (Ince e Nienaber, 2007).
Duvidas quanto a seguranga do G-CSF surgiram no estudo Mid-Atlantic Group of
Interventional Cardiology (MAGIC) devido a alta taxa de re-estenose notada, com
o emprego de BMCs associada a esta droga ou ao emprego apenas, apés |IAM.
Este fato poderia estar relacionado a disponibilidade aumentada de células
inflamatdrias presentes na artéria coronaria recentemente agredida (Perin e
Lopez, 2006).

Orlic et al. (2001) utilizaram SCF associado a G-CSF e verificaram uma
significante mobilizagdo de células-tronco e uma acentuada melhora na

regeneragao cardiaca em camundongos previamente infartados.

4.2 Via transvascular
A infusdo endovenosa é uma forma conveniente, segura e menos invasiva

de entrega das células-tronco em geral. Diversos estudos comprovam a eficacia
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desta via em modelos animais (Boomsma et al., 2006; Barbash et al., 2003; Jiang
et al., 2006; Iso et al., 2007). E necessario que a lesdo cardiaca seja recente para
que os sinais de injuria cardiaca estejam presentes e haja o homing fisiolégico
das células, como por exemplo, no infarto agudo do miocardio (Perin e Lopez,
2006). O uso rotineiro desta via muitas vezes € prejudicado pelo fato das células
chegarem em menor numero na area afetada (Gao et al., 2001).

A célula-tronco mesenquimal € uma célula de maior tamanho que os
capilares (20-24 ym vs. 10-15 ym), o que pode ser um impeditivo para que ela
chegue ao local afetado, ficando depositada nos pulmdes (Beyer Nardi e da Silva
Meirelles, 2006). Mesmo assim, Nagaya et al. (2004), administrando por via
endovenosa 5 x10° MSCs, apds trés horas de oclusdo da artéria coronaria de
ratos, notaram que houve melhora da fungao cardiaca apds o infarto agudo do
miocardio por aumento da angiogénese. As analises mostraram presenca de
estruturas vasculares e células positivas para o fator von Willebrand, bem como
para os marcadores cardiacos desmina, troponina T cardiaca e conexina 43
indicativos de miogénese. Principalmente em humanos e animais de médio porte,
a infusdo das células no sinus coronario (Thompson et al.,, 2003) e a infuséo

intracoronariana sao bastante usadas (Wollert e Drexler, 2004).

4.3 Via intramiocardica

Fortes evidéncias sugerem que a inje¢ao intramiocardica de células-tronco
tem impacto favoravel na perfusao tecidual, na cicatrizacdo e na contratilidade do
coragao infartado (Wollert e Drexler, 2005). O sucesso do transplante de células-
tronco para o coragdo depende da via de entrega da células, para que uma

concentragdo maior dessas chegue a area afetada, sugerindo que a
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administragdo local das células transplantadas €& preferivel a administracédo
sistémica (Davani et al., 2005). Embora seja uma das vias mais utilizadas em
experimentos clinicos e pré-clinicos, esta rota possui o risco de provocar arritmias
(Menasche et al., 2003; Fukushima et al., 2007).

Esta é a via preferencial para doengas cardiacas com oclusado arterial
cronica, que apresentam poucos sinais de injuria para que as células fagam o
homing fisioldgico, bem como para terapias que utilizam células de maior
tamanho, como as mesenquimais e 0s mioblastos, que podem obstruir os

capilares (Perin e Lopez, 2006).

5 Mecanismos envolvidos na terapia celular

Embora a melhora da fungédo cardiaca com o transplante celular seja uma
prova irrefutavel da acdo das células-tronco, os mecanismos envolvidos nessa
melhora continuam sendo alvos de incessantes estudos. Trés mecanismos sao

propostos para explicar o papel terapéutico das células-tronco.

5.1 Fuséo

Conforme este mecanismo, a célula transplantada forma uma quimera com
a célula residente. Estudos de Noiseux et al. (2006), conforme descrito
anteriormente, comprovaram que MSCs super-expressando o gene Akt, injetadas
no coracao de ratos modelos de 1AM, apresentaram um enxerto transiente e fuséo
com as células residentes, que ocorria em maior intensidade nos primeiros dias

do experimento (dias 3 e 7). Oh et al. (2003), injetando por via endovenosa
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células marcadas com o antigeno de células-tronco 1 (stem cell antigen 1, Sca-1),
observaram que estas células participam da regeneragado cardiaca através de
mecanismos combinados de fusdo e diferenciacdo. Mazhari e Hare (2007)
baseados no estudo de Kajstura et al. (2004), comentam que os resultados da
quantificacdo do conteudo de DNA em areas do tecido regenerado também
argumentam contra a fusdo como uma principal contribuicdo a recuperacédo de

tecido depois da terapia celular.

5.2 Transdiferenciagéo

Diversos estudos comprovaram diferenciacdo de células-tronco
enxertadas, apdés um episodio de infarto agudo do miocardio, em cardiomidcitos
e/ou células endoteliais (Orlic et al., 2001; Kudo et al., 2003; Kajstura et al., 2004;
Jiang et al., 2006). Na grande maioria dos estudos pré-clinicos a cirurgia de 1AM é
feita em fémeas e as células-tronco utilizadas na terapia sao retiradas de machos
singenéicos. Dessa forma, verificando a presenga cromossomo Y em células do
tecido regenerado do miocardio das receptoras, os pesquisadores comprovam a
diferenciagcao das células transplantadas. Outro marcador bastante usado é a
GFP, muitas vezes usada como co-marcagao junto com o cromossomo Y (Orlic et
al., 2001). Outra maneira usada para detectar as células é o fato dos novos
cardiomidécitos serem menores que os midcitos adultos (Orlic et al., 2001; Kajstura
et al., 2004). Como nao existe um marcador de eleicao definitivo para células-
tronco, em humanos, verificar a presencga da célula injetada € um problema a ser

solucionado.
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5.3 Fatores paracrinos

Diversos estudos comprovam a capacidade das células-tronco de
expressarem fatores paracrinos capazes de estimular a regeneragao do tecido
cardiaco (Kinnaird et al., 2004; Xu et al., 2006; Iso et al., 2007). Vandervelde et al.
(2005), revisando estes fatores de sinalizagdo, comentaram que maior
reservatorio autdlogo de células-tronco de adulto, distal do coragdo, é a medula
0ssea. A adequada regulagao da sinalizagdo entre a medula 6ssea, a circulagéo e
o coragao infartado € muito importante para que haja uma orquestragao perfeita
entre o0s processos de mobilizagdo, homing, incorporagédo, sobrevivéncia,
proliferacéo e diferenciagao das células-tronco que irdo regenerar o miocardio. Os
fatores de sinalizacdo envolvidos neste processo incluem citocinas, quimiocinas e
fatores de crescimento. Entre estes, estdo aqueles reconhecidos pela habilidade
de mobilizagdo e quimiotaxia (SDF-1, G-CSF, SCF, IL-8, IL-10, VEGF), fatores
expressos apoés o infarto do miocardio (TNFa, IL-8, IL-10, HIF-1a, VEGF, G-CSF)
e o0s sinais envolvidos na cardiomiogénese e neo-angiogénese (VEGF, EPO,
TGFB, HGF, HIF-1 a, IL-8). E preciso que se conheca a poténcia intrinseca destes
fatores, sua localizacdo e o tempo de combinacdo entre eles para estimular as
células-tronco em seu nicho e regenerar o tecido lesado (Vandervelde et al.,
2005).

O dogma que o coragcdo era um o6rgao terminalmente diferenciado foi
revisto apos estudos pioneiros de Beltrami et al. (2001) que observaram
cardiomidcitos em fase mitética inicial. Os autores mostraram, em coracdes de
pacientes que haviam morrido entre 4-12 dias de infarto do miocardio, proliferacao
de cardiomidcitos, sendo que a proporcao de células em mitose era maior na area

peri-infarto do que nas areas adjacentes. Segundo Anversa et al. (2007), existe
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uma certa resisténcia por parte de alguns pesquisadores em aceitar a quebra
deste paradigma. No entanto, outros estudo (Kajstura et al., 2001; Beltrami et al.,
2003; Urbanek et al., 2003) tém mostrado que estas células podem se diferenciar
em todos os constituintes de células do coragao, pressupondo, teoricamente, que
elas seriam capazes de regenerar a injuria cardiaca. Lyngbaek et al. (2007),
revisando o assunto, comentam que em estudos pré-clinicos as células
progenitoras cardiacas (CPCs), cultivadas e expandidas in vitro, melhoraram
substancialmente a performance cardiaca, mas in natura as CPCs nao possuem a
capacidade de regenerar grandes areas infartadas. Antes de que estas células
possam ser usadas em estudos clinicos, é preciso que se estabelecam métodos
para isola-las a partir de biopsias, métodos de cultivo e multiplicacao,
investigando-se a melhor via de administracdo e procurando entender como

controlar o seu crescimento e maturacao.

6 Modelos animais de doenca cardiaca

Uma série de fatores genéticos e ambientais interage na génese e
desenvolvimento das doencgas cardiovasculares, especialmente na doenca arterial
coronariana e cardiopatia hipertensiva. Dieta, exercicio, outras modificacdes de
estilo de vida e fatores hereditarios estdo comumente associados a doencas
cardiacas. Essa interacdo de fatores dificulta ainda mais o seu tratamento
(Madamanchi et al., 2004).

Como em qualquer outra area de estudos da saude humana, o

estabelecimento de modelos animais de doencas cardiacas fornece ferrramentas
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fundamentais para a exploracao de alternativas terapéuticas e seus mecanismos.
Os roedores possuem, entre outras, as seguintes vantagens como modelos
animais para estes estudos:

e variedade de linhagens isogénicas existentes;

condigbes ambientais e genética estandardizadas;

e anatomia, fisiologia e genoma amplamente conhecidos;

e pequeno porte, 0 que proporciona economia de espaco;

e facilidade de reproducdo, o que permite um grande numero de geracdes
em um curto periodo de tempo;

e grande numero de linhagens geneticamente modificadas ou selecionadas
para determinadas mutagbes que mimetizam grande variedade de
doencas, entre elas varios aspectos das doengas cardiovasculares;

e baixo custo, o que viabiliza um grande numero de estudos.

Todas estas vantagens fizeram com que os roedores surgissem, nas
ultimas décadas, como os mais prevalentes modelos experimentais para a
pesquisa de varias doencas, entre elas as cardiacas. Eles sao utilizados ndo so6
para elucidar mecanismos moleculares dessas doencas, mas também para testar
técnicas experimentais e novas terapéuticas (Madamanchi et al., 2004).

Neste estudo, nods utilizamos uma linhagem de ratos espontaneamente
hipertensos (SHR, spontaneously hypertensive rats), que foram submetidos a
oclusdo da artéria coronaria descendente. Tendo-se em vista a importante
participacdo da hipertens&o arterial como fator causador das doencgas cardiacas,
o infarto do miocardio nestes animais representa um modelo mais semelhante a
doenga em humanos. Utllizamos também uma linhagem de camundongos

geneticamente modificada (nocautes para receptores adrenérgicos a2a e a2c), na
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qual a modificagdo genética induzida determina hiperatividade do sistema
simpatico no tecido cardiaco causando redugdo da capacidade funcional,
hipertensdo arterial leve e subsequentemente alteragdes ultra-estruturais nos

cardiomiécitos com consequente insuficiéncia cardiaca.

6.1 Ocluséo da artéria coronaria descendente anterior

Para mimetizar o infarto agudo do miocardio é feita a ligadura cirurgica da
artéria coronaria descendente. Logo apds a oclusdo, modificagbes sao visiveis no
musculo cardiaco. O miocardio torna-se ciandtico e ocorre uma dilatacao e
paralisia da area ventricular afetada. Arritmias ou fibrilagdes ventriculares ndo sao
freqUentes. Subseqlentemente ocorre remodelamento ventricular que evolui, com
o passar da do tempo, para faléncia cardiaca cronica.

A Figura 2 ilustra o local onde é efetuada a oclusdo da artéria coronaria

descendente.

CAMUNDONGO

RATO

Figura 2 Oclusdo da artéria coronaria descendente em roedores para 0O
estabelecimento de modelos de infarto do miocardio. Modificada de Johns e

Olson (1954).

39



Segundo estudos pioneiros de Pfeffer datados de 1979, infartos que
afetam 20% da area ventricular ndo provocam modificagdes e sinais externos
compativeis com infarto ou faléncia cardiaca, tais como edema pulmonar, ascite
ou alteracbes respiratdrias. No entanto, quando a area infartada € maior (40-
50%), a pressao nos dois ventriculos aumenta e ocorre diminuicdo do débito
cardiaco, indicando que estes animais vao entrar em faléncia cardiaca. Nestes
infartos ocorre hipertrofia do septo, sem aumento do peso do ventriculo esquerdo
devido a perda de tecido viavel do miocardio. Tanto a necrose tecidual quanto a
apoptose estdo associadas com a oclusao da artéria coronaria (Doggrell e Brown,
1998). Apenas 1 hora apds a oclusao da artéria, o infarto do miocardio comeca a
se desenvolver e a cicatrizacido estara completa aproximadamente 6 a 8 semanas

apos (Zdrojewski et al., 2002).

6.2 Ratos espontaneamente hipertensos (SHR)

A linhagem SHR foi originada em Okamoto, no ano de 1963, a partir de
linhagens Wistar Kyoto. Foram realizados cruzamentos de um rato macho com
pressao arterial limitrofe com uma fémea da mesma linhagem, mas com elevagao
da pressao arterial. Estes animais foram acasalados no sistema isogénico por
mais de 20 geragdes consecutivas, sendo sempre selecionados para hipertensao
(Okamoto, 1969; Okamoto et al., 1978). Esta selecdo considerava como
hipertenso aquele animal que possuia uma pressao sistolica maior que 150 mm
Hg de forma persistente por mais de um més (Doggrell e Brown, 1998). A partir
dai toda a linhagem desenvolve hipertensdo espontdnea em torno de 7 a 15
semanas (160-170 g) de idade. Inicialmente, estes animais possuem o débito

cardiaco aumentado e a resisténcia vascular periférica normal. Com o aumento
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da pressao arterial que ocorre com a idade, inverte-se este quadro (Doggrell e
Brown, 1998). Os SHR ja hipertensos mostram um aumento funcional na
resisténcia vascular periférica, que na maior parte depende de mecanismos
neurogénicos provavelmente originados em desequilibrio na regulagao central da
pressao arterial (Yamori, 1984). A pressao sanguinea per se e o ténus
neurogénico aumentado aceleram a sintese de proteinas musculares e induzem
modificagcdes vasculares estruturais que contribuem para a manutencdo da
hipertensdo arterial. Os estudos feitos em culturas de musculo vascular liso
sugeriram uma predisposicdo genética dessas células ao crescimento
hiperplasico e a sua estimulagao por mecanismos [3-adrenérgicos.

Santalova et al. (2006), estudando a estrutura do miocardio de animais
SHR, mostraram que ocorre um decréscimo significativo no numero de capilares
que suplementam o musculo cardiaco nestes animais, quando comparados com
animais normotensos. Ocorre também uma hiperplasia de fibras musculares
(10%), primariamente as custas do volume aumentado do sarcoplasma e
elementos de tecido conectivo, bem como um aumento no volume de miofibrilas.
E sugerido que o desenvolvimento do status hipertensivo é acompanhado por
certo rearranjo compensatério no miocardio (aumento na area relativa de fibras
musculares e microfilamentos), enquanto que a estrutura mitocondrial permanece
intacta. Ao mesmo tempo ocorrem diminuigdo da vascularizagdo, aumento do
tecido conectivo e uma orientagdao nao-longitudinal das miofibrilas.

O infarto do miocardio em SHR ndo exacerba a dilatagdo ventricular,
embora a pods—carga possa expandir o infarto e a dilatagdo do ventriculo
(Zdrojewski et al., 2002). A existéncia prévia de hipertrofia em SHR talvez previna

a dilatacdo esperada e mantenha a fungao sistdlica aumentada. A rigidez da
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camara ventricular esquerda é outro fator que pode afetar a resposta do ventriculo
esquerdo ao infarto em SHR. Essa falta de reducao da rigidez da camara, apesar
de um aumento no volume intermediario e da alta pressao, sugere um aumento

na espessura da parede do miocardio (hipertrofia) em resposta ao infarto.

6.3 Camundongos nocaute para receptores adrenérgicos a2a e a2c

O desenvolvimento do estagio final da faléncia cardiaca decorrente de
qualquer insulto ao coragdo na maioria das vezes envolve uma agressao inicial ao
miocardio, que reduz o débito cardiaco. Subsequentemente, ocorre hiperatividade
do sistema nervoso simpatico (SNS) como tentativa de compensacao da fungéo
miocardica reduzida. Uma série de evidéncias mostram que, embora inicialmente
benéfica, a exposicdo crénica do coragdo a elevados niveis de catecolaminas
liberadas pelo SNS e pela gléandula adrenal induz mudangas patolégicas no
coragao, que resultam em elevagdo continuada do SNS e progressiva
deterioragao da fungéo cardiaca (Altman et al., 1999).

Para melhor entender estes mecanismos, diversos modelos de animais
geneticamente modificados tém sido criados. Com o objetivo de estudar o papel
do sistema nervoso simpatico na fisiopatologia da insuficiéncia cardiaca, foi
desenvolvido um modelo experimental de camundongos que bloqueia os
receptores ap-adrenérgicos (a2-ARKO) (Ruffolo et al., 1991). A ativagdo destes
receptores no tronco cerebral leva a reducédo do tbnus simpatico, com resultante
queda da frequéncia cardiaca e pressao arterial (Altman et al., 1999). Estudos
anteriores demonstraram que a auséncia de duas isoformas dos receptores op-

adrenérgicos, apa € oapc, conduz ao aumento cronico do ténus simpatico. O

receptor apa € responsavel pela regulagdo da atividade simpatica no tronco
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cerebral e, juntamente com o apc atua como auto-receptor pré-sinaptico que
regula a liberacédo de catecolaminas no atrio.

Camundongos nocaute para os receptores aoa € aaoc (aza/o2c-ARKO) foram
obtidos pelo cruzamento entre animais homozigotos C57BI6/J a2a-ARKO e
C57BI6/J 02c-ARKO. Os heterozigotos foram endocruzados para selegdo dos
animais com delecéo total dos receptores aa € azc (Brum et al., 2002) gerando os
camundongos que serao utilizados nesse estudo (aa/o2c ARKO).

Os camundongos aza/aoc ARKO tém sua fungao cardiaca alterada aos 4
meses de idade, apresentando capacidade funcional reduzida, como
contratiidade cardiaca, além de evidéncias histolégicas de dano aos
cardiomidécitos, quando comparados com camundongos selvagens. Alteragdes em
parametros hemodinamicos basais, como aumento da pressao arterial sistélica e
da frequéncia cardiaca, também s&o demonstrados. No entanto, a hipertenséo
que se desenvolve nestes animais € moderada e a auséncia de hipertrofia
cardiaca indica que a hipertensdo nédo é o fator etiolégico da insuficiéncia
cardiaca observada neste modelo experimental. Aos 6 meses de idade, ha
aumento da mortalidade dos animais aya/azc ARKO com queda significativa na
fracdo de encurtamento do ventriculo esquerdo e aumento nas suas dimensodes
sistélica e diastolica. A microscopia eletrénica, evidenciam-se alteragdes ultra-
estruturais nos cardiomiocitos aos 4 e 6 meses de idade, caracterizadas pelo
desarranjo miofibrilar, vacuolizagcdo do tecido cardiaco e degeneragéo
mitocondrial. Diante destas alteragdes, este modelo representa importante
ferramenta no estudo das alteragdes funcionais e estruturais no coragao
decorrentes da hiperatividade simpatica cronica. Neste modelo, em contraste com

a maioria de modelos murinos existentes, a funcdo cardiaca esta alterada por
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elevacdo prolongada da atividade do sistema simpatico ao invés de por
modificagdes genéticas que alteram diretamente a expressdao de proteinas
estruturais ou funcionais do coracao (Brum et al., 2002).

Resultados promissores tém demonstrado que as células-tronco da medula
O0ssea melhoram a funcao cardiaca sob parametros clinicamente relevantes, com
reducdo da area de infarto. O fundamental, no momento atual, € que sejam
realizados estudos experimentais em modelos animais que mimetizem de forma
fidedigna e fisioldgica o episédio de infarto agudo de miocardio, permitindo o
estabelecimento do tipo celular mais indicado para este fim e da melhor via para a

terapia celular.
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Objetivos

O objetivo principal deste trabalho foi o de desenvolver protocolos pré-
clinicos seguros e eficientes em roedores, que possam contribuir para uma
melhor compreensao dos mecanismos envolvidos no processo de regeneragao do
musculo cardiaco isquémico, através da terapia celular, com consequente

recuperacao da fungao cardiaca.

Objetivos Especificos

1- Estabelecer o cultivo das células-tronco mesenquimais (MSCs) da linhagem de

ratos SHR no Laboratério de Imunogenética da UFRGS.

2- Estabelecer o modelo experimental de infarto agudo do miocéardio (IAM) em

ratos hipertensos.

3- Avaliar a eficiéncia das células-tronco mesenquimais na restauragao da funcao

cardiaca de ratos hipertensos, modelos IAM, comparando com a fracao total da

medula éssea (BMC).

4- Avaliar a eficiéncia das vias de entrega endovenosa e intracardiaca, em

relacdo as MSC e BMC, apds o infarto agudo de miocardio.
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5- Avaliar a eficiéncia das MSCs na regeneracdo da funcdo cardiaca em
camundongos portadores de insuficiéncia cardiaca crbénica causada por

hiperatividade simpatica, ao longo do tempo.
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Discussao

Diversos estudos ja comprovaram, em diferentes patologias e em
diferentes 6rgaos (Miletic et al., 2007; Semedo et al., 2007; Folkins et al., 2007),
que as células-tronco sdo capazes de regenerar tecidos (Orlic et al., 2001) e
promover ganhos funcionais (Iso et al., 2007). Desde os estudos pioneiros de
Orlic et al. (2001), inumeros estudos pré-clinicos vém sendo realizados em
roedores com a intencdo de compreender o papel das células-tronco na
recuperacao da funcao cardiaca apés o infarto agudo de miocardio. Entretanto,
nenhum grupo trabalhou, até o presente momento, com um modelo que
mimetizasse de forma tao fiel a doenga coronariana que leva, pelo menos na
maioria das vezes, ao infarto de miocardio. No modelo SHR que usamos neste
trabalho, ja existe um comprometimento organico prévio ao infarto, provocado
pela hipertensdo espontanea dos ratos.

As células-tronco tém sido exaustivamente estudadas, e sabemos que sua
capacidade regenerativa esta na dependéncia de uma série de fatores inerentes
ao organismo onde estdo atuando, idade e fase da doenca (Ballard e Edelberg,
2007) e sexo (Imanishi et al., 2005). Mais recentemente, Suzuki et al. (2007)
mostraram que a sobrecarga hemodinamica interfere na auto-regeneragao do
musculo cardiaco infartado. Neste estudo, foi induzido um infarto em um grupo de
camundongos e, 60 minutos depois, um transplante heterotdpico destes coragdes
para camundongos saos. Os resultados mostraram que, ndo havendo a
sobrecarga hemodinamica provocada pelo infarto, havia um aumento significativo
na auto-regeneracdo cardiaca, com inibicdo da apoptose, aumento da
proliferacdo celular e recrutamento de células-tronco. Este tipo de observacdes
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justifica a importancia dos modelos usados neste trabalho e reflete a importancia
da contribuicdo dos mesmos para melhor entendimento da capacidade
regenerativa, tanto das MSCs quanto do pool de células-tronco da medula 6ssea,
permitindo a identificacdo das vias pelas quais cada um desses tipos de célula
funciona de maneira mais eficiente.

Um dos principais mecanismos pelos quais células-tronco atuam na
regeneragao envolve a secregdo de fatores paracrinos. Muitos dos fatores
produzidos por estas células, e seu papel cardiomiogénico e angiogénico, sao
conhecidos (Kinnaird et al., 2004; Xu et al., 2006). Alguns estudos (Kucia et al.,
2004; Ratajczak et al., 2004) tém sugerido que a utilizagdo da medula éssea total,
ou sua fracdo mononuclear, permite que diferentes tipos de células-tronco e
precursores celulares sejam aproveitados, ao invés de apenas a porgao tronco-
mesenquimal.

Como em nossos experimentos ndo foram observadas células masculinas
no coragao das fémeas receptoras dos transplantes, mesmo com a realizacdo de
PCR e nested PCR, a secrecido de fatores paracrinos parece ter sido o
mecanismo responsavel pela melhora funcional e tecidual produzida pelas MSCs.
Outros estudos tém mostrado resultados semelhantes. Noiseux et al. (2006)
observaram, em experimentos semelhantes, um alto numero de células
enxertadas trés dias apds o transplante, mas uma diminui¢do ao longo do tempo
de modo que muito poucas destas células eram observadas ao final do
experimento (28 dias). O mesmo tipo de observagéao resultou do trabalho de Iso et
al. (2007) que, utilizando células mesenquimais humanas em camundongos
imunodeficientes, fizeram injecées seriadas endovenosas 1, 8, e 15 dias apds o

infarto. Trés semanas apos a terapia, foi avaliada a presenga destas células

152



através de imunohistoquimica e PCR quantitativo, quando nao foram encontradas
células enxertadas. Este resultado € significativo, ja que a alta sensibilidade do
PCR quantitativo para as sequéncias do gene humano Alu utilizado como
marcador permitiria a detecgdo de uma célula humana entre 600.000 células do
coracdo do camundongo. As células-tronco mesenquimais sdo capazes de
secretar varios tipos de fatores angiogénicos, antiapoptéticos e mitogénicos,
incluindo VEGF e fator de crescimento de hepatécitos (HGF, hepatocyte growth
factor) entre outros (Nagaya et al., 2005). Estes dois fatores estdo envolvidos na
mobilizacdo das células-tronco (Laguens et al., 2002; Fujii et al., 2004), mas
enquanto VEGF é um forte promotor de angiogénese, HGF possui agao
antiapoptotica e esta envolvido na ancoragem das células-tronco em seu
microambiente. Estudos posteriores seriam necessarios para avaliar quais destes
fatores estariam mais envolvidos com os resultados do presente trabalho.

Em nosso estudo, comparamos o uso de dois tipos de preparados de
células-tronco, nos dois tipo de vias de administracdo. Foram estudados os
efeitos de células totais da medula éssea versus sua sub-populacdo de células-
tronco mesenquimais, e comparadas as vias de administracdo sistémica versus
intramiocardica. Este conjunto de fatores € importante, pois além da definicao do
melhor tipo de célula para cada tipo de doencga, também a via preferencial de
administragcao deve ser definida. Em poucos estudos este conjunto de fatores é
analisado em conjunto.

Nossos resultados indicaram que cada um destes tipos de preparado
celular apresenta melhor resultado terapéutico quando administrado por uma via
preferencial. No primeiro trabalho, onde utilizamos a via endovenosa, verificamos

que células totais da medula déssea (BMC) induziram uma melhora
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significativamente maior da funcdo cardiaca dos ratos infartados quando
comparadas com MSCs. Estes resultados sugerem que a capacidade de enxertia
de BMCs na medula éssea foi maior do que a das MSCs. A medula éssea é o
maior reservatorio de células-tronco, que frente aos estimulos adequados podem
ser ativadas e subseqlentemente mobilizadas no sangue periférico (Vandervelde
et al., 2005). Tem ainda sido sugerido (Kucia et al., 2005) que a medula 6ssea
contém células precursoras de diversos 6rgaos (musculo, figado, cérebro e
coragao, que durante situagdes de estresse ou injuria (como no infarto) séo
mobilizadas para o sangue periférico. A administragdo complementar endovenosa
de BMCs no presente estudo pode ainda ter contribuido para a mobilizacdo de
células residentes e liberacado de fatores paracrinos, que atuaram na recuperacao
da capacidade funcional dos SHRs infartados. Esses resultados corroboram
outros estudos (Amado et al., 2005; Iso et al., 2007).

No segundo conjunto de experimentos, mostramos que as células MSCs,
por sua vez, quando injetadas via intramiocardica, resultam em melhora da
capacidade funcional cardiaca bastante superior a induzida por BMCs. Nesta via
de administragdo, uma quantidade maior de células foi enxertada na regido peri-
infartada e proporcionou uma significativa e importante melhora tanto na
recuperacao funcional, diminuindo a area de infarto e aumentando a fragao de
ejecao, quanto na regeneragao tecidual, mostrada pelo aumento de capilaridade e
diminuicdo da area de fibrose. Dados da literatura corroboram estes achados
(Fukushima, 2007; Iso et al., 2007). A auséncia desta acdo quando as MSCs
foram administradas por via endovenosa talvez possa ser explicada pela pequena

quantidade de células que tenham chegado ao coracgéo, devido ao tamanho da
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célula, que dificulta sua circulagao e resulta em sua retengao nos pulmoes (Beyer
Nardi e da Silva Meirelles, 2006).

Quando utilizamos BMCs via intracardiaca, essas células ndo mostraram a
mesma eficiéncia na melhora funcional, mas tiveram importante participacdo na
regeneragao do musculo cardiaco, provavelmente devido a variedade de células-
tronco ali presentes capazes de agir principalmente na angiogénese. Um dos
fatos que explicariam a pequena atuagdo das BMCs na capacidade funcional,
quando administradas por injecdo intramiocardica, poderia ser relacionado ao
periodo em que esta célula foi injetada. Vinte e quatro horas apds o infarto, ainda
€ grande o numero de macréfagos presentes no tecido lesado, e um numero
maior de células injetadas poderia ter efeito mais visivel (Iso et al., 2007).
Possivelmente a célula-tronco mesenquimal, que possui um componente
imunoprotetor, sobreviva mais facilmente neste microambiente (Beyth et al.,
2005).

A administragdo a um grupo de animais de meio de cultivo, adicionado de
soro fetal bovino, teve a intencdo de comparar se apenas os fatores de
crescimento presentes neste soro seriam capazes de atuar de forma
independente estimulando o efeito paracrino de regeneragdo tecidual. Esta
hipétese nao foi confirmada, visto que ndo houve diferenga entre este grupo e o
controle infartado em relagdo a regeneracao tecidual, bem como em relagéo a
maioria das variaveis que avaliaram a capacidade funcional. Neste grupo, foi
observada apenas uma melhora da fungao diastdlica, semelhante ao grupo que
recebeu células mesenquimais. Nao foram encontrados estudos na literatura que
possamos comparar com este resultado. O nicho responsavel pela quiescéncia

das células-tronco (Fuchs et al., 2004) é composto por diversas populagdes de
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células e componentes da matriz extracelular, como a fibronectina, colageno e
proteoglicanos, mas os fatores que promovem a liberacdo e mobilizacdo das
células ali presentes ainda estdo sendo estudados. Um deles é a hipdxia (Okazaki
e Maltepe, 2006), que também esta presente em situagdes de dano cardiaco.
Talvez a explicagao para melhora, mesmo que pequena, no grupo de animais que
recebeu o meio de cultivo apenas, possa estar relacionada com este fator.

No terceiro conjunto de experimentos, ainda visando a escolha de um
modelo que mimetizasse a disfungéo cardiaca, trabalhamos com um camundongo
onde a hiperatividade simpatica produzida pela auséncia dos receptores
adrenérgicos axa € ayc leva a uma consistente insuficiéncia cardiaca congestiva,
com redugao importante da fracdo de ejecao e alta mortalidade (maior que 50% a
partir do 5° més de vida). Esta situagcao representa um bom modelo para estudo
dos efeitos da terapia celular no curso natural desse tipo de insuficiéncia cardiaca.
Os mecanismos pelos quais a hiperatividade simpatica contribui com a disfuncao
cardiaca ndo sao completamente compreendidos, mas acredita-se que regulagéo
defeituosa do ciclo do Ca®* na insuficiéncia cardiaca é o maior determinante da
progressao da disfungdo cardiaca e arritmias fatais. A modificacdo dos
parametros cardiacos funcionais pelo tratamento com MSCs, neste estudo,
parece estar relacionado ao aumento de vascularizacdo e mudancas na
regulagado intracelular de calcio. O tempo longo de acompanhamento destes
animais € um fato que desperta interesse, pois mesmo depois de 12 meses, a
acao terapéutica foi mantida. Este modelo ndo havia antes sido usado em estudos
de terapia celular de doenca cardiaca. A faléncia cardiaca cronica, provocada
pela insuficiéncia cardiaca congestiva, tem respondido de maneira menos

favoravel a terapia celular (Brehm e Strauer, 2006), mas neste caso, faléncia
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causada por hiperatividade simpatica provou manter o microambiente cardiaco
mais propicio a agao das células.

A padronizagdo de modelos, vias, tipos celulares e procolocos pré-clinicos
vem sendo proposta com a finalidade de se estabelecerem condicoes
comparativamente semelhantes entre as pesquisas. Como conclusdo destes
estudos, acreditamos que os modelos aqui desenvolvidos e testados, a
comparagao de vias e células, podem contribuir de maneira bastante importante

para a padronizagao de protocolos pré-clinicos para regeneragao cardiaca.
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