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Apresentagdo

Esta tese de doutoramento estd organizada conforme o seu desenvolvimento
durante os ultimos quatro anos. Nesse sentido ela contempla dois estudos independentes
na area de terapia celular que foram desenvolvidos de maneira concomitante durante
esse curso. Sdo estudos que abordam questdes de fundamental importincia na drea de

terapia celular para a doenga isquémica cardiaca.

O primeiro deles foi desenhado com o objetivo de avaliar pardmetros que podem
influenciar a retencio cardiaca de células transplantadas em modelo animal de isquemia
cardiaca. Esse estudo foi realizado com células da medula 6ssea e testou o efeito do
tempo apds o infarto do miocdrdio e da via de administracdo dessas células sobre o
acimulo cardiaco das mesmas. Adicionalmente avaliamos a eficicia do uso de matriz de
fibrina, um biopolimero, como veiculo para otimizar a retencdo das células. As
implicacdes da variacdo da retenc@o de células sobre a fun¢do cardiaca também foram

consideradas.

Num outro contexto, considerando a célula como agente terap€utico, testamos
0 uso de células-tronco derivadas do tecido adiposo, previamente submetidas ao “shear
stress”, em animais infartados. Esse estudo estd em fase de finalizagdo e os principais
resultados dele foram organizados de maneira concisa e serdo apresentados como anexo

dessa tese.
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Nakamuta J. S. Terapia celular para isquemia cardiaca: efeitos da via de
administracao, do tempo pods-lesio e do uso de biopolimero para a retencio das
células e funcao miocardica [tese]. Sao Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de

Sao Paulo; 2008. 225p.

A terapia celular representa uma abordagem promissora para o tratamento de cardiopatia
isquémica, porém aspectos-chave dessa estratégia permanecem incertos. Neste trabalho
avaliamos a eficiéncia da reteng@o cardiaca de células da medula 6ssea marcadas com
tecnécio (99“[1 Tc-CMO) transplantadas, de acordo com o tempo apo6s o infarto (1, 2,3 e 7
dias) e a via de administracdo dessas células (intravenosa [IV], intraventricular [IC],
intracoronariana [ICO] e intramiocardica [IM]), em ratos submetidos a isquemia-
reperfusdo cardiaca [I&R]. Apds 24 horas, a reten¢do cardiaca de 99M T¢-CMO foi maior
na via IM comparada com a média alcancada pelas demais (6,79% do total injetado vs.
0,53%). O uso de fibrina como veiculo para a injecdo de células incrementou a retencao
em 2.5 vezes (17,12 vs. 6,84%) na via IM. Curiosamente, quando administradas apés 7
dias, a retencdo de células na via IM alcancou valores proximos dos observados com da
matriz de fibrina injetadas 24 h apds a I&R (16,55 vs. 17,12%), enquanto que para as
demais vias as mudancas foram insignificantes. Nos animais em que as CMO foram
administradas por via intramiocdrdica 24 horas apdés a I&R, com ou sem fibrina,
observou-se melhora significante do desempenho cardiaco frente ao estresse
farmacoldgico com fenilefrina quando comparados aos controles. Em conjunto, os dados
mostram a biodistribuicdo das células injetadas apés a I&R por 4 diferentes vias e 4
intervalos de tempo pds-lesdo e indicam que a via IM € a que produz maior retencao
cardiaca. O uso do biopolimero de fibrina aumenta a reteng¢do das células e a eficécia
deste efeito sobre a funcdo cardiaca e mortalidade dos animais em longo prazo, além de
30 dias pds I&R, merecera ser investigada no futuro.

Descritores: 1.Terapia tissular 2. Infarto do miocardio 3. Células da medula dssea
4. Fibrina 5. Funciao ventricular
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Nakamuta J. S. Cell therapy for ischemic cardiac disease: effect of different routes
for cell administration, time post-mi and the use of a fibrin polymer for cardiac cell
retention and myocardial function [thesis]. Sdo Paulo: Medical School, University of

Sao Paulo; 2008. 225p.

Cell therapy represents a promising approach for ischemic cardiac disease, but key
aspects of this strategy remain unclear. We examined the effects of timing and route of
administration of bone marrow cells (BMCs) after myocardial ischemia/reperfusion
injury (I&R). 99mTc-labeled BMCs were injected by 4 different routes: intravenous
(IV), left ventricular cavity (LV), left ventricular cavity with temporal aorta occlusion
(LV+) and intramyocardial (IM). The injections were performed 1, 2, 3, or 7 days after
infarction. Cardiac retention was higher following the IM route compared to the average
values obtained by all other routes (6.79% of the total radioactivity injected vs. 0.53%).
Use of a fibrin biopolymer as vehicle during IM injection led to a 2.5-fold increase in
cardiac cell accumulation (17.12 vs. 6.84%). Interestingly, the retention of cells
administered with culture medium at day 7 post-MI by the IM route was similar to that
observed when cells were injected 24 h post-IM using fibrin (16.55 vs 17.12%), whereas
no significant changes were observed for the other routes. Cell therapy 24 hs post MI by
IM injection, with or without fibrin, resulted in comparable improvement in cardiac
function under pharmacological stress compared to control animals. Together, we
provide evidence for the biodistribution of *™Tc-labeled BMCs injected post MI by 4
different routes and times post-injury, which shows that the IM rout is the most effective
for cardiac cell retention. The use of a fibrin biopolymer further increased cardiac cell
retention and its potential long term benefits, beyond 30, on reducing mortality and
improving cardiac function deserve to be explored in the future.

Descriptors: 1. Cell therapy 2. Myocardial infarction 3. Bone marrow cells 4.
Fibrin 5. Cardiac function
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1.1 Terapia Celular em Cardiopatias — Uma Nova Abordagem

A isquemia do miocdrdio associada a doenga coronariana € a principal causa de
morbidade e mortalidade nos EUA'. No Brasil, dados do Ministério da Saude
(DATASUS-MS) apontam que, no ano de 2005, dos 1.006.827 ¢bitos, 28,20% foram
causados por doencas do aparelho circulatério, das quais o infarto agudo do miocérdio
(IAM) aparece como a principal causa de mortalidade, com a ocorréncia de 64.455
obitos. Segundo estimativas da Organizacdo Mundial da Saude, cerca de 20 milhdes de
pessoas em todo o mundo sofrem de doencas cardiovasculares, particularmente de
infarto do miocdardio, das quais 12 milhdes sdo vitimas fatais. Através desses dados, é
presumivel que os investimentos na elaboracdo de novas formas de tratamento das

doencas cardiovasculares exerceriam grande impacto na reducio da taxa de mortalidade.

Nas dltimas décadas observou-se um grande avanc¢o no tratamento da doenca
arterial oclusiva baseando-se na utilizacdo de medicamentos e em técnicas de
revascularizag@o cirtirgica ou por angioplastia. Ainda assim, o grande desafio € tentar
evitar o remodelamento ventricular e a faléncia cardiaca decorrentes da isquemia

miocardica.
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A possibilidade de impedir a cicatrizacdo fibrética e as complicacdes funcionais
decorrentes dela através da regeneracdo celular do tecido cardiaco tem levado diversos
grupos de pesquisa a estudar a possibilidade do uso da terapia celular para recuperar os

. cL . . . N 2.4
cardiomidcitos perdidos durante um evento isquémico .

Orlic e Anversa em 2001 foram os pioneiros a demonstrar que células-tronco
hematopoiéticas participavam da regeneracdo do miocdardio infartado de camundongos,
através da geracdo de novo de cardiomidcitos e componentes vasculares A formacao
de novas células foi capaz de diminuir a drea da cicatriz de fibrose e melhorar a funcdo
cardiaca nesses animais. A reduc¢do da drea fibrética em modelo animal de infarto agudo
do miocdrdio foi também descrita por outros grupos de pesquisadores . No ano
seguinte, Assmus e colaboradores publicaram o primeiro estudo clinico com células-
tronco em humanos (TOPCARE-AMI) 10 Foram observados efeitos benéficos apods a
infusdo de células da medula 6ssea na artéria relacionada ao infarto sobre o processo de
remodelamento, ainda considerando que o estudo era de fase I, destinado inicialmente a
avaliacdo da seguranca da aplicagdo de tal técnica. Outros estudos clinicos envolvendo o
uso de células-tronco derivadas de diferentes fontes para o tratamento de doenca

. . A . . 11-13
isquémica cardiaca tém sido conduzidos por pesquisadores de todo o mundo .
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A partir desses relatos, uma série praticamente inesgotdvel de estudos surgiu
apontando para os efeitos positivos estruturais e funcionais sobre o miocardio infartado,

decorrentes do uso de células-tronco.

Todavia, os mecanismos de acdo dessas células foram contestados por outros
autores, os quais propuseram que as células formadas de novo eram derivadas da fusdo
das células transplantadas com células cardiacas residentes ou simplesmente ndo
adotavam fendtipo cardiaco-especifico 81416 - Sinalizacdo pardcrina das células-tronco
transplantadas sobre outras células no miocédrdio também foi proposto como mecanismo

de acdo dessas células que pudesse explicar o éxito do emprego terapéutico dessas.

Concomitantemente, foram testadas outras populagdes de células, incluindo
grupos especificos da propria medula 6ssea, células da medula de origem ndo-
hematopoiética (células mesenquimais ou estromais) bem como células de outros 6rgaos
adultos como as células mesenquimais de tecido adiposo, cardiomidcitos, musculo

2ot 17-1
esqueletlco, entre outros 9.

Assim, os estudos disponiveis a respeito da finalidade terapéutica das células-
tronco apontam para uma mesma direcdo que € a necessidade da compreensdo de
mecanismos bdsicos e fundamentais. Nesse sentido, o foco atual das pesquisas com
células-tronco estd direcionado aos estudos que buscam avaliar questdes de ciéncia
basica, como a biologia das células-tronco, que ainda ndo foram contempladas, e que sdo

fundamentais para a implementagdo dessa abordagem terapéutica.

-3-
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A escassez da investigacdo de ciéncia bdsica relacionada a terapia com células-
tronco, reflete o dominio dos centros de pesquisa aplicada nessa temadtica, cuja
preferéncia por estudos com potencial aplicagdo denota a exigéncia do sistema de saude
*. Tal voracidade por resultados que justifiquem a aplica¢do dessa tecnologia bioldgica,
tem corrompido a clara necessidade da investigacao cientifica. Por outro lado, conforme
foi mencionado, os estudos voltados a fundamentacao tedrica e conceitual tém ganhado
espaco, inclusive para que as centenas de resultados encontrados com a utilizacdo
terapéutica de células-tronco ao longo desses anos possam ser interpretadas e conduzam

a conclusdes concisas.

Torna-se evidente, portanto, que a implantacdo dessa abordagem no cendrio
clinico requer a compreensdo de uma série de aspectos-chave tais como via de
administracdo para o transplante das células-tronco, o tipo celular a se empregado, a
compreensdo dos multiplos mecanismos de acdo das células implantadas, 0 momento
“ideal” para o transplante das células, a sobrevida das células apds a enxertia e seu
comportamento em longo prazo, o aprimoramento de técnicas que permitam
acompanhar as células por longo tempo, a elaboracdo de estudos multicéntricos com
desenho experimental adequado para a interpretacdo dos resultados, a avaliacdo da

colonizagdo das células transplantadas em 6rgao ndo-alvos da terapia, entre outros.

Dentre as principais questdes a serem investigadas destacam-se aquelas
relacionadas a reten¢do das células transplantadas no 6rgdo-alvo, dos quais o0 momento

adequado e a(s)
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via(s) de administracio mais apropriada (s) para o transplante das células sdo de

particular valor para maximizar a eficiéncia do transplante.

1.2 Medula Ossea: Um Orgéo Reconhecido como Fonte de Células para a Terapia

Celular

O conhecimento acerca da constante renovacdo celular que ocorre na medula
Ossea auxilia na compreensdo da participacdo das c€lulas indiferenciadas desse 6rgao na

regeneracao de outros 6rgaos adultos.

E sabido que na medula déssea a renovacdo celular seja da por¢cao medular ou da

A . 2021
estromal, ocorre com elevada freqiiéncia *

. A hematopoiese garante a reposi¢do didria
de hemacias bem como de células das linhagens linféide e mieldide. Também sdo
requeridos osteoblastos dada a constante degradacdo do estroma ésseo por osteoclastos.
A garantia da elevada demanda de renovacgdo celular é a existéncia e permanéncia de
uma populacdo indiferenciada de células. Essas células, conhecidas como células-tronco
da medula 6ssea, a despeito das variacdes na nomenclatura, guardam duas caracteristicas
importantes que as definem como tais células. Cada uma dessas, ao se dividir, gera uma
célula que guarda as caracteristicas da célula-mae e permanece quiescente e outra que

estd destinada ao comprometimento com uma linhagem celular. Esse comportamento €

proposto como caracteristica peculiar de células-tronco.
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Ainda que o racional seja conceber que essas células sejam do reservatdrio para
uso da propria medula Ossea, ou seja, destinadas a participagdo apenas nesse Orgao,
estudos recentes tém mostrado que: ou essas células sdo plésticas no sentido de se
adequarem ao microambiente de outros 6rgdos, ou a medula 6ssea é um grande
reservatorio sisttmico que mantém precursores de diferentes origens. Kucia e
colaboradores em 2004 mostraram a existéncia de células progenitoras tecido-
especificas residentes na medula dssea. Células com fendtipo de precursores cardiacos
também foram descritas e seriam mobilizadas através da circulacdo para o miocdrdio

L. . . 3
ap6s isquemia cardiaca ***.

Os estudos propondo o uso de terapia celular para o tratamento de patologias
onde hd degeneracdo ou perda tecidual, t€ém sido desenvolvidos utilizando diferentes
populacdes de células-tronco encontradas na medula ou até mesmo o conjunto de todas
as células desse orgdo, conhecido como células da medula éssea nao-fracionadas
ST039424 5 conjunto das células ndo-fracionadas da medula Gssea compreende
populacdes em diferentes niveis de maturacdo; aquelas consideradas mais
indiferenciadas, as quais sdo uma percentagem muito pequena do conjunto das células,
as células progenitoras linfohematopoiéticas e também as células diferenciadas e

. s N 24:25
maduras (eritrdcitos, linfécitos e as demais células desse 6rgao) .

Os tipos celulares isolados da medula 6ssea cujo potencial terapéutico t€m sido

investigado em estudos de terapia celular incluem:
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. células-tronco hematopoiéticas com capacidade proliferativa por longo
periodo de tempo (long term stem cells, LTSC);

. células-tronco hematopoiéticas com capacidade proliferativa por curto
periodo de tempo (short term stem cells, STSC);

. células-tronco  mesenquimais:  células-tronco  ndo-hematopoiéticas
também conhecidas como estromais, raras e concentradas na medula déssea. Esta
populacdo de células € heterogénea e destacam-se nesse grupo as MAPCs (multipotent
adult progenitor cells);

. células progenitoras: essas células apresentam marcadores de linhagens
como o antigeno CD34, uma glicoproteina que indica imaturidade linfohematopoiética
* Em contrapartida, apresentam marcadores fenotipicos caracteristicos de células-
tronco como o c-kit (tirosina quinase), uma proteina de membrana cuja funcdo € de
proliferacdo, migracdo e diferenciacdo celular e o Sca-1 (stem cell antigen - 1), marcador
de superficie com funcdo de adesdo, sinalizacdo e ativagdo de células-tronco.

Embora haja controvérsia sobre o uso de células derivadas da medula dssea para
o reparo de outros 6rgdos, a pesquisa experimental e clinica com diferentes populagcdes
obtidas da medula dssea estdo bastante difundidas. Numerosos estudos em modelos
animais de cardiopatia isquémica bem como os clinicos envolvendo seres humanos
apresentaram efeitos positivos apds o uso de populagdes de células-tronco obtidas da
medula 6ssea. Os efeitos benéficos observados, vao desde a recuperacdo estrutural e

regenerativa do coracdo e a angiogénese até a melhora funcional do 6rgéo.
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O grupo de Anversa demonstrou a presenga de cardiomidcitos de novo em
coragdes de camundongos submetidos a isquemia cardiaca, originados a partir de
células-tronco hematopoiéticas c-kit*/Scal*/lin". Jackson e colaboradores também
descreveram a participacdo de células-tronco hematopoiéticas CD34"/c-kit"/Scal® na
regeneracdo do musculo cardiaco isquémico de camundongos. Essas células

. . . A ~ . e, . 26
contribuiram para a angiogénese e para a formacgdo de novos cardiomidcitos ~.

O crescente nimero de estudos publicados na ultima década deixou claro que,
embora ainda ndo seja possivel explicar sobre os mecanismos que regem as respostas
observadas com o uso das células-tronco hematopoiéticas, a utilizacdo dessas células é

factivel e segura, pelo menos com relacdo aos aspectos vitais avaliados agudamente

6:8:9;40:61-64

Seguramente, a compreensdo dos possiveis mecanismos de acdo dessas e de
células-tronco de outras fontes, a padronizacdo de protocolos de aplicagdo das células e
a avaliacdo em longo prazo do efeito dessas células no organismo, serdo imprescindiveis
para que a abordagem da medicina regenerativa por meio da terapia celular seja

realidade na pratica clinica.
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1.3 Retencdao Cardiaca de Células-Tronco Transplantadas — Fatores que Podem

Influenciar na Permanéncia das Células

Os efeitos das células-tronco transplantadas, a despeito do tipo celular,
dependem, em ultima andlise, da permanéncia dessas células no 6rgio-alvo. A presenga
e permanéncia das células-tronco precedem sua sobrevida e, conseqiientemente, 0s
efeitos derivados dela, quais sejam, a proliferacdo, a diferenciacio/transdiferenciacdo
assim como a secrecio de proteinas por essas células. E desejdvel, por essa razio, que

essas c€lulas estejam vidveis e permanegam junto ao orgdo-alvo.

Nesse sentido, dois momentos seqiienciais sao pré-requisitos fundamentais para o
sucesso da terapia celular: (1) o acesso das células ao 6rgdo-alvo (método alequeado
para a administracdo das células e acesso, viabilizacido de espago fisico que as comporte
no 6rgdo, etc.) e (2) a manutencdo das células transplantadas no tecido (resposta
inflamatéria do microambiente — sinalizacdo para homing e morte —, adaptagao ao novo
microambiente, capacidade do microambiente fornecer condi¢des de estadia para essas

células considerando a disponibilidade de nutrientes e oxigénio).

Observagoes relativamente recentes demonstraram que a perda de células que
ocorre durante e apds o transplante € elevada; cerca de 50% das células ja sdo eliminadas
ou perdidas durante o procedimento de transplante . Essa perda pode estar relacionada,

. - . . 27
especialmente no caso do coracdo, ao washout pelo sistema vascular coronariano “'.
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Nesse sentido, as vias de administracdo das células podem ter uma implicacdo

importante.

A hostilidade do microambiente cardiaco em decorréncia da resposta
inflamatdria na isquemia também participa em grande parte da eliminacdo das células
transplantadas. Sob esse aspecto, a busca pela provavel “janela de intervenc¢do”, na qual
a inflamagdo e o recrutamento de células-tronco da medula dssea estejam equilibrados é
de particular interesse. Além disso, ainda que o microambiente seja favoravel a
sobrevida das células transplantadas, a morte por apoptose de muitas delas por razdes de
adaptabilidade deve ser também computada. Enfim, a percentagem das células-tronco
transplantadas que pode exercer alguma fun¢do benéfica para o coragdo acometido por

isquemia é bastante reduzida, podendo chegar a menos de 25% da quantidade inicial .

Abordar os fatores que influenciam diretamente na retencdo de células durante a
terapia celular para as cardiopatias isquémicas representa o cumprimento de uma etapa
de estudo importante para o sucesso e implementacdo dessa proposta terapéutica na
pritica clinica. A questdo sobre a retencdo de células-tronco transplantadas foi
contemplada no presente estudo a luz da cinética das moléculas quimioatrativas durante
o curso da resposta inflamatéria e a possivel influéncia das vias de administracdo

utilizadas para o transplante das células nesse processo.
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1.3.1 O Papel das Vias de Administracdo

Uma variedade de vias de administracdo de células tem sido testada para o

. . . T . EPT 30-
transplante de células-tronco, incluindo a transepicardica ou intramiocardica i

4244

sistémica , Intracoronariana baseada em cateter-balao 10,12; 4547 Entretanto, estudos

comparativos desenhados para avaliar a eficiéncia das vias sdo escassos.

Diferentes mecanismos podem contribuir para a retencdo de células-tronco no
coragdo acometido por lesdo isquémica.

Fisiologicamente, o homing € um processo constante na medula 6ssea e pode
estar implicado na mobilizagdo de células-tronco hematopoiéticas durante o processo
inflamatério conforme ja foi explanado. Esse é um mecanismo que depende
completamente da ativacdo e atracdo das células para o local sinalizador. Nesse sentido,
para esse mecanismo, em teoria, qualquer que seja a via de entrega das células, o
direcionamento ao 6rgdo-alvo estard garantido desde que as etapas precedentes ao
homing propriamente dito sejam cumpridas.

Por outro lado, cada modalidade de administracdo de células pode ter uma
capacidade intrinseca de contribuir em maior ou menor grau para o simples actimulo de
células no coracdo. Assim, a avaliagio combinada dos fatores relacionados a
mobilizacdo, homing e retencio de células-tronco em 6rgdos lesados é fundamental. E
possivel que o momento “6timo” para terapia varie de acordo com a da via de
administracdo empregada para o transplante das células, principalmente devido a

potenciais diferengas no mecanismo de acimulo das células. Por exemplo, a via
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sist€mica deve ser igualmente dependente de fatores relacionados a mobilizacdo e ao
homing, enquanto que a via intramuscular € fundamentalmente dependente dos

processos de homing e retencdo das células no tecido a ser reparado.

Assim, o momento adequado para o transplante de células deverd ser avaliado
dentro do contexto da modalidade da via de administragdo como o objetivo de otimizar a

eficiéncia do mecanismo predominante em cada via.

1.4 Infarto Agudo do Miocardio — Mecanismos Celulares e Moleculares da

Resposta Inflamatéria

A interrup¢do do fluxo sanguineo em uma ou mais artérias coronarianas define,
resumidamente, o infarto agudo do miocardio. A conseqiiéncia desse evento € a privacao
de sangue, um fluido vital responsavel pelo transporte de gases e moléculas organicas
essenciais para a geracdo de energia nas células. Essa condi¢do isquémica leva a morte
das células perfundidas pelo leito arterial acometido, caso a reperfusido niao ocorra dentro
de poucos minutos. Do ponto de vista fisiopatologico, a isquemia tem como
conseqiiéncia a ativacdo imediata de um processo inflamatério cujo grau de intensidade

. . . 28
varia de acordo com o tempo e grau de isquemia .

A resposta inflamatdria € iniciada pela ativacdo do sistema do complemento. O
complemento € ativado por fragmentos de membrana e contetido intracelular dos

cardiomidcitos mortos por necrose. A presenca de componentes do sistema do
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complemento amplifica o recrutamento de células inflamatdrias para o local da isquemia
através, principalmente, do incremento de citocinas pro-inflamatdrias. Nessa fase inicial,
destaca-se também a participacdo das espécies reativas de oxigénio (ROS) geradas pelo
desequilibrio de oxido-reducdo resultante da inibicdo da troca gasosa via fluxo
sanguineo *°. O papel pré-inflamatério das ROS é evidente pela elevagdo do niimero de

‘- . 3031
leucdcitos locais .

Fatores de transcricdo s@o ativados pelas células envolvidas na isquemia, dos
quais o NF-kB destaca-se por induzir a expressdao de citocinas importantes nesse
processo como o TNF- a e interleucinas pré-inflamatérias (IL-1a, IL-1p, IL-6, IL-8). A
coordenada ativacdo desses mediadores quimicos garante a efetividade da resposta
inflamatéria. Como resultado, a mediacdo celular da resposta inflamatéria € iniciada
com a infiltracdo principalmente de neutréfilos. A interleucina 8 é uma das principais
citocinas responsdveis pela migracdo de neutréfilos. Estudos mostram que quanto mais
acentuados os niveis dessa quimiocina, maior o nimero de neutréfilos atraidos para o
local da les@o. Ademais, quando o miocéardio isquémico € reperfundido, a concentracao

. . ;. . . , . ~ 31
dessa citocina € ainda maior, o que pode explicar o carater hostil da reperfusdo .

Os neutrdfilos recrutados pela cascata de ativacdo quimioatrativa, atingem o
tecido isquémico cardiaco através da interagdo com as células endoteliais da vasculatura
local. Ambos os tipos celulares interagem através de moléculas de adesdo expressas por
essas células. Receptores para selectinas E e P das células endoteliais presentes em

neutr6filos medeiam o contato inicial dessas células. A seguir, ICAM, uma proteina de
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adesdo intercelular presente na membrana plasmdtica de células endoteliais e
cardiomidcitos, liga-se a um complexo proteico de integrinas (integrina 2 ou CDI18,
CDl11a, CD11b) da membrana dos neutréfilos e, finalmente, adentra no millieu do tecido
cardiaco. Nesse local, os neutréfilos promovem a degradacdo da matriz extracelular

através da sintese e liberacdo de metaloproteinases, especialmente MMP-9.

A digestdo da matriz extracelular é concomitante a3 maturagdo de mondcitos em
macrofagos para a fagocitose desses componentes digeridos e das células mortas.
Sequencialmente, fatores de crescimento como o FGF e VEGF estimulam
miofibroblastos a diferenciarem-se em fibroblastos secretorios. Finalmente, a
colonizac¢do da regido eliminada pela isquemia por fibroblastos e a secre¢io de coldgeno

por essas células, constituirdo o novo tecido local.

A resposta inflamatdria frente a isquemia cardiaca € um processo benéfico por
solucionar o problema estrutural da perda de tecido cardiaco. Em contrapartida, é
inevitdvel a adaptacdo do coracdo cicatrizado frente ao novo constituinte do tecido
cardiaco. Essa adaptacdo, em quase todos os casos, € traduzida no remodelamento
cardiaco e, nesse sentido, em detrimento do reparo estrutural, a inflamacdo ndo é

satisfatoria.

O remodelamento € a condi¢do onde a morfologia anatdmica do ventriculo
esquerdo € alterada em decorréncia da ineficiéncia da funcdo do tecido cardiaco

enquanto bomba propulsora. Nesse cendrio, a insuficiéncia cardiaca, € a resultante
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inevitavel do infarto do miocardio ndo letal. Em resumo, o infarto do miocardio leva a
perda de tecido e ao prejuizo do desempenho cardiaco. Assim, a melhor terapéutica para
evitar o remodelamento € a regeneracdo dos cardiomidcitos bem como a estimulacio da

neovascularizacdo dentro da drea infartada.

Finalmente, conforme a descricdo fisiopatolégica do processo inflamatorio
decorrente do infarto do miocédrdio € pertinente um comentario nessa sessdo. A cinética
dos mediadores quimicos e celulares que regulam a resposta inflamatéria pode fornecer

informacOes importantes para a elaboracdo de estratégias que visem o reparo tecidual.

Muitos dos fatores envolvidos com o processo inflamatério t€m um papel
importante sobre o homing de células-tronco hematopoiéticas para o local da isquemia,
inclusive os mesmos, por apresentarem acdes pleiotrépicas, podem influenciar os dois
processos em momentos diferentes. Assim, os limites entre a promocao da inflamacio e
o reparo celular sdo ténues e isso, impulsiona a busca por possiveis janelas de

intervencao durante o curso da resposta inflamatéria.
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1.5 Organizacao Espacial e Temporal dos Fatores que Governam o Homing de
Células da Medula Ossea apos o IAM — Uma Possivel Janela para Intervencao

em Terapia Celular

No contexto da resposta inflamatéria que se segue a isquemia cardiaca, a
complexidade dos eventos vai além do pleiotropismo da rede de moléculas envolvidas.
Citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento t€m sua a¢do controlada temporalmente,
e 1sso pode ser observado através dos niveis locais dessas moléculas que variam durante

o curso do processo inflamatorio 2832

A explicagdo para a participacdo de células indiferenciadas da medula 6ssea no
processo de reparo cardiaco pode ser compreendida a luz do comportamento e regulacao
dos fatores quimioatrativos encontrados durante o desencadeamento do processo
inflamatério. Nesse sentido, os fatores envolvidos com o recrutamento de células da
medula Ossea para o coracdo durante esse processo também cursam com niveis que

335 A despeito de sua funcdo quimioatrativa sobre células

variam com o tempo
inflamatérias linfomononucleadas, fatores como G-CSF, SDF-1, interleucina 8 (IL-8),
SCF entre outros, desempenham um papel importante na modulacdo do processo de

. . ( I . . < 30,34
reparo cardiaco mediado por células indiferenciadas residentes na medula 6ssea .

De fato, essas moléculas sdo supra-reguladas apds o evento isquémico cardiaco
3 . . - .
2831 Shintani e colaboradores demonstraram uma relagio temporal entre o infarto agudo

do miocardio (IAM) em humanos e a mobiliza¢do de células CD34", uma populagio de
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células-tronco hematopoiéticas. Essa mobilizacdo foi incrementada ao longo das horas
consecutivas ao infarto e atingiu um pico no sétimo dia apds o evento isquémico.
Concomitantemente, os niveis de VEGF, FGF e G-CSF estavam aumentados nesse
intervalo. No mesmo ano, Gill e colaboradores relataram uma elevacdo rdpida e
transiente de células VEGFR2" AC133" no sangue de individuos acometidos por trauma
vascular *°. Essa mobiliza¢do ocorreu imediatamente apds a lesdo e foi transitdria, ou
seja, houve uma correlagdo positiva entre o incremento no nudmero dessas células
circulantes e o tempo apds a lesdo. Segundo esse trabalho, essa correlacdo estava
diretamente relacionada ao aumento de VEGF nas primeiras 72 horas, que diminuiu ja

no sétimo dia apds a lesdo vascular.

Em 2003, Askari e colaboradores estudando o efeito de um fator especifico
(SDF-1) sobre a migracdo de células da medula 6ssea ao coracdo isquémico,
demonstraram que o miocdrdio expressou SDF-1 em niveis incrementados em
decorréncia de um insulto isquémico 37, Ademais, os niveis locais desse fator variaram
com o tempo. Nas primeiras vinte e quatro horas a concentragdo desse fator
quimioatrativo era maior e diminuiu nas horas seguintes até o desaparecimento no

sétimo dia ap0s a lesao.

No ano seguinte, o grupo de Abbott também descreveu um papel importante do
SDF-1 no recrutamento de células da medula éssea em modelo animal de infarto agudo

., . 34 . . ~ ~
do miocdrdio ~". Nesses animais, a expressdo de SDF-1 no coracdo aumentou
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progressivamente nas primeiras setenta e duas horas e diminuiu no sétimo dia. Houve
uma correlagdo positiva entre o incremento de SDF-1 local e a mobilizacdo de células
CXCR4" da medula para o miocdrdio isquémico. Esses pesquisadores também
demonstraram que a expressdo de SDF-1 induzida por vetor viral em cardiomidcitos de

coragdes sadios, ndo era suficiente para o recrutamento das células da medula.

Os estudos supramencionados, em conjunto, corroboram a proposta de que a
expressdo de determinados fatores, especialmente aqueles relacionados a mobilizacdo
enddgena de células da medula 6ssea, apresentam uma cinética regulada temporalmente,
dentro de uma limitada janela de tempo, em ultima andlise, transitéria 34,37.38
Interessantemente, um outro fator comum a esses estudos € a interpretacdo de que,
provavelmente, a deficiéncia de regeneracdo cardiaca esteja intimamente relacionada a
“intensidade do sinal de homing” para as células da medula 6ssea. Se a medula for de
fato um 6rgdo mantedor de populacdes de células com certo grau de plasticidade, 6rgaos
como o coracdo, poderiam ser considerados geradores de sinais de homing ineficientes.
Por outro lado, sob a dptica da evolugdo, o coracido a priori ndo tem necessidade de
renovagdo celular constante. Isso poderia explicar a baixa porcentagem de células
precursoras residentes nesse O0rgdo e a sua limitada capacidade regenerativa. Neste
contexto, especulariamos que hd 6rgao(s) que funcionam como reservatorio central de
células para o reparo de tecidos adultos, especialmente daqueles que tém baixa

capacidade de renovacdo celular e fazem uso de células indiferenciadas ou precursoras

de outros 6rgaos.
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Finalmente, a despeito da posi¢do hierdrquica quanto a maturidade das células-
tronco adultas, € constativel que o coracdo, em decorréncia de lesdo por isquemia,
sintetiza fatores relacionados ao trifego de células da medula dssea via corrente
sanguinea e que esse processo € transitorio. Esses achados certamente instigam a
investigacdo em direcdo a identificacio do “momento ideal” para o transplante de

c€lulas.

1.5.1 Homing: um processo de miiltiplas etapas

O homing de células-tronco para o local da lesdo de um 6rgdo adulto é um
processo complexo, seqiiencial e fisiologicamente orquestrado de recrutamento de
células. Citocinas, quimiocinas, fatores de crescimento e moléculas de adesdo, sdo
sinalizadores fundamentais para a mobilizacdo das células-tronco da medula Ossea,
circulacdo via corrente sanguinea, transmigracio e adesdo no 6rgio lesado *'. Para que
esse processo seja efetivo, é imprescindivel que ndo haja interrupc¢do em nenhuma das
etapas relacionadas. A figura 1 ilustra esquematicamente as fases do processo de homing

de células-tronco hematopoiéticas ao coracdo lesado por isquemia.
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Figura 1. Homing de células-tronco hematopoiéticas para o coragcdo durante o
infarto do miocardio. As principais etapas desse processo envolvem a
mobilizacdo de células-tronco da medula 6ssea seguida da migragdo dessas
células através do sistema circulatério sanguineo e a adesdo no miocardio sob
sinalizacdo quimioatrativa do miocérdio isquémico.

As células-tronco, para permanecerem na medula dssea, precisam reconhecer
sinais especificos. Existe um fator-chave que regula a permanéncia dessas células na
medula dssea, o SDF-1. O SDF-1 é expresso por células do estroma da medula 6ssea
como as células mesenquimais e os osteoblastos 2 Por outro lado, as células-tronco

hematopoiéticas expressam o receptor para o0 SDF-1, uma molécula conhecida como

CXCR4. A interagdo de SFD-1 com CXCR4 garante a estadia dessas células no

compartimento medular.
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As células-tronco hematopoiéticas com CXCR4 na superficie da membrana,
respondem ao gradiente de SDF-1 e sua localizagdo preferencial na medula 6ssea pode
ser explicada pelo fato de que em condi¢des normais, esse € o 6rgao adulto que contém
os niveis mais elevados de SDF-1, dado que a demanda de renovacdo celular é

constante.

A concentragdo de SDF-1 ndo € o tnico fator que garante a estadia das células-
tronco hematopoiéticas. As células estromais da medula dssea também expressam

moléculas de adesdo como o VCAM que intermedeiam a ancoragem das células-tronco

21

Considerando a importancia do eixo SDF-1 — CXCR4 como mecanismo
fundamental para a permanéncia das células-tronco hematopoiéticas em um 6rgao, a
expressdo de SDF-1 por 6rgdos lesados como ja bem descrito para o coracdo apds
isquemia, desempenharia um papel preponderante no homing dessas células para o
coragdo, visando a regeneracdo tecidual. Ao incrementar localmente a concentragdo de

SDF-1, as células migrariam na direcao do fator, portanto, chegariam ao coragao.

Porém a complexidade desse processo vai além de um simples sinal de gradiente
de concentracdo de um unico fator. Outros sinais, orquestrados temporalmente com a
migracdo do gradiente de concentracdo de SDF-1 sdo necessdrios para a saida das

células-tronco hematopoiéticas da medula Ossea. Destaca-se aqui a importincia das
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metaloproteinases (MMP-1, MMP-9) e outras proteases secretadas principalmente por
neutréfilos sob o controle de G-CSF e GM-CSF. Novamente a participacdo de células e
moléculas envolvidas com a inflamagdo pds-isquémica tem um papel importante. O fato
€ que, a elevacdo no nivel local cardiaco de SDF-1 necessita ser concomitante ao
decréscimo dessa proteina na medula dssea. Isso pode acontecer em decorréncia da
destrui¢do do SDF-1 e das moléculas de adesao nas células estromais da medula éssea
pelas proteases, principalmente a metaloproteinase 9 (MMP-9). Ainda assim, os niveis
de SDF-1 na medula dificilmente ndo sdo superados, mas a diminuicdo sinaliza a saida

das células desse local.

Contudo, uma vez liberadas da medula dssea e ao transmigrarem através da
interacdo com moléculas expressas por células endoteliais dos vasos sanguineos locais,
as células-tronco hematopoiéticas ganham a corrente sanguinea e seguem em direcdo ao

orgdo isquémico, guiadas principalmente pelo gradiente de concentragdo de SDF-1.

O trafego dessas células em dire¢cdo ao gradiente de SDF-1 via circulacio
sanguinea € uma outra etapa do processo de recrutamento de células-tronco
hematopoiéticas que é garantido pela permanéncia do sinal de homing via moléculas
expressas pelos cardiomidcitos isquémicos em niveis suficientemente elevados e
duradouros. Uma das hipéteses que pode estar envolvida na deficiéncia de regeneracdo
cardiaca apds um trauma, € a ineficiéncia do coracdo em manter niveis elevados e
duradouros de moléculas sinalizadoras do homing de células-tronco. De fato, como

relacdo aos niveis de SDF-1, esses s@o encontrados apenas nas primeiras horas apos o
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infarto do miocdrdio, estando praticamente ausentes no sétimo dia apds o evento

isquémico **.

A etapa de transmigracdo das células-tronco hematopoiéticas ao sistema
sanguineo coronariano, assim como para os neutréfilos durante o processo inflamatdrio,
¢ mediada por moléculas de adesdo em células endoteliais da microvasculatura cardiaca.
A interacdo das células endoteliais com as células-tronco assegura que essas ultimas

possam adentrar ao hostil microambiente cardiaco acometido pela isquemia.

E de particular importincia ressaltar que a sinaliza¢io para o recrutamento de
células-tronco € concomitante aos eventos moleculares e celulares que provéem a
resposta inflamatéria durante a isquemia cardiaca. Nesse sentido, a presenca de
neutro6filos, interleucinas pro-inflamatérias, macréfagos e a presenca de espécies reativas
de oxigénio geradas pelo desequilibrio redox, sdo potenciais fatores contra a
permanéncia das células-tronco nesse local. Nesse contexto de intensa resposta

inflamatéria a qual as células-tronco estdo expostas, a chance de sobrevida dessas

células tende a diminuir.

Finalmente, a adesdo das células-tronco no tecido cardiaco € a etapa que precede
os provdveis mecanismos de reparo mediados por essas células. A expressio de
moléculas de adesdo pelos cardiomidcitos e também pelas células-tronco assegura a

interacdo entre ambas.
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Em resumo, a participacdo de células-tronco no processo de reparo cardiaco
depende de sinais seqiienciais envolvendo os Orgdos em questdo e também da
capacidade que as células envolvidas nesse processo tém de responderem a esses sinais.
Cada uma das etapas € fundamental para a efetividade do processo. O conhecimento
acerca da repopulacdo de medula Ossea tem contribuido significativamente para a

elucidagdo dos processos envolvendo a regeneragdo celular/tecidual de 6rgdos adultos.

1.6 Matrizes de Biopolimeros na Medicina Regenerativa

Uma das razdes que pode explicar a perda massiva de células durante o
transplante € o veiculo de administracdo dessas células. Em geral, as células-tronco sdo
injetadas em solugdo aquosa de meio de cultura, solugdo fisioldgica salina e até mesmo
em soro fetal utilizado como fonte de fatores de crescimento para o cultivo das células.
Essas solucdes permitem que as células possam ser facilmente lavadas, especialmente

nos casos onde elas atingem diretamente o sistema circulatério.

A utilizagdo de biomatrizes injetdveis, ndo apenas poderia resolver esse
problema, dado que as células permaneceriam retidas, como também, considerando o
fato de que essas matrizes representariam uma estrutura pré-angiogé€nica apta para

manter as células transplantadas, otimizaria a paténcia das células enxertadas St
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A fibrina € um biomaterial amplamente empregado como selante cirdrgico. Nao
€ toxico e € biocompativel, ndo induz resposta inflamatoria, portanto, ndo promove a
extensio da fibrose cardiaca **. O uso isolado de matriz de fibrina demonstrou efeito
positivo sobre a func¢do cardiaca, prevenindo o remodelamento negativo ventricular em

. < ~ . . ~ . 49
ratos submetidos a lesdo de isquemia/reperfusao cardiaca ™.

Evidéncias recentes sugerem que a combinagdo de células com biopolimeros
injetdveis como a fibrina, coldgeno e matrigel podem favorecer a sobrevida dessas
células, a angiogénese e melhorar a fun¢@o cardiaca em modelo animal de infarto agudo

do miocardio *-!

. Nesse sentido, o emprego de células-tronco associado ao uso de
biopolimeros é uma promissora proposta para a efetivacdo da engenharia de tecidos

cardiaca.
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Considerando o curso temporal dos fatores relacionados aos mecanismos de
mobilizacdo, homing e retencio de células-tronco no contexto da isquemia cardiaca, bem
como a provavel relacdo entre esses mecanismos e a via de administragdo empregada
para o transplante dessas células, o objetivo desse estudo foi investigar a retencdo de
células da medula 6ssea no coragdo de ratos submetidos a lesdo por isquemia/reperfusao,
de acordo com tempo apds a isquemia para o transplante e a via de administracdo das
células. Também buscamos investigar a relacdo entre a retengcdo de células e a funcio

cardiaca dos animais.

Especificamente:
e Avaliar a retencdo cardiaca de células da medula déssea transplantadas em ratos

submetidos ao infarto agudo do miocédrdio de acordo com:

I. a via de administracdo das células [intravenosa (IV), intracavitaria — VE

(IC), intracoronariana (ICO) ou intramuscular (IM)];

II. o momento apds a isquemia para o transplante das células (1, 2, 3 ou 7

dias);

e Auvaliar a biodistribui¢io das células da medula 6ssea transplantadas;

e Auvaliar o efeito do uso de biopolimero de fibrina como veiculo para o transplante

das células da medula ssea sobre a retencdo cardiaca dessas células;
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e Avaliar os efeitos da administracdo sistémica e direta de CMO (com e sem
fibrina associada) em ratos infartados sobre parametros histopatologicos do

infarto e funcionais, de desempenho cardiaco dos animais.
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3.1 PROCEDIMENTOS CIRURGICOS EXPERIMENTAIS

3.1.1 Modelo Animal de Isquemia Cardiaca

Os procedimentos experimentais foram desenvolvidos em concordincia com o
guia institucional de cuidados e uso de animais de laboratério, com aprovacdo do
Comité de Etica em Pesquisa e Experimenta¢do Animal (SDC/InCor — CAPEPESQ) do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo, Brasil

(#527/04; 0118/08).

Ratos machos Lewis isogénicos com 10 semanas de idade foram mantidos em
caixas (5 animais/caixa) com livre acesso a dgua e comida sob ciclo claro-escuro de
doze horas. Os animais foram anestesiados com uma combinagdo de ketamina (50
mg/kg peso corporeo; Parke-Davis, Ann Arbor, MI, USA) e xilazina (10 mg/kg, i.p.;
Bayer, Newhaven, CT, USA), intubados através de colocagdo de cateter intra-traqueal
para a ventilacdo a 2,5 mL, 65 pulsos/minuto com ciclos de pressdo controlados em
equipamento de ventilagdo para roedores (HARVARD Apparatus, Modelo 683,

Holliston, MA, USA) e submetidos a toracotomia lateral.

O coracio foi exposto e a artéria corondria esquerda foi circundada por um fio de
sutura de nylon (5,0) a aproximadamente 1 mm da sua origem, gentilmente ocluida,
através da amarradura do fio, por 45 minutos e entdo liberada, permitindo-se a

reperfusdo da drea mantida por essa artéria. Esse procedimento produziu uma drea

-28 -



Métodos — Retencdo de CMO

claramente demarcada (ciandtica e esbranquigada), correspondente a distribuicdo da
artéria corondria esquerda distal a oclusdo. Todos os animais foram mantidos

individualmente por um periodo de recuperacdo de vinte e quatro horas.

Para os estudos de fung¢do cardiaca, o procedimento de isquemia foi o de ligadura
permanente da artéria corondria. Tal procedimento provoca uma lesdo do tipo transmural
(que se estende do epicardio ao endocardio) que gera comprometimento da fungdo
cardiaca.

Previamente a administracdo das células a presenga de infarto foi examinada
através de exame ecodopplercardiogriafico com o propdsito de selecionar apenas o0s
animais infartados com tamanho de IAM entre 30 — 40 % da parede do ventriculo
esquerdo. Esse pré-requisito foi adotado com o propdsito evitar vieses na avaliacdo do

desempenho cardiaco.

3.1.2 Vias de Administracao das Células da Medula Ossea (”mTc-CMO)

Vinte e quatro, quarenta e oito ou setenta e duas horas apds a isquemia cardiaca,
os animais foram submetidos a outro procedimento cirdrgico para o transplante de 6 x
10° CMO diluidas em 100 pL. de PBS, através de uma das seguintes vias de
administracdo experimentais: intravenosa [(IV) — pela veia caudal], intracavitdria [(IC) —
com a agulha dentro do ventriculo esquerdo, confirmado pelo retorno de sangue na
seringa], intracoronariana [(ICO) — com a agulha dentro do ventriculo esquerdo e

oclusdo da artéria aorta por vinte segundos durante a injecdo, com o objetivo de
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mimetizar a infusdo intracoronariana], e intramiocdrdica [(IM) — com a agulha
posicionada no miocdrdio do animal, injetando-se na drea limitrofe entre o miocédrdio
sadio e o isquémico, conhecida como zona de borda]. O térax foi fechado, o
pneumotorax removido e entdo, vinte e quatro horas apds o transplante das células, os

animais foram submetidos a eutandsia para a coleta de seus 6rgaos.

3.2 RADIOMETRIA NUCLEAR

3.2.1 Avaliacio da Radioatividade nos Orgdos Coletados dos Animais que

Receberam Células da Medula Ossea Marcadas (99mTc-CMO)

Vinte e quatro horas ap6s o transplante das células, os animais foram submetidos
a eutandsia e o coragdo, pulmdes, figado, baco, rins, fémur e amostra de sangue
(aproximadamente 3 mL) foram retirados desses animais e pesados. A radioatividade
dos 6rgaos isolados foi medida em um contador de radiagdo gama (Automatic Gamma
Counter 1480 — Perkin Elmer). Os valores de radioatividade no sangue e ossos foram
estimados a partir da quantidade de radioatividade nas amostras desses tecidos,
considerando-as como 7 % e 10 %, respectivamente, do peso corpéreo do animal *. Os
resultados foram expressos como a percentagem do total da radioatividade injetada apds

correcdo do decaimento da radioatividade.
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3.2.2 Captaciio de Metabélitos do Marcado *™Tc-CMO no Coraciio

Com o objetivo de avaliar a retencdo cardiaca de metabodlitos de [gngc] tecnécio
extruidos das CMO, 30 x 10° células foram incubadas em 500 puL de meio de cultura por
24 horas. A suspensdo de c€lulas foi entdo centrifugada e 100 uL do sobrenadante foram
injetados no miocdrdio de cinco animais, vinte e quatro horas depois do infarto. Apds
outras vinte e quatro horas, os animais foram submetidos a eutandsia e seus coragdes

foram coletados para a determinacao da radioatividade nos mesmos.

3.3 CULTURA DE CELULAS E ENSAIOS IN VITRO

3.3.1 Isolamento das Células da Medula Ossea e Radiomarcacio

Sob condi¢des estéreis, os fémures e tibias de ratos machos Lewis de dez
semanas de idade foram retirados e o tecido conectivo foi removido. A medula éssea foi
extraida dos ossos através da lavagem de suas cavidades com meio de cultura DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Médium). A suspensdo resultante foi cuidadosamente
homogeneizada para a dissolu¢do da medula.

As células vermelhas foram removidas através de gradiente de densidade por
meio de centrifugacdo a 829 g por 30 minutos apés a adicdo do mesmo volume de
solucdo de Ficoll-PaqueTM Plus (Amersham Bio Sciences AB, Uppsala, Sweden) a

solucdo contendo as células da medula dssea. Apds a centrifugagdo, a fragdo celular de
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baixa densidade, composta pelas assim denominadas, células da medula 6ssea nao-

fracionadas (CMO), foram coletadas e diluidas em solucdo salina PBS.

O radiofdarmaco **™Tc-HMPAO foi obtido pela reconstitui¢do do kit liofilizado
Ceretec® (Amersham) com 2 mL de solu¢do de NaCl 0,9 % contendo 1.48 GBq (40
mCi) de pertecnetato de s6dio (IPEN-CNEN, Brasil). A pureza radioquimica do produto
marcado (**"Tc-HMPAO) foi determinada através do procedimento de extragdo em
acetato de etila. As CMO foram marcadas com *’"Tc-HMPAO, com mudancas minimas

no protocolo padrdo para marcagdo de leucdcitos 32

Brevemente, a suspensdao de CMO foi centrifugada, o sobrenadante removido e o
pellet foi ressuspendido em 1 mL de solucdo contendo **™Tc-HMPAO e incubado por 15
minutos a 37 °C. Plasma, obtido a partir da centrifugacdo do sangue total dos mesmos
animais doadores de medula, foi adicionado para interromper a marcagao das células e
finalmente a suspensdo de CMO foi centrifugada a 466 g por 10 minutos. Entdo, o
sobrenadante foi descartado e o pellet d¢ CMO marcadas foi ressuspendido em PBS
(phosphate-buffered saline). A centrifugagdo foi repetida para a eliminacdo completa de
radiofdrmaco livre das células. A eficiéncia de marcacgdo foi avaliada e calculada como a
razio entre a atividade contida nas *"Tc-CMO e o total de radioatividade

(radioatividade nas células mais aquela do sobrenadante descartado).

Para avaliar a estabilidade da radiomarcagdo nas CMO, uma aliquota de 6x10°

células marcadas foi incubada por 24 horas e entdo centrifugada. A radioatividade foi
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medida no pellet e no sobrenadante e a taxa de extrusdo foi calculada como a eficiéncia
de marcacdo. Para examinar o (s) potencial (is) efeito (s) nocivo da radiacido e/ou dos
componentes quimicos do PmTe HMPAO, a viabilidade das CMO foi determinada

através do teste de exclusdo de morte por azul de tripan.

3.3.2 Avaliacao da apoptose em #mre.CMO

Um dos métodos utilizados para detec¢cdo precoce da apoptose € a avaliacdo da
mudanca na posicdo de fosfatidilserina (FS) na membrana celular. A FS exposta ao
ambiente extracelular pode ser detectada através da ligacdo de anexina V, uma proteina
com alta afinidade por FS.

A morte celular por apoptose e necrose foi avaliada em células da medula 6ssea
marcadas radioativamente. Brevemente, quatro horas apés a marcagdo com > "Tc —
HMPAQO, as CMO foram lavadas em PBS e centrifugadas (1200 rpm durante 5
minutos). O pellet de células foi fracionado em aliquotas de 0,5x10° células e essas
aliquotas foram ressuspendidas em 200 pL de uma solucdo tamponada (1X binding
buffer — BD Bioscience ®). Posteriormente, 5 pl. de anexina V — FITC (BD Bioscience
®) e 10 uL de iodeto de propideo — PE (phycoeritrin), um corante fluorescente vital (BD
Bioscience ®), foram adicionados as aliquotas e incubados por 15 minutos em
temperatura ambiente protegidos da luz. Imediatamente apds a marcacdo, as 99me.
CMO foram avaliadas por citometria de fluxo (FACSCAlibur — BD ®) com o proposito

de quantificar as células apoptéticas e necréticas da populagdo estudada.
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3.3.3 Extracao e Cultura Primaria de Células-Tronco Derivadas do Tecido Adiposo

Células-tronco mesenquimais obtidas do tecido adiposo foram transplantadas em
associagdo com fibrina em ratos e avaliadas histologicamente apds 30 dias, sobretudo

para verificar a eficdcia da retencdo das células com fibrina em longo prazo.

Ratos Lewis, machos, foram utilizados como doadores de células-tronco
derivadas do tecido adiposo (CTTA). Os animais foram mortos por “overdose”
intraperitoneal de pentobarbital sédico (80 mg/kg). Apds tricotomia dos membros
inferiores, foi realizada uma incisdo para a remogao do tecido. O tecido adiposo inguinal
branco removido foi copiosamente lavado com PBS. Em seguida o tecido foi digerido
mecanica e enzimaticamente a 37 °C por 40 minutos, sob agitacdo constante, numa
solucdo contendo colagenase tipo 1A a 0,075 % (C-2674; Sigma®; St. Louis, MO),
DMEM L e 20 mg/g de tecido de albumina bovina (BSA, Sigma). A atividade
enzimdtica foi interrompida com 10 mL de FBS. O tecido adiposo digerido foi
centrifugado a 466 g por 15 minutos e o pellet obtido foi ressuspendido em meio de
cultura DMEM L enriquecido com 10 % de FBS e 1 % P/S [penicilina G (100 U/mL) e
estreptomicina (100 pg/mL)]. As células mantidas em atmosfera umida contendo 5 % de
CO; a 37 °C por duas horas e em seguida, todo meio contendo células ndo-aderentes foi
descartado. Foi adicionado um novo meio de cultura com as mesmas concentragcdes de
FBS e P/S. As células-tronco obtidas foram mantidas por 3 dias em placas e entdo

descoladas com solug¢do de tripsina (0,25 % tripsina em 1 mM EDTA), contadas através

-34 -



Métodos — Retencdo de CMO

do método de exclusdao de morte por azul de trypan e plaqueadas em garrafas de cultura
de 75 cm” na densidade de 1 x 10* células/cm®. O meio de cultura foi trocado a cada 3
dias. As células-tronco do tecido adiposo foram utilizadas para o transplante na terceira
passagem. Anteriormente ao transplante, as CTTA foram marcadas com CM-Dil (C-
7000, Molecular Probes Inc., Oregon, U.S.A). Seccdes histolégicas obtidas dos coracdes

foram incubadas com DAPI (Sigma) para a identificagdo dos nucleos celulares.

3.3.4 Extracao e Cultura Primaria de Fibroblastos Cardiacos

Fibroblastos cardiacos foram extraidos e posteriormente modificados
geneticamente para expressar continuamente a enzima beta galactosidase. Essas células
foram utilizadas por serem eficientemente infectdveis com vetores adenovirais e,
sobretudo, por funcionarem como Otimos vetores de expressdo de transgene. Neste
sentido, a identificacdio e localizagdo dos fibroblastos transplantados com fibrina
poderiam corroborar os dados quantitativos obtidos com a radiomarcagdo das células da

medula 6ssea transplantadas com o mesmo veiculo.

Para a extracdo de fibroblastos cardiacos foram utilizados de 2 a 3 ratos adultos
Lewis submetidos a eutandsia em cdmara de CO,. Apods constatacdo da parada cardiaca,
os animais foram posicionados em dectbito dorsal e uma incisao cutinea transversal foi
feita estendendo-se por todo térax do animal; o coracdo foi retirado e transferido para

um tubo plastico contendo solucdo gelada de PBS. Os corag¢des foram transferidos para
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placa de petri em fluxo laminar e secionados. O tecido seccionado foi transferido para
tubo pléastico contendo solucdo de colagenase tipo 2 (200 U/mL, Sigma Chemical Co.,
Milwaukee, WI, USA) e mantido sob agitacdo a 37 °C por periodos de 30 minutos ou até
completa dissociagdo do tecido cardiaco. Apds cada periodo de incubacdo o
sobrenadante foi recuperado e acrescido de 1 mL de FBS. Esta suspensdo de células foi
submetida a centrifugacdo a 150 g por 5 minutos em temperatura ambiente. O
precipitado obtido de cada etapa foi ressuspendido em DMEM acrescido de 15 % de
FBS (vol./vol.) e 1 % (vol./vol.) de penicilina/estreptomicina (1000 UI/mL-1000
Ag/mL; GIBCO BRL, Gaithersburg). Posteriormente foi transferido para garrafa de 75
cm’ mantida em atmosfera dmida contendo 5 % de CO, a 37 °C. Ap6s 24 horas, o meio

de cultura foi substituido por DMEM suplementado com 20 % de FBS. Os fibroblastos

foram utilizados para o transplante na terceira passagem.

3.3.5 Transduciao de Fibroblastos Cardiacos com Vetor Adenoviral Contendo a
Proteina Beta — Galactosidase - AdRSVLacZ

Fibroblastos cardiacos mantidos em cultura, em garrafas de 75 sz, sob
confluéncia de 80 a 90 % foram infectados com solucdo estoque de adenovirus
recombinante para o gene Lac Z [(beta — galactosidase, B-gal) (AdRSVLacZ)]. O
procedimento de infeccdo celular foi realizado a partir da substitui¢do do meio de cultura
de miofibroblastos cardiacos por 3 mL de solucdo estoque de virus (DMEM +

particulas) e mantidos por 12 horas em atmosfera imida contendo 5 % de CO, a 37 °C.
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3.3.6 Polimero de Fibrina

O polimero de fibrina foi preparado com a combinagdo de fibrinogénio e
trombina no momento da inje¢do. O fibrinogénio foi obtido por separacido do plasma a
partir de 50 mL de sangue de ratos da mesma linhagem com adic¢do de 5 mL de citrato
de sédio 3,8 %. Finalmente o fibrinogénio foi isolado utilizando-se a técnica de
crioprecipitacio * ¢ diluido na concentracdo final de 316 mg/dL. Trombina humana

(Baxter Healthcare, Inc.) fo1 utilizada para catalisar a reacao de polimerizagdo da fibrina.

As células foram ressuspendidas em 80 uL da solucd@o de fibrinogénio e, alguns
segundos antes da inje¢do no tecido, 20 uL de trombina (250 UI/mL) foram adicionados
a seringa contendo a suspensdo celular. Esta combinagdo permitiu uma janela adequada
de tempo de vinte segundos para a realizacdo da injecdo miocdrdica antes da

polimerizagao.

3.4 AVALIACAO HISTOLOGICA

3.4.1 Medidas — Infarto do Miocardio, Espessura da Cicatriz de Colageno e

Perimetro da Cavidade do Ventriculo Esquerdo

Ao final da sessdo experimental, os animais foram anestesiados com injecao

intraperitoneal letal de pentobarbital sédico (80 mg/kg) e o coracdo perfundido para a
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preparacdo histolégica. Brevemente, cada animal foi posicionado em decubito dorsal e
uma incisdo cutinea transversal foi feita estendendo-se do abdome ao térax do animal. O
coragdo foi exposto e o animal foi perfundido sob pressdao constante de 80 — 90 mm Hg
com solucdo fisiolégica contendo KCl1 (14 mM). Apds a constatagcdo da parada cardiaca,
a solucdo fisioldgica foi substituida por uma solucdo de formol tamponado a 4 %. O
coracdo foi retirado e mantido por vinte e quatro horas em formol tamponado. Apds
fixagdo, o coracdo foi removido e mantido em formaldeido 37% por 24 horas. Os
coragdes foram entdo segmentados através de cortes transversais de maneira que foram
obtidas trés partes: basal, mediana e apical. Foram utilizados apenas os segmentos
mediano e apical, pois esses continham a regido infartada. Procedeu-se entdo a rotina
histolégica de processamento do material em aparelho autotécnico com ciclo total de
doze horas para a desidratagdo, diafanizacdo e parafinizacdo do material. Em seguida os
coragdes foram incluidos em blocos de parafina e cortados em micrétomo, gerando
cortes de Sum de espessura que foram dispostos em laminas. As laminas contendo os
cortes foram mantidas por vinte e quatro horas em estufa a 75 °C para a remocao
completa da parafina. Essas laminas foram submetidas a coloragdo de “picrossirius red”,
uma coloracdo para o coldgeno total do tecido, de acordo com o protocolo utilizado em
nosso laboratério. Resumidamente, as 1aminas obtidas foram imersas na coloracdo de
“picrossirius” por uma hora e trinta minutos. Posteriormente foram lavadas trés vezes
em 4gua corrente e entdo imersas e mantidas em dgua por 10min. Em seguida foram
desidratadas através de imersdo em banhos de xilol consecutivos e preparadas para
andlise em meio de montagem permanente. As laminas foram fotografadas e as imagens

adquiridas com o auxilio do programa NIS - Elements AR 2.30, através de camera
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Nikon Hg 100W — LH-M100CB-1 acoplada em uma lupa Nikon SMZ800 em aumento
de duas vezes. Foi utilizado o software UTHSCSA ImageToll® para a realizacdo das
medidas. O tamanho da lesdo foi determinado através da percentagem da circunferéncia
média do ventriculo esquerdo acometida pela cicatriz de coldgeno, marcada em
vermelho pelo “picrossirius red”. Os valores gerados em pixels foram convertidos em

milimetros de acordo com a orientagdo do programa.

3.4.2 Identificacao das Células Injetadas no Corac¢ao

Para a avaliag@o histoldgica dos coragdes dos animais que foram transplantados
com células-tronco derivadas do tecido adiposo marcadas com CM-DiL os animais
foram sacrificados e o coracdo perfundido segundo o procedimento ja descrito. Os
coracdes dos animais transplantados com fibroblastos cardiaco expressando a enzima f3-
gal foram removidos e imediatamente congelados em nitrogénio liquido para preservar a
atividade da beta galactosidase. As seccOes histoldgicas dos coragdes dos animais
transplantados com fibroblastos cardiacos foram obtidas através de cortes feitos em
criostato (5 pm) e dispostas em ladminas para a realiza¢dao do ensaio para a verificacdo da
atividade da beta galactosidase.

Para os animais transplantados com células-tronco mesenquimais do tecido
adiposo, foi realizada a rotina de perfusdo e fixagdo do corac@o conforme descrito acima.
As laminas foram observadas em microscépio de fluorescéncia (Nikon Eclipse E600)

para a visualizacdo das células-tronco do tecido adiposo marcadas.
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3.4.3 Ensaio Macrométrico para a Beta — Galactosidase

Para identificar a expressdo de beta galactosidase nos fibroblastos cardiacos
implantados nos coracdes de ratos, foi realizado o ensaio enzimadtico para a 3-gal.

Cortes de 5 um do coracdo dos ratos implantados com fibroblastos infectados
com o transgene para a enzima beta galactosidase foram dispostos em laminas e fixados
em formaldeido 2 % e glutaraldeido 0.2 % por 10 minutos. Apds esse periodo as
laminas foram lavadas por duas vezes em PBS e coradas overnight com uma solucdo
contendo 0,1 % de x-gal, 5 mM de K ferricianida, 2 mM de K ferrocianida, 2 mM de
MgCl, para um volume determinado de PBS. Essa técnica permite a visualizacdo

macroscépica em azul da regido que contém a enzima em atividade.

3.5 AVALIACAO DA FUNCAO CARDIACA

3.5.1 Exame Ecodopplercardiografico

Os animais dos diferentes grupos experimentais foram submetidos ao exame
ecodopplercardiogrifico imediatamente antes do implante das células e trinta dias apds o
evento isquémico cardiaco. Para a realizacdo do exame, foi utilizado o equipamento Acuson
Sequéia 5600 (Ultrasoud system , Acusom). Foram realizadas medidas com o objetivo de se
determinar a fracao de ejecao do ventriculo esquerdo (VE), espessura da parede do VE, fracdo

de encurtamento da parede do VE, determinac¢do da drea isquémica entre outras.
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3.5.2 Avaliacao Hemodinamica da Funciao Cardiaca

Trinta dias apds o infarto do miocérdio foi realizado estudo hemodinamico com
os animais aquecidos (+ 37° C), mantidos sob plano anestésico adequado com uretana
(1,2g/kg, 1iv, Sigma, MO, USA), e ventilacdo mecéanica (freqiiéncia: 100
movimentos/minuto e volume corrente: 10 mL/kg) enriquecida com oxigénio (0,6 a 0,8
L/min). A veia femoral direita foi cateterizada para manuten¢do do plano anestésico,
administracdo de farmacos e reposi¢cdo hidrossalina. Um micromandmetro Millar
(MikroTip® 2F, Millar Instruments Inc., Houston, TX, USA) teve sua extremidade
distal posicionada dentro da cavidade ventricular esquerda a partir de cateterismo da
carétida comum direita para medida da pressdo intraventricular. Apds toracotomia
direita (3° espaco intercostal), foi posicionado um sensor de fluxo (Transonic
Flowprobe, Transonic Systems Inc. NY, USA) na aorta ascendente, devidamente
conectado ao sistema de medida do fluxo (Small Animal Blood Flow Meter — T206,
Transonic Systems Inc. NY, USA). Os dados de pressao intraventricular e fluxo adrtico
obtidos pelo software AcqKnowledge® 3.7.5. (Biopac Systems Inc., CA, USA)
possibilitaram computar os valores instantaneos de: pressdes ventriculares sistolica
(PSVE) e diastdlica final (PDfVE em mm Hg), freqiiéncia cardiaca (em batimentos por
minuto, bpm), primeira derivada temporal de pressdo positiva e negativa (dP/dt em mm
Hg/s), débito cardiaco (DC, em mL/min) e volume sistélico ejetado (VSE, em pL), além
de calcular os valores indexados de ejecdo pelo peso de cada animal — indice cardiaco e

indice de volume sistdlico ejetado (débito cardiaco e volume sistdlico ejetado divididos
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pelo peso do animal em quilogramas, IC e IVSE, respectivamente) e indice do trabalho

sistolico (ITS, em g.m/kg/batimento), dado pela férmula:

1TS = (PSVE — PDfVE).(iVSE). 0,0136

Avaliagdo hemodindmica durante aumento subito da pos-carga

A avaliacdo hemodinamica dos grupos experimentais foi feita sob condicdes
basais e durante estresse subito da pds-carga, através de uma sobrecarga pressdrica
induzida pela injecdo de fenilefrina (25-75 pg/kg, i.v. in bolus, Sigma, St. Louis, MO,
USA), suficiente para elevar a pressdo sistolica em 50 a 70% da basal. A andlise
posterior dos dados permitiu correlacionar as diferentes varidveis anteriormente
mencionadas, possibilitando a avaliacdo da capacidade de ejecdo cardiaca em condi¢des
basais e de sobrecarga pressérica. Esse procedimento ja foi testado como capaz de
identificar depress@ao do desempenho ventricular em ratos infartados, mesmo que os

parametros hemodinadmicos apresentem-se normais ou muito préximos a normalidade

quando avaliados sob condi¢des basais.

3.6 ANALISE ESTATISTICA

As diferencas na radioatividade dos 6rgios entre os grupos foram comparadas
através da andlise de varidncia de dois fatores (two-way ANOVA, seguido de pos-teste

Tukey) para avaliar o efeito do tempo pds-infarto e da via de administracdo sobre a
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reten¢do cardiaca das células. Andlise de variancia de um fator (one-way ANOVA,
seguido de pds-teste Tukey) foi utilizado para comparar a diferenca na retencio de
células entre 2 ou mais grupos e o teste ¢ foi utilizado para comparar valores de retencao

entre dois grupos.

Os resultados foram expressos como média + erro padrio da média (EPM).
Andlise de regressdo linear foi utilizada para avaliar o efeito da sobrecarga pressorica
sobre a fun¢do cardiaca. Em todos os casos, a diferenca foi considerada significativa

quando o valor de p foi menor ou igual a 0,05.

- 43 -



RESULTADOS




Resultados — Retengcdo de CMO

4.1 EFICIENCIA, ESTABILIDADE E CITOTOXICIDADE DA

RADIOMARCACAO EM CELULAS DA MEDULA OSSEA

A eficiéncia de marcacdo € entendida como a capacidade das células de
incorporar o radiofdrmaco. Assume-se que todas as células apresentam um similar
potencial de fazé-lo, o que resulta, em teoria, numa incorporacdo uniforme no sentido de
que todas as células devem conter, pelo menos, uma molécula do composto. A eficiéncia
de marcacdo €, entdo, resultado da capacidade de incorporag@o do conjunto de células, e
isso determina a intensidade do sinal radioativo emitido por essas células a partir da
quantidade de radiofarmaco fornecido a elas. Assim, a eficiéncia de marcacao funciona
como controle da radiomarcagdo inclusive para orientar se a emissdo radioativa das

células pode ser captada.

Nesse estudo, as células da medula 6ssea (CMO) apresentaram uma eficiéncia de
marcac¢do média de 14,9 + 3,5 %, resultando em aproximadamente 1,98 MBq por 10°
CMO. Entretanto, a radioatividade do 9mTc detectada nas células e no sobrenadante
revelou que apenas 33,0 * 2,5 % da radioatividade inicialmente incorporada,

permaneceram dentro das células apos 24 horas da marcacao (figura 2).
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Figura 2. Cinética de extrusio do [gngc] das células da
medula 6ssea em diferentes momentos apds a marcagao.
As barras negras representam a radioatividade retida nas
CMO e as barras brancas a radioatividade liberada no
sobrenadante por essas células.

A auséncia de deterioragdo significativa da viabilidade celular (80 % para CMO
marcadas [*"Tc-CMO] vs. 87,5 % para as nao-marcadas [CMO], p > 0,05), como
indicado pelo teste de exclus@o de morte por azul de trypan, sugeriu que a radioatividade
detectada no sobrenadante foi conseqiiéncia da extrusdo do %"Te das CMO marcadas e
ndo da morte das células. Adicionalmente, com a finalidade de investigar a possivel
capacidade do #"Te de induzir apoptose nas CMO, foi avaliada a externalizagdo de

fosfatidilserina, um fosfolipideo da membrana citoplasmética cuja distribuicdo esta
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restrita a porcao interna da bicamada lipidica; a exposi¢ao desse fosfolipideo ¢ utilizada
como marcador do inicio do processo de morte por apoptose. A andlise da marcacdo
com anexina V (anti-fosfatidilserina) e iodeto de propideo (corante vital) ndo mostrou
diferenca entre as CMO ndo-marcadas e marcadas com relagdo a apoptose (0,22 +
0,02% vs. 1,24 £ 0,13% , respectivamente) e a necrose (0,18 £ 0,01% vs. 0,16 + 0,02% ,
respectivamente).

Contudo, com o objetivo de determinar o acimulo das células transplantadas, os
valores da radioatividade no corac¢io foram corrigidos de acordo com a taxa de extrusdo
de *™Tc das CMO in vitro (33,0 %), assumindo uma equivalente taxa de extrusdo in

Vivo.

4.2 ACUMULO CARDIACO DE CELULAS DA MEDULA OSSEA

4.2.1 Efeito do Tempo apés o Infarto

Com o objetivo de determinar o momento mais apropriado, em termos de
retencdo, para a administracio das células apés o infarto, as *°™Tc-CMO foram
transplantadas através de 4 diferentes vias (IV, IC, ICO e IM) e em momentos distintos
ap6s o infarto agudo do miocédrdio (1, 2, 3 ou 7 dias) . Inesperadamente, a retencio
cardiaca das CMO ndo diferiu entre os tempos testados para as vias IV, IC e ICO (p >
0,05). Por outro lado, na via intramiocérdica, a reten¢cdo cardiaca de CMO foi maior nos
animais injetados 7 dias apos o infarto, comparada as observadas nos animais nos quais

as células foram adminstradas 1, 2 ou 3 dias apds a isquemia (p < 0,01). A tabelal e a
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figura 3a mostram a percentagem média da radioatividade nos coragdes dos animais que
receberam **"Tc-CMO nos grupos experimentais avaliados. A figura 3b mostra a
retencio de **"Tc-CMO nos animais que receberam-nas por via intramiocardica nos

diferentes tempos pds-infarto testados.

1d 2d 3d 7d
Via Valor p
n % n % n % n %
v 4 0.14(0.02) 7 022 (0.05) 4 0.13(0.02) 5 0.04(0.00) >0.05
IC 4 0.43(0.02) 4 049 (0.12) 4 071027 5 0.18(0.1D) >0.05
ICO 4  0.62(0.15) 5 1.28(0.36) 4  053(0.1) 4 0.32(0.13) >0.05
IM 5 827@2.04) 7 4.83(1.51) 5 655198 4 16.54 (4.36) <0.01

Tabela 1. Retengdo cardiaca de *”™Tc-CMO injetadas 1, 2 3 ou 7 dias apés o infarto do miocardio. As
percentagens representam a média (:EPM). n indica o niimero de animais em cada grupo.
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IM

Figura 3a. Representacdo grafica dos dados apresentados na tabela 1. A figura
mostra a retencio cardiaca de **"Tc-CMO injetadas 1, 2, 3 ou 7 dias apés o
infarto do miocdardio. IV, IC, ICO e IM indicam, respectivamente, as vias de
administracdo de células intravenosa, intracavitiria (VE), intracoronariana e
intramiocardica. Os valores estdo expressos como a percentagem média da
radioatividade injetada. * (p < 0,001) e # (p < 0,01) indicam, respectivamente,
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos IM 7d e IM 2d, 3d e IM
7d e IM 1d.

Radioatividade injetada (%)
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Figura 3b. Retengio cardiaca de *"Tc-CMO injetadas 1,
2, 3 ou 7 dias apds o infarto do miocardio pela via
intramiocdrdica (IM). Os valores estdo expressos como a
percentagem média da radioatividade injetada. * (p <
0,001) e # (p < 0,01) indicam, respectivamente, diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos IM 7d e IM
2d,3deIM 7d e IM 1d.

- 48 -

C—l1d
ez 2d




Resultados — Retengcdo de CMO

Finalmente, a andlise estatistica mostrou interacdo significativa entre os fatores
(via e tempo), indicando que a varidvel “via” tem efeito extremamente significativo

sobre os resultados observados (p < 0,0001).

4.2.2 Efeito da Via de Administracao das Células

Considerando que a diferenca na retencdo cardiaca das CMO ndo foi
estatisticamente significativa no intervalo de tempo testado para as vias IV, IC e ICO, os
valores encontrados de radioatividade nos quatro tempos foram agrupados para cada
uma dessas vias. Em outras palavras, o valor da retencdo cardiaca das CMO para cada
uma dessas vias resultou da média dos valores de todos os tempos testados em cada uma
delas. Portanto, o nimero total de animais foi de 20 para a via IV, 17 para IC e 17 para
ICO.

Apesar da diferenca na retencdo de CMO entre os tempos testados para a via
intramiocardica, todos os animais foram agrupados (n = 21), unicamente com o

propésito de mostrar a variagdao na dimensdo da retencio para cada uma das vias.

A despeito da via de administragdo, a radioatividade retida no coracao 24 horas
apods a injecao das células foi bastante reduzida. Conforme os dados ja apresentados, a
injecdo via IM foi a mais eficiente das vias testadas, exibindo um acumulo de CMO
significativamente maior que o atingido pelas vias IV, IC e ICO [8,64 + 1,56 % da
radioatividade injetada vs. 0,14 + 0,02 (p < 0,001), 0,44 + 0,08 (p < 0,001) e 0,72 £0,14

% (p < 0,001), respectivamente]. Figura 4.
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Figura 4. Acimulo cardiaco de *’"Tc-CMO
administradas por diferentes vias. IV (n=20), IC
(n=17), ICO (n=17) e IM (n=21) representam,
respectivamente, as vias de administragdo intravenosa,
intracavitaria (VE), intracoronariana e
intramiocardica. * (p < 0,001) indica diferenca
estatisticamente significativa entre a via IM e as
demais vias.

Para confirmar se a radioatividade no coragdo observada apds a injecdo IM era
de fato representativa do acimulo de CMO e ndo conseqiiéncia da combina¢do de CMO
com O [99mTC] tecnécio extruido remanescente no tecido cardiaco, CMO marcadas
radioativamente foram incubadas por 24 horas e entdo o sobrenadante (contendo apenas
0 [99mTC] tecnécio extruido) foi injetado através da via IM. A radioatividade obtida 24
horas apés a injecdo dos coracdes injetados com CMO marcadas (*”™Tc-CMO) foi cerca
de 13 vezes superior a radioatividade obtida dos cora¢cdes em que apenas o sobrenadante
contendo o tecnécio extruido foi injetado (2,76 + 0,68 % vs. 0,21 £ 0,05 %; p = 0,04)

99mT

Esses dados sugerem que a contribui¢do do tecnécio livre [ c] para o total de

radioatividade detectada no corag¢do pode ser desconsiderada.
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Além disso, avaliamos a biodistribuicao do [99mTc] tecnécio extruido nos animais
que o receberam através da injecdo intramiocdrdica. Os dados sugerem que, ao ser
eliminado do coragdo, o composto contendo [**™Tc] tecnécio é provavelmente
metabolizado no figado e excretado pelos rins (figura 5). Esse dado corrobora a
observagdo de que o [**™T¢c] tecnécio liberado pelas células ndo fica retido nos tecidos e

€ eliminado pelo organismo.
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Figura 5. Biodistribuicio do [*™Tc] tecnécio extruido de CMO e injetado
intramiocardicamente no coragdo de ratos submetidos a lesdo cardiaca por isquemia.

O produto extruido das CMO também foi avaliado através de cromatografia com
o objetivo de verificar se o composto quimico liberado das células guardava as
caracteristicas do produto originalmente utilizado para a marcagdo das células.

Na andlise cromatogréfica da solucdo contendo o composto de [™Tc] tecnécio

extruido das CMO marcadas, encontramos 26,9 % da espécie coloidal do tecnécio, 10,2
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% do tecnécio na forma de pertecnetato e 62,9 % da radioatividade do tecnécio em uma
forma quimica nio determinada, mas que nio correspondia ao **"Tc-HMPAO. Nenhum
desses compostos tem a capacidade de ligar-se novamente ao HMPAO, ou seja, a
molécula responsdvel pela radiomarcagdo das CMO ndo é a mesma que aquelas
encontradas na solu¢do que continha o produto extruido dessas células. Nesse sentido, as
chances de ter havido “marcacdo de novo” de outras células presentes no coragdo e,

conseqiientemente vieses, sdo muito baixas e, portanto, despreziveis.

4.3 BIODISTRIBUICAO DAS CELULAS DA MEDULA OSSEA

A avaliagdo da radioatividade em outros 6rgdos mostrou que, 24 horas apds a
administragao das CMO, o padrdo de biodistribui¢do das CMO foi similar para todas as
vias de administracdo testadas (figura 6) nos animais que receberam as células 1 a 3 dias
apOs o infarto. Aproximadamente 50 % da radioatividade injetada foi encontrada em
outros 0rgdos. Valores de radioatividade elevados foram detectados em figado, baco e

rins com valores marcadamente menores em pulmdoes € 0ssos.
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Figura 6. Biodistribuicio das *"Tc-CMO injetadas através de diferentes vias de
administracdo em animais com 1 a 3 dias de pés-infarto. IV (n = 15), IC (n = 12), ICO
(n = 13) e IM (n = 17) correspondem, respectivamente, as vias de administracio
intravenosa, intracavitaria, intracoronariana e intramiocardica.

Curiosamente, nos animais que receberam as CMO ap6ds 7 dias do infarto,
foram encontrados valores menores de radioatividade nos mesmos 6rgdos avaliados,
porém com perfil similar de biodistribui¢do entre as vias de administracdo testadas

(figura 7).
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Figura 7. Biodistribuicio das *™Tc-CMO injetadas através de diferentes vias de

administracdo em animais com 7 dias de pds-infarto. IV (n = 5), IC (n =5), ICO (n =
4) e IM (n = 4) correspondem, respectivamente, as vias de administracdo intravenosa,
intracavitéria, intracoronariana e intramiocardica.

4.4 VEICULO DE BIOPOLIMERO COMO ESTRATEGIA PARA MELHORAR
A RETENCAO CARDIACA DAS CELULAS TRANSPLANTADAS NAS

PRIMEIRAS 72 HORAS APOS O INFARTO.

Com o objetivo de otimizar a retencdo de CMO injetadas por via intramiocérdica
nos primeiros dias apdés o infarto (1 a 3 dias), dado que apenas 7 % do total da
radioatividade injetada permaneceu no coracdo apds 24 horas do enxerto, e considerando
que esse € um intervalo importante onde hd incremento na expressdo de citocinas e

outras moléculas importantes para o homing de células-tronco, um polimero autélogo de
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fibrina foi utilizado como veiculo para a inje¢cdo das CMO, com o objetivo de testar se o

biopolimero poderia melhorar a retencao das células.

Os valores de radioatividade no coracdo dos animais que receberam CMO
combinadas com o polimero de fibrina 24 horas apds o infarto pela via IM foram
significativamente maiores que aqueles dos animais que receberam as CMO em veiculo
padrdo (meio de cultura DMEM) pela mesma via (17,12 £ 2,61 vs. 6,84 = 1,17 %, p =

0,0005). Figura 8.

25- %
20-

15+

Radioatividade injetada (%)

DMEM Fibrina

Figura 8. Retencdo cardiaca de CMO injetadas com
biopolimero de fibrina (n = 22) ou com DMEM (n =
15). * (p < 0,01) indica diferenca estatisticamente
significativa entre os grupos.
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Posteriormente, para verificar se o aumento da radioatividade retida observada no
grupo fibrina ndo era conseqii€éncia do aprisionamento do marcador livre dentro da
matriz do polimero, 10 uL do sobrenadante contendo [99mTC] tecnécio extruido das
CMO foram adicionados a solugdo de fibrinogénio antes de ser adicionada a trombina.
Ap6s 24 horas de incubacdo em 500 pL de meio de cultura DMEM e duas lavagens
consecutivas em PBS, apenas 1,29 + 0,07 % do total da radioatividade permaneceu
ligada ao polimero de fibrina. Considerando entdo que o [**™Tc] tecnécio livre foi lavado
para fora da matriz do polimero de fibrina (eliminado), os elevados valores de
radioatividade encontrados no grupo fibrina sdo provavelmente representativos do
incremento na reten¢do das células transplantadas.

O aumento da retencdo cardiaca das CMO ap6s o uso de matriz de fibrina foi
também verificado através de andlise histologica do coragcdo. Ratos Lewis foram
submetidos a isquemia cardiaca e transplantados intramiocardicamente com fibroblastos
cardiacos geneticamente modificados para expressar, de maneira ubiqua, a enzima beta
galactosidase; essa proteina foi utilizada como repdrter para indicar a presenca e
localizacao dos fibroblastos implantados. Os animais foram sacrificados 24 horas depois

do implante das células para a andlise histologica dos coracdes.

Vale ressaltar que esse tipo celular foi eleito baseado em suas caracteristicas
satisfatorias como vetor de expressdo e a elevada eficiéncia de transfeccio dessas células
com vetores virais. A figura 9 apresenta secc¢Oes histolégicas obtidas de animais que

receberam essas células associadas ao biopolimero de fibrina comparadas as seccoes

-56-



Resultados — Retengcdo de CMO

obtidas dos animais que receberam as mesmas células transplantadas em meio de cultura

DMEM, o veiculo padrao.

100x

Figura 9. Sec¢des histolégicas de coragdes de ratos obtidas 24 horas depois do
transplante de fibroblastos cardiacos expressando beta galactosidase via IM em
meio de cultura DMEM (A e C) ou em biopolimero de fibrina (Be D). EmAe B
as seccdes cardiacas foram submetidas ao ensaio enzimatico colorimétrico para
beta galactosidase (verde) e C e D s@o as sec¢des observadas em microscopia de
fluorescéncia para marcac¢do de nucleos celulares com DAPI (azul). VE indica
ventriculo esquerdo.

A reten¢@o de células no coracdo apds o uso de matriz de fibrina foi também
acompanhada por 30 dias com o objetivo de verificar se o acimulo das células era

apenas um fendmeno agudo derivado da polimerizacdo imediata da fibrina. Através
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desse experimento pudemos avaliar se apds a dissociagdo e reabsorcdo da matriz por

macrofagos, as células permaneciam no tecido cardiaco.

Células-tronco obtidas do tecido adiposo (CTTA) de ratos Lewis foram marcadas
com CM-DiL, um corante vital e injetadas através da via intramiocardica em associa¢ao
com o polimero de fibrina. Os animais foram sacrificados 30 dias apds o transplante das

células. A andlise histologica dos coragdes desses animais estd apresentada na figura 10.

200z

A00x

Figura 10. Secc¢do histoldgica transversal do coracdo de um animal 30 dias apds ser
transplantado com CTTA em associagdo com fibrina por inje¢do intramiocdrdica,
observada em microscopia de fluorescéncia. As setas indicam as CTTA (DiL —
vermelho) e os nucleos estdo evidenciados pela marcacdo com DAPI (azul). A e B sdo
visualiza¢des com magnitude de 200 x e C e D 400 x.
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Conforme a figura acima se observa claramente a presenca das CTTA 30 dias
apOs o transplante. As células permaneceram no cora¢do mesmo depois da provavel
degradagdo da fibrina **. Esse dado confirma o potencial emprego da fibrina como

matriz bioldgica para a incorporagdo das células na abordagem de terapia celular.

4.5 EFEITO DAS DIFERENCAS NA RETENCAO DE CELULAS DA MEDULA

OSSEA SOBRE A FUNCAO CARDIACA DE RATOS INFARTADOS

Para examinar se as diferencas observadas na retencdo cardiaca de CMO
influenciaram o impacto do remodelamento cardiaco sobre o desempenho cardiaco dos
animais, foi realizada a avaliagdo hemodindmica da fun¢do ventricular, no estado basal e
durante o aumento subito na pds-carga, nos animais cujas CMO foram administradas por
via intravenosa ou por via intramiocdrdica com e sem fibrina como veiculo.

A tabela abaixo descreve os detalhes dos grupos experimentais avaliados.
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1AM Conteudo Via de administracao
SHAM - - -
M-IM + meio de cultura intramiocardica (IM)
F-IM + fibrina intramiocardica (IM)
CMO -1V + CMO (1x10°%) intravenosa (1V)
CMO-IM + CMO (1x10°) intramiocardica (IM)
CMO+F - IM + CMO (1x10°) intramiocardica (IM)

Tabela 2. Grupos experimentais utilizados no estudo. SHAM, M-IM, F-IM,
CMO-IV, CMO-IM e CMO+F-IM indicam, respectivamente, oS grupos
ndo-infartado e nao-tratado, infartado e ndo-tratado, infartado e com injecdo
intramiocardica (IM) de meio de cultura, infartado e com injecdo IM de
fibrina, infartado e com inje¢do intravenosa (IV) de células da medula 6ssea
(CMO), infartado e com inje¢do IM de CMO em meio de cultura e infartado
e com injecdo IM de CMO em fibrina. IAM (+) indica a presenga de infarto
agudo do miocérdio (IAM) e (-) indica a auséncia de JAM.

4.5.1 Avaliacao Morfométrica dos Coracoes

Tamanho do infarto

A andlise histologica dos coragdes infartados pela coloracdo de picrossirius red
ndo mostrou diferenca estatisticamente significante no tamanho de infarto, medido pela
percentagem média do perimetro do ventriculo esquerdo ocupado por coldgeno
transmural, entre os grupos avaliados [M-IM: 31,21% % 1,99; F-IM: 24,76% =+ 2,27,
CMO-IV: 27.51% + 2,67; CMO-IM: 28,25% + 3,41; CMO+F-IM: 26,66% + 1,04; (p =

0.6384)]. Figura 11.
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Figura 11. Avaliacdo histolégica do tamanho do
infarto. As barras representam a % média (+ erro
padrdo da média) do perimetro do ventriculo esquerdo
com coldgeno transmural (cicatriz). M-IM (n = 4), F-
IM (n = 4), CMO-IV (n = 5), CMO-IM (n = 4) e
CMO+F-IM (n = 8) indicam, respectivamente, 0s

grupos: meio de cultura injetado
intramiocardicamente, fibrina injetada
intramiocardicamente, CMO injetadas
intravenosamente, CMO injetadas

intramiocardicamente com meio de cultura e CMO
injetadas intramiocardicamente com fibrina.

Perimetro do ventriculo esquerdo

O processo de reparo do tecido cardiaco lesado por isquemia envolve a
substituicdo do tecido necrdtico por um tecido fibroso, de cicatriza¢do, rico em
coldgeno. A presenca desse tecido neoformado de natureza ndo-contrétil implica em
adaptacOes do orgdo, especialmente morfologicas. O remodelamento ventricular é um
processo no qual a arquitetura ventricular € reorganizada em resposta a nova

constituicdo tecidual, traduzido em alteracdo da geometria da cavidade do ventriculo
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esquerdo. A evolugdo do remodelamento € caracterizada pela expansdo da cavidade,
cuja dimensao esté diretamente relacionada ao tamanho da lesdo.
A figura 12 mostra os perimetros observados nos coracOes dos animais nos

diferentes grupos analisados.

tro VE (mm)

e

perime
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M M v IM IM

Figura 12. Avaliacdo histologica do perimetro do
ventriculo esquerdo (VE). As barras representam a %
média (+ erro padrao da média) do perimetro do VE
em milimetros. M-IM (n = 4), F-IM (n = 4), CMO-IV
m =5), CMO-IM (n = 4) e CMO+F-IM (n = 8)
indicam, respectivamente, os grupos: meio de cultura
injetado  intramiocardicamente, fibrina injetada
intramiocardicamente, CMO injetadas
intravenosamente, CMO injetadas
intramiocardicamente com meio de cultura e CMO
injetadas intramiocardicamente com fibrina. * indica
diferenca com os demais grupos (p < 0.001); + indica
diferenca com os grupos F-IM e CMO - IV (p <
0,01), # indica diferengca com o grupo CMO -1V (p <
0,01) e & indica diferenca com os grupos F-IM (p <
0,05) e CMO -1V (p < 0,01).

Conforme mostrado na figura acima, o perimetro da circunferéncia do ventriculo
esquerdo foi maior nos animais infartados que receberam apenas fibrina via

intramiocédrdica (F — IM: 37,23 + 0,91 mm) e naqueles em que as CMO foram
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administradas intravenosamente (CMO - IV: 39,48 + 0,77 mm). Como esperado, os
menores valores de perimetro do VE foram observados nos animais do grupo SHAM
(27,5 £ 0,18 mm) comparados aos demais grupos (p < 0,001).

O valor médio do perimetro do VE no grupo com inje¢do intramiocérdica de
CMO (CMO-IM), foi menor que o valor obtido no grupo CMO — IV (35,04 + 1,34 mm
vs. 39,48 £ 0,77 mm; p < 0,01). Similarmente o valor médio do perimetro do VE foi
menor no grupo CMO+F - IM que os valores observados nos animais dos grupos F —
IM e CMO - IV (33,86 + 0,74 mm vs. 37,23 £ 0,91; p < 0,05 e 39,48 + 0,77 mm; p <
0,05), respectivamente.

Curiosamente, o valor médio do perimetro do VE no grupo M - IM (ndo-
tratados com células), foi menor que o observado nos animais do grupo F - IM e CMO —

IV (32,97 £ 0,44 mm vs. 37,23 £ 0,91 mm; p < 0,001 e 39,48 + 0,77 mm; p < 0,001).

Espessura da cicatriz e da zona de borda da cicatriz

O adelgacamento da parede infartada durante o processo de formacao da cicatriz

¢ também observado no remodelamento ventricular. Nesse estudo foram avaliadas a

espessura da cicatriz e a espessura da drea de borda, regido adjacente a area infartada.

De forma interessante, os animais em que as CMO foram injetadas

intramiocardicamente associadas a fibrina (CMO+F - IM) exibiram cicatriz mais

espessa que os animais infartados nao-tratados (M-IM) e nos tratados intravenosamente
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(CMO-IV) (1,58 mm # 0,15 vs. 0,70 mm 0,13 (p < 0,05) € 0,85 mm + 0,16 (p < 0,05).

Figura 13.
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Figura 13. Avaliacdo histologica da espessura da cicatriz do ventriculo esquerdo (VE). As barras
representam a média (+ erro padrao da média) da espessura em milimetros (mm) da cicatriz. M-IM (n
=4), F-IM (n = 4), CMO-IV (n =5), CMO-IM (n =4) e CMO+F-IM (n = 8) indicam, respectivamente,
os grupos: meio de cultura injetado intramiocardicamente, fibrina injetada intramiocardicamente, CMO
injetadas intravenosamente, CMO injetadas intramiocardicamente com meio de cultura e CMO
injetadas intramiocardicamente com fibrina. * indica diferenca com os grupos M-IM e CMO-IV (p <
0.05).

Com relacdo a espessura da zona de borda (BZ), também foi observada maior
espessura no grupo CMO+F — IM comparado aos grupos M-IM, F-IM e CMO-1V,
respectivamente [1,63 mm % 0,09 vs. 0,87 mm + 0,15 (p < 0,01), 1,01 mm + 0,19 (p <
0,05) e 1,06 mm £ 0,12 (p < 0,05)]. O grupo CMO-IM também apresentou espessura
da BZ maior que o grupo M-IM (1,53 mm + 0,06 vs. 0,87 mm =+ 0,15; p < 0,05). Figura

14.
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Figura 14. Avaliacdo histologica da espessura da
zona de borda do ventriculo esquerdo (VE). As
barras representam a média (+ erro padrio da
média) da espessura em milimetros (mm) da
cicatriz. M-IM (n = 4), F-IM (n = 4), CMO-IV (n =
5), CMO-IM (n = 4) e CMO+F-IM (n = 8) indicam,
respectivamente, os grupos: meio de cultura injetado

intramiocardicamente, fibrina injetada
intramiocardicamente, CMO injetadas
intravenosamente, CMO injetadas

intramiocardicamente com meio de cultura e CMO
injetadas intramiocardicamente com fibrina. *
indica diferenca com o grupo M-IM (p < 0,01), #
indica diferenca com o grupo M-IM (p < 0,05) e **
indica diferenca com os grupos F-IM e CMO-IV (p
<0.05).
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4.5.2 Avaliacao Hemodinamica da Funciao Ventricular

As alteragdes morfoldgico-estruturais que ocorrem apds o infarto repercutem na
contratilidade do musculo cardiaco e conseqiientemente na funcdo do 6rgdo. A avaliacdo
hemodinamica direta da fungao ventricular foi realizada nos ratos estudados, no estado

basal e durante o estresse de pds-carga.

O desempenho do ventriculo esquerdo pode ser demonstrado quando ha aumento
na resisténcia vascular periférica, como quando um vasoconstritor € administrado
(fenilefrina). Como a pressdo gerada no interior da cdmara ventricular esquerda deve ser
superior a pressao adrtica para ocorrer a ejecao durante a sistole, entende-se que, nessas
circunstancias, o trabalho requisitado ao ventriculo esquerdo seja maior. Portanto, a
resposta hemodinamica frente ao aumento subito na pds-carga permite a distingdo entre

um coragdo sauddvel, cuja capacidade contritil estd mantida, e outro com

comprometimento contrétil traduzido em deficiéncia funcional

A figura 15 ilustra o comportamento hemodindmico de dois ratos durante o

aumento subito na pos-carga; um deles com o coragdo sadio e o outro infartado.
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Figura 15. Parametros hemodindmicos em rato normal e infartado frente ao aumento
subito na pds-carga com administragdo de fenilefrina (FENIL). A primeira linha
mostra o registro da pressdo no ventriculo esquerdo em milimetros de mercirio (mm
Hg), a segunda linha mostra o registro da derivada temporal da pressdo maxima
(+dP/dt e -dP/dt), a terceira linha mostra o registro do fluxo em mililitros por minuto
(mL/min) na artéria aorta e a quarta linha mostra a geracdo de trabalho
(g.m/batimento). Gentilmente cedido por Leonardo dos Santos.

O painel acima ilustra uma situagdo onde ha aumento subito na pressdo em ratos
infartados e ndo-infartados. Nessa condic¢do, a bomba cardiaca melhora seu desempenho

para que ndo haja prejuizo na ejecdo do sangue.

A primeira derivada temporal da pressdo intraventricular (dP/dt) traduz a

velocidade de variagdo da pressdo intraventricular na sistole (dP/dt positiva) e na
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didstole (dP/dt negativa). Esses valores sao maximos durante as fases isovolumétricas do
ciclo cardiaco e, portanto, estimam indiretamente a capacidade contritil e de
relaxamento do ventriculo. Durante a sobrecarga subita, o coracdo sauddvel aumenta as
dP/dt maximas positiva e negativa, sugerindo que nessa condi¢do, aceleraram a
contracdo e o relaxamento do miocérdio.

Ao contrdrio, em coragdes com desempenho deprimido como acontece no caso
do infarto, o relaxamento € prejudicado.

A conseqiiéncia desse comportamento € a diminui¢do do fluxo sanguineo para o
sistema arterial do rato infartado que, por outro lado, € mantido no rato com coragdo
sadio. Adicionalmente, a geracdo de trabalho sistélico aumenta no animal “normal” em
resposta a sobrecarga pressorica enquanto diminui no animal infartado.

Em resumo, o coracdo infartado apresenta grande prejuizo na capacidade
contrdtil e, como conseqiiéncia, na capacidade de ejecdo e resposta as variagdes

hemodinamicas sistémicas.

Nesse estudo, os pardmetros hemodinamicos avaliados podem ser classificados
em 3 categorias: medidas de pressao intraventricular — pressdo diast6lica final (PDF)
e pressao sistdlica (PS) — , medidas de contratilidade — derivada temporal da pressao
maxima (+dP/dt,; e -dP/dt,;) — ¢ medidas de desempenho ventricular — indice

cardiaco (IC), indice do volume sistélico (IVS) e indice do trabalho sistélico (ITS).
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Medidas de pressao intraventricular, de contratilidade e de desempenho cardiaco em

condigoes basais de experimentacdo

De maneira geral, as medidas dos pardmetros hemodindmicos no estado basal
foram similares entre os grupos, com diferencas em alguns casos apenas entre 0s
animais do grupo SHAM e os do grupo sem tratamento (M — IM). A tabela 3 mostra

todas as medidas obtidas no estado basal.

Com relacdo as medidas de pressdo intraventricular, o valor médio da pressdo
diastdlica final foi menor nos animais do grupo SHAM que nos animais dos grupos M-
IM. A pressao sistdlica atingiu os maiores valores nos animais do grupo SHAM
comparados aos animais dos grupos M-IM e CMO-IV

E importante destacar que os valores da pressdo diastélica final e sistGlica dos
animais tratados com CMO ndo foram diferentes entre si, porém nenhum desses valores

¢ considerado patolégico quanto a disfun¢ado cardiaca.

A +dP/dt,s; no estado basal foi superior nos animais do grupo SHAM
comparados aos animais dos grupos M — IM, F — IM e CMO - 1V. Além disso, diferenca
estatisticamente significante foi observada entre os valores da +dP/dt,;x do grupo CMO
—IM e dos grupo M — IM e F — IM . A dP/dt maxima positiva também foi maior nos

animais do grupo CM+F — IM quando comparados aos do grupo M- IM.
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Nao houve diferenca entre os grupos na derivada negativa, mostrando que a
velocidade de variacdo da pressdo durante a didstole ndo mudou significantemente com
a presenca do infarto.

A andlise dos dados ndo mostrou diferenca estatisticamente significante entre os
grupos com relacdo ao indice cardiaco e ao indice do trabalho sistolico. Isso mostra que,
independentemente da presenca do infarto, no estado basal os animais conseguem

manter a ejecdo em niveis considerados normais.
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Sham M-IM F-IM CMO -1V CMO - IM CMO+F -IM  Valor p

n=>5 n=>5 n=4 n=6 n=6 n=6
PDfVE (mm Hg) 3,78 +091° 11,18+ 1,95 10,50 £2,75 7,40 £1,20 5,50 £ 0,86 6,00 £ 1,41 0,020
PSVE (mm Hg) 121,50 +2,63 ™ 104,10 £2,81 106,80 + 4,40 102,60 4,35 115,50 + 3,88 108,80 4,78 0,009
+ dP/dt,5x (mm Hg.S’]) 9.158 £491,30 ™  5.976 308,70 7.062 + 345,60 6.582+£329,70 8437+786,10% 7.635+272,90  0,0002
- dP/dt,4 (mm Hg.S'l) -5.324 £382,50 -4.405+281,30 -4.619+£204,10 -4.550+437,00 -4974+21790 -4.651+226,70 0,30
FC (bpm) 329,10 £22,57 309,40 £ 13,64 372,30 £25,92 328,00 +£10,24 339,00 £ 14,08 341,80 £8,26 0,21
IC (mL.min'l/kg) 143,70 £ 15,99 132 +7,86 162,80 £ 14,19 121,60 £7,95 139,80 £7,52 134,30 £ 12,74 0,24
VS (mL.bat’l/kg) 0,51 £0,07 0,60 £0,05 0,48 £0,07 0,37 +0,03° 0,41 £0,01 0,39 £0,03 0,03
ITS (gm.min'llkg) 0,68 £ 0,08 0,64 £0,05 0,67 £0,07 0,48 £0,05 0,61+0,01 0,54 £0,04 0,20

Tabela 3. Parametros hemodinamicos em condi¢des basais de experimentacao (média + EPM). PDfVE, PSVE , +dP/dty.y, -dP/dty.y, indicam,
respectivamente, a pressao diastdlica final no ventriculo esquerdo, a pressao sistdlica no ventriculo esquerdo, as derivadas maximas da pressao
intraventricular positiva e negativa, a freqiiéncia cardiaca, o indice cardfaco, o indice do volume sistélico e o indice do trabalho sistdlico. * bced
representa, respectivamente, diferenca estatisticamente significante (p < 0,05) com os grupos SHAM, M-IM, F-IM e CMO-IV.
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Medidas de pressao, contratilidade e de desempenho cardiaco durante a sobrecarga

pressorica stbita

Pressdo Diastolica Final e Pressdo Sistolica
Quando a sobrecarga pressorica foi induzida, diferencas entre os animais tratados
com CMO foram mais claramente observadas. A figura 16 mostra as mudangas relativas

ao estado basal ocorridas na pressao diastolica final.
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Figura 16. Aumento na pressdo diastdlica final durante o pico da
sobrecarga. Os valores representam (média +* EPM) em
milimetros de merctrio (mm Hg) em relacdo a PDF no estado
basal. SHAM (n = 5), M-IM (n = 5), F-IM (n = 4), CMO-IV (n =
5), CMO-IM (n = 4) e CMO+F-IM (n = 4) indicam,
respectivamente, os grupos: meio de cultura injetado
intramiocardicamente, fibrina injetada intramiocardicamente,
CMO injetadas intravenosamente, CMO injetadas
intramiocardicamente com meio de cultura e CMO injetadas
intramiocardicamente com fibrina. a, b, ¢ e d representam
diferenca estatisticamente significativa com os grupos indicados
na legenda.
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Conforme apresentado na figura 16, os animais que apresentaram maior aumento
na pressdo diastdlica final (PDF), comparados com os animais do grupo SHAM, foram
aqueles nos quais nao foram administradas células [SHAM: 3,26 + 0,97 mm Hg vs. M —
IM: 19,90 £ 1,66 mm Hg (p < 0,001); F — IM: 17,25 + 1,31 mm Hg (p < 0,001)] ou
quando as CMO foram administradas intravenosamente [CMO — IV: 11,00 £ 0,89 mm

Hg (p< 0,01)].

Nos animais que receberam CMO por via IM, com meio de cultura como veiculo
para as células (CMO — IM) ou fibrina (CMO+F — IM), o aumento da PDF foi similar ao
observado no grupo SHAM (3,25 + 1,10 mm Hg; 4,76 + 1,31 mm Hg). O aumento na
PDF dos animais do grupo CMO — IM foi menor que aquele obtido nos animais dos
grupos M — IM, F — IM e CMO- 1V, respectivamente [3,25 £ 1,10 mm Hg vs. 19,90 +
1,66 mm Hg (p < 0,001); 17,25 + 1,31 mm Hg (p < 0,001) e 11,00 £ 0,89 mm Hg (p <
0,01)]. Similarmente, no grupo CMO+F — IM a PDF aumentou menos que nos grupos M
—IM, F — IM e CMO - 1V, respectivamente [4,75 + 1,31 mm Hg vs. 19,90 £ 1,66 (p <

0,001); 17,25 £ 1,31 mm Hg (p < 0,001) e 11,00 + 0,89 mm Hg (p < 0,05)].

Em contrapartida, ndo houve diferenca estatisticamente significante no aumento
da pressdo sistdlica entre os grupos avaliados (p = 0, 315). Todos os animais foram
vagotomizados bilateralmente para evitar influencia do barorreflexo no desempenho
cardiaco e, por isso, ndo houve significante bradicardia frente ao aumento subito da

pressao em nenhum grupo (figura 17).
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Figura 17. Mudancas na pressao sistdlica e freqiiéncia cardiaca durante o pico de aumento na
pos-carga. SHAM (n = 5), M-IM (n = 5), F-IM (n = 4), CMO-IV (n = 5), CMO-IM (n =4) e
CMO+F-IM (n = 4) indicam, respectivamente, os grupos: meio de cultura injetado
intramiocardicamente, fibrina injetada intramiocardicamente, CMO injetadas intravenosamente,

CMO

injetadas  intramiocardicamente com meio de cultura e CMO injetadas

intramiocardicamente com fibrina.
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Medidas de contratilidade
A derivada temporal da pressdo intraventricular foi avaliada também durante a
sobrecarga subita de pressdo. A figura 18 mostra os valores médios da +dP/dtys € -

dP/dtysx nos grupos avaliados.
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Figura 18. Derivada temporal da pressdo intraventricular (dP/dt) em condicdo de sobrecarga
pressorica. Os valores em cada grupo representam a média (+ EPM) da mudanca percentual
relativa aos valores desse pardmetro no estado basal. SHAM (n = 5), M-IM (n = 5), F-IM (n =
4), CMO-IV (n = 5), CMO-IM (n = 4) e CMO+F-IM (n = 4) indicam, respectivamente, 0s
grupos: meio de cultura injetado intramiocardicamente, fibrina injetada intramiocardicamente,
CMO injetadas intravenosamente, CMO injetadas intramiocardicamente com meio de cultura e
CMO injetadas intramiocardicamente com fibrina. a, b, ¢ e d representam diferenca
estatisticamente significativa com os grupos indicados na legenda.
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A +dP/dtns;x aumentou significativamente nos animais do grupo SHAM
comparados aos animais do grupo M — IM (54,56 + 6,94% vs. -2,02 + 2,37; p < 0,01). O
aumento foi ainda maior nos animais do grupo CMO — IM, comparados aos animais do
grupo M — IM e CMO - 1V (76,50 + 16,36% vs. -2,02 + 2,37%; p < 0,001 e 23,80 +
5,82%; p < 0,05) e CMO+F — IM, comparados aos animais M — IM (53,40 = 11,75% vs.
-2,02 £2,37%; p < 0,01).

A -dP/dt,; diminuiu nos animais nao-tratados com células [M — IM (-15,10 +
6,37%) e F — IM (-28,75 £+ 13,51%)] e naqueles em que as células foram administradas
intravenosamente [CMO — IV (-33,60 + 4,51%)]. Aumento significativo foi observado
apenas nos animais do grupo CMO — IM (49,00 + 21,39%) comparados aos animais dos

grupos F —IM (-28,75 + 13,51; p < 0,05) e CMO — 1V (-33,60 +4,51%; p < 0,01).
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Medidas de Desempenho Cardiaco

O indice cardiaco piorou pronunciadamente nos animais infartado ndo-tratados
com células e no grupo dos injetados intravenosamente com CMO (em relagdo a medida
obtida no estado basal) quando comparados aos animais nao-infartados (SHAM: -8,54 +
2,78% vs. M — IM: -62,50 = 5,50 %; p < 0,001, F—IM: -62,25 + 3,70%; p < 0,001 e
CMO - 1V: -49,40 £ 5,26%; p < 0,001) (figura 19). Essa piora relativa também foi maior
que a observada nos animais em que as CMO foram administradas intramiocardicamente
em meio de cultura (CMO — IM: -26,50 £+ 2,63% vs. M — IM: -62,50 £ 5,50 %; p <
0,001, F-1IM: -62,25 +3,70%; p < 0,001 e CMO —IV: -49,40 +5,26%; p < 0,05 ) e em
fibrina (CMO+F — IM: -36,50 + 6,65% vs. M — IM: -62,50 + 5,50 %; p < 0,01, F—IM: -

62,25 +£3,70%; p < 0,05 e SHAM: -8,54 +2,78%; p < 0,01 ).

Com relagdo ao indice do volume sistdlico ejetado, novamente foi observada
diferenca ndo apenas entre os animais nao-tratados com células e os animais do grupo
SHAM, mas também entre os animais tratados com CMO.

A mudanca relativa ao estado basal foi muito pequena, praticamente nula, nos
animais do grupo SHAM comparadas as grandes mudancas observadas nos animais dos
grupos M — IM, F — IM e CMO - IV respectivamente [-4,55 £ 2,19% vs. -57,40 £ 4,41%
(p <0,001); -60,50 £ 3,66% (p < 0,001) e -48,60 +4,34% (p < 0,001)].

A queda do indice do volume sistolico ejetado também foi inferior nos animais
do grupo CMO - IM comprados aos grupos M — IM, F — IM, CMO - IV, mas ainda

numericamente piores que os animais SHAM [-24,00 + 2,48% vs. -57,40 + 4,41% (p <
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0,001); -60,50 + 3,66% (p < 0,001) e -48,60 = 4,34% (p < 0,01); -4,55 £ 2,19% (p <
0,05)].

Adicionalmente, menor queda no indice do volume sistélico foi observada nos
animais do grupo CMO+F — IM comparados aos animais dos grupos M — IM, F — IM,
CMO - IV, porém numericamente piores que os animais SHAM [-28,50 + 5,75% vs. -
57,40 £ 4,41% (p < 0,001); -60,50 = 3,66% (p < 0,001) e -48,60 = 4,34% (p < 0,05); -

4,55 +2,19% (p < 0,01)].

Finalmente, o trabalho sistdlico, pardmetro que melhor traduz o desempenho
ventricular, aumentou significativamente apenas nos animais do grupo SHAM e nos
animais infartados que receberam CMO por via intramiocardica (CMO — IM e CMO+F
— IM), independentemente do uso da fibrina (56,70 £ 2,32%; 27,75 + 0,85% e 20,55 +
8,70%) respectivamente. Os animais dos grupos M — IM, F — IM e CMO - IV
mostraram prejuizo na funcdo ventricular visto que diminuiram a geracdo de trabalho em

relacdo ao basal (-52,54 + 4,66%; -42,25 £ 5,96 e -22,60 + 8,70% respectivamente).

Portanto, quando os grupos foram comparados, diferenca estatisticamente
significativa foi igualmente observada entre os animais com aumento na geracdo de
trabalho sistélico (SHAM, CMO - IM e CMO+F — IM) e naqueles onde houve
dificuldade em manté-lo M — IM, F - IM e CMO - 1V; p < 0,001). A figura 19 ilustra

os valores médios da mudanga percentual observada nos animais dos grupos avaliados.
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Figura 19. Mudanca relativa no indice cardiaco (IC), indice do volume sistdlico ejetado (IVS) e indice do
trabalho sistélico (ITS) em ratos infartados dos diferentes grupos experimentais avaliados. Os valores em
cada grupo representam a média (+ EPM) da mudanca percentual em relagdo aos pardmetros medidos no
estado basal. SHAM (n = 5), M-IM (n =5), F-IM (n = 4), CMO-IV (n =5), CMO-IM (n = 4) e CMO+F-
IM (n = 4) indicam, respectivamente, os grupos: meio de cultura injetado intramiocardicamente, fibrina
injetada intramiocardicamente, CMO injetadas intravenosamente, CMO injetadas intramiocardicamente
com meio de cultura e CMO injetadas intramiocardicamente com fibrina. a, b, c e d representam diferencga
estatisticamente significativa com os grupos indicados na legenda.

Os dados individuais das relacdes estabelecidas entre a sobrecarga pressorica e as
mudancas no volume sistélico ejetado (painel A) e na geracdo de trabalho sistélico

(painel B) estdo apresentados na figura 20 sob a forma de regressdo linear.
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Figura 20a. Regressdo linear da mudanca no volume sist6lico em funcdo do aumento na pds-carga em
cada animal. SHAM (n = 5), M-IM (n = 5), F-IM (n = 4), CMO-IV (n = 5), CMO-IM (n = 4) e CMO+F-
IM (n = 4) indicam, respectivamente, os grupos: meio de cultura injetado intramiocardicamente, fibrina
injetada intramiocardicamente, CMO injetadas intravenosamente, CMO injetadas intramiocardicamente
com meio de cultura e CMO injetadas intramiocardicamente com fibrina.
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Figura 20b. Regressdo linear da mudanga na gerac@o de trabalho sistélico em fungdo do aumento na pés-
carga. As retas representam as regressoes lineares das mudangas observadas no trabalho sistélico em
fungdo do aumento relativo da pds-carga em cada animal. SHAM (n = 5), M-IM (n = 5), F-IM (n = 4),
CMO-IV (n =5), CMO-IM (n = 4) e CMO+F-IM (n = 4) indicam, respectivamente, os grupos: meio de
cultura injetado intramiocardicamente, fibrina injetada intramiocardicamente, CMO injetadas
intravenosamente, CMO injetadas intramiocardicamente com meio de cultura e CMO injetadas
intramiocardicamente com fibrina.
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Discussdo — Reten¢do CMO

No presente estudo, nés avaliamos duas questdes-chave relacionadas com a
retengdo cardiaca de células transplantadas: o momento ideal apds o infarto do
miocdrdio para o transplante das células e a via de administracdo a ser empregada. Os
dados sugerem que, sob as presentes condi¢Oes experimentais, a retengdo de CMO no
coragdo € maior quando elas sdo injetadas diretamente no miocdrdio, 7 dias apds o
infarto. Em contrapartida, para as vias IV, IC e ICO ndo h4 efeito do tempo apds o

infarto para a retencdo cardiaca das células.

A via de administracio de células IM foi a mais eficiente, ainda que
insatisfatéria, mas a utilizacdo de polimero de fibrina como veiculo resultou em um
aumento de acimulo das células transplantadas durante a inje¢do via IM, em animais
injetados 24 horas apds o infarto. Por tal razdo, essa matriz injetdvel representa uma
estratégia promissora para melhorar a enxertia das células transplantadas no miocéardio

em procedimentos de terapia celular.

O tempo mais adequado para a terapia celular foi avaliado em estudos prévios
que analisaram e compararam a eficiéncia da injecdo de células realizada imediatamente
apos o infarto (cendrio agudo) com aqueles realizados vérios dias ap6s o infarto (cendrio

cronico) 54,55

, porém nesses estudos, o tempo apods infarto foi avaliado individualmente.
No presente estudo avaliamos o acimulo de células no cora¢do de acordo com o tempo
ap6s o infarto no contexto de diferentes vias de administracdo. Esse desenho

experimental possibilitou contemplar a questio que versa sobre os fatores que

potencialmente influenciam na retencdo das células transplantadas. A via de
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administracdo de células estd diretamente relacionada nesse cendrio dado que os
processos que interceptam a estadia das células no Orgdo-alvo estdo diretamente
relacionados ao método empregado para o transplante de tais células. Assim, células
adminstradas perifericamente dependem dos ‘“sinais de homing” para migrarem e
permanecerem no 6rgao sinalizador. Por outro lado, as células injetadas diretamente no
local da lesdo, em ultima andlise, devem ficar retidas num primeiro momento; além
disso, essas células estdo sob influéncia direta do microambiente. Portanto, variacdes na
quantidade de células retidas podem ser compreendidas de acordo com o método

utilizado em seu emprego.

Nossos dados mostraram maior retencdo cardiaca de CMO nos animais que
receberam células injetadas diretamente no miocéardio, com destaque para aqueles cujas
células foram transplantadas 7 dias apds o infarto. Possivelmente, um dos fatores
determinantes para esse maior nimero de células seja o microambiente mais favordvel a
permanéncia dessas células. Nesse periodo, o processo inflamatério progride para o

65;35:28 Lo .
=2 De fato, nas primeiras 72 horas ap6s o

término e ja se inicia formacao da cicatriz
infarto, o tecido isquémico € um substrato extremamente desfavordvel a presenca de
qualquer tipo celular que esteja participando do processo de reparo. Alta concentracao
de espécies reativas de oxigé€nio, debris celulares, células necréticas e apoptoticas, €
massiva infiltragdo leucocitdria perfazem esse ambiente. Andlise do transcriptoma de
coragdo infartado de ratos mostrou “up-regulation” de 1L-6 e IL-8 nos primeiros trés

. , . . 3 , . .
dias apdés a isquemia 8 Células transplantadas nesse local tenderiam muito

provavelmente a morte. Jiang e cols. (2008) demonstraram que células mesenquimais
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adminstradas uma semana ap6s o infarto do miocardio em ratos inibem a apoptose de
cardiomidcitos residentes e melhoram a funcdo cardiaca de ratos, comparadas as
injetadas uma hora ou duas semanas apGs a isquemia . Outro estudo observou melhora
nos parametros histopatolégicos de ratos infartados quando cardiomidcitos foram
administrados duas semanas apds o evento 67, Similarmente, Hu X e colaboradores
(2007) determinaram maior presenca de células mesenquimais da medula 6ssea quando
administradas sete dias apds o infarto 8 Nesse estudo, o aumento de células
correlacionou-se com aumento na angiogénese e diferenciacdo celular. Em todos os
casos, os efeitos foram atribuidos a amenizacdo do processo inflamatério nesse intervalo

e, portanto, a0 microambiente mais favordvel a sobrevida das células transplantadas.

Nossos dados dos animais injetados intramiocardicamente apds os trés primeiros
dias do infarto mostraram menores valores de retencdo de células no coragdo e, portanto,
ap6iam hipétese da influéncia do processo inflamatério local através da criacdo de um

microambiente hostil que inviabiliza a sobrevida das células enxertadas.

Considerando o efeito do microambiente isquémico do coracdo infartado sobre as
células transplantadas diretamente nesse Orgdo, diversos estudos tém sido realizados
com o objetivo de testar o pré-condicionamento das células visando maior sucesso da
sobrevida. Dentre os estimulos destacam-se a exposi¢cdo prévia a hipdxia e choque-
térmico *7°.

Finalmente, a administrag@o direta de células no miocardio lesado por isquemia

deve ser avaliada considerando a evolug@o do processo inflamatério de reparo do infarto.
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Nossos dados e de outros pesquisadores sugerem que possivelmente, o momento ideal
para a injecdo de células esteja localizado entre a finalizagdo da formacdo do tecido
granuloso rico em infiltrado inflamatério e a transicdo deste para o tecido de composicao

da cicatriz.

A respeito da retencdo de células transplantadas nos diferentes tempos apds o
infarto pelas vias de administracido “sistémicas” — IV, IC e ICO — os dados mostraram
um tendéncia de aumento de retengdo quando as células foram administradas
agudamente ao infarto. Essa observagdo vai ao encontro do conhecimento a respeito da
mobiliza¢do e homing de células da medula ao corag@o apds o infarto. Sabe-se que nas
primeiras horas apds a isquemia importantes mudancas no nivel das principais

L .. . 31; 34; 37,38
quimiocinas e fatores quimioatrativos ocorrem ~° 77 7"

. Nesse contexto é possivel
compreender o papel das vias de administracdo sistémicas. Embora os valores de
reten¢do sejam demasiado baixos, nds observamos maiores niveis de reten¢do nas

primeiras 72 horas para as vias IV, IC e ICO, comparados aos obtidos nos animais

injetados sete dias apds a isquemia.

Entretanto, um dos questionamentos a respeito dos baixos niveis de retencao
encontrados nesse intervalo € sobre a natureza e intensidade da sinaliza¢do que governa
os processos de mobilizagdo e homing de células ao coracdo lesado. Possiveis
explicacOes podem ser consideradas aqui.

Primeiramente, nds utilizamos células da medula 6ssea ndo-fracionadas, as quais

representam um grupo particularmente heterogéneo de varias diferentes populagdes de
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células. Nesse sentido, € possivel que a fracdo especifica de células capazes de responder
aos sinais de homing seja tdo baixa que dificulte a deteccdo de forma confidvel com a

técnica empregada.

Segundo, embora vdrias citocinas e fatores de crescimento sejam superexpressos
e liberados pelo coracdo lesado tdo logo ocorra o infarto agudo do miocdrdio, mais
tempo pode ser requerido para que o cendrio completo de moléculas e gradientes
necessdrios para que o processo de homing funcione efetivamente. Além disso,
considerando que as células sdo obtidas de animais doadores sauddveis, talvez elas
necessitem ser estimuladas por fatores presentes no receptor infartado, tornando-as

. . . 56
capazes de responder aos sinais de homing .

Em terceiro, os fatores que governam o recrutamento de células para processos
reparativos podem também governar a resposta inflamatéria aguda, entdo as células
recrutadas podem deparar com um microambiente particularmente hostil que pode

prejudicar sua sobrevida e permanéncia no tecido durante os primeiros dias apds a lesio.

Finalmente, o processo de homing per se pode ser ineficiente, a despeito do

tempo que se segue a injuria e qualquer outra varidvel.

Notavelmente, os dados do presente estudo puderam prover evidéncias adicionais
sobre o limitado acimulo cardiaco e a ampla distribui¢do das células transplantadas, ndo

apenas para o momento apos o IAM para a terapia, mas principalmente para a via de
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administragdo empregada. A via de administracdo IM foi a mais eficiente em termos de
retengdo cardiaca de células, porém ainda extremamente insatisfatoria considerando que

as células sdo transplantadas diretamente no estroma do 6rgdo-alvo.

Virios mecanismos de perda de células podem influenciar a permanéncia dessas
células no Orgdo-alvo, incluindo problemas técnicos associados com a via de
administragc@o, o fluxo passivo através do sistema vascular coronariano e linfatico e a

1721545758 Fgses mecanismos podem também explicar a grande

morte celular
variabilidade dos resultados observados no grupo da via IM, um fato previamente
reportado por Hou e colaboradores *°. Conjuntamente, os achados acima mencionados

impulsionaram-nos a buscar estratégias que objetivassem melhorar a retencdo e

sobrevida das células transplantadas.

O polimero de fibrina € uma matriz estrutural biodegraddvel importante para a
cicatrizacdo de tecidos lesados e tem sido demonstrado que ele melhora a sobrevida das
células transplantadas, induz a angiogénese, reduz a extensdo da drea de infarto e

49-51;71 L
95171 Entretanto, até o

preserva a funcdo cardiaca apds o infarto do miocdrdio
momento, ndo ha estudo que tenha avaliado especificamente a capacidade de retencdo
dessa matriz injetavel. Aqui, nés demonstramos que o polimero de fibrina aumentou

mais que duas vezes a quantidade de células transplantadas que permaneceram apds a

injecdo via IM.
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Além disso, confirmamos esses dados mediante avaliacdo histolégica. Em
adi¢do, verificamos a permanéncia das células transplantadas 30 dias apds o implante,
indicando que a matriz ndo compromete ou prejudica a sobrevida das células nem dos

animais.

Existem, entretanto, limitacdes que devem ser mencionadas aqui.

A correcdo dos valores de radioatividade no coragdo, de acordo com a taxa de
extrusiao do [99mTc] tecnécio das CMO, poderia introduzir alguns vieses. Para abordar
essa questao, nds validamos a corre¢do € mostramos que o [99mTC] tecnécio extruido foi
quase completamente eliminado do coracdo e, entdo, os valores de radioatividade
puderam ser atribuidos as CMO marcadas. Ademais, o experimento de validacdo foi
realizado injetando-se um volume preciso de sobrenadante, onde um nimero
correspondente de CMO foi incubado por 24 horas. Isto € importante devido ao fato de
que a quantidade exata de radiofarmaco extruido das CMO marcadas foi utilizada.
Assim, pudemos recapitular o que provavelmente teria ocorrido com o composto

extruido das CMO injetadas.

Cabe destacar que a extrusdo de [*™Tc] de células jé foi observada em células
ndo-linféides. Num estudo em que o **"Tc-HMPAO foi utilizado para marcar células
endoteliais foi detectada a extrusdo de cerca 60% do radiofarmaco 20 horas apds a

marcagdo e corre¢Oes devidas nos valores de radioatividade foram realizadas 2,

- 88 -



Discussdo — Reten¢do CMO

Ml tecnécio

A andlise do sobrenadante por cromatografia revelou que o [
extruido € uma mistura de espécies radioquimicas, as quais sdo diferentes daquela
utilizada para marcar as células. Além disso, foi previamente demonstrado que a injecdo
via IV de *™Tc-HMPAO, o qual € um complexo que marca preferencialmente
leucdcitos, ndo resulta em qualquer marcacdo significativa no miocardio % Entdo,

cuidados especiais foram tomados para minimizar as chances de que a corre¢do dos

valores de radioatividade pudesse influenciar nos resultados relatados aqui.

Adicionalmente, € importante ressaltar o mecanismo de extrusio do
radiofirmaco (mecanismo ativo, através de uma bomba de cdlcio) ndo esteve
relacionado a citotoxicidade ou morte das CMO. Nossos dados mostraram que a
integridade da membrana celular ndo foi afetada com a marcacido e que, portanto, o
tecnécio extruido ndo era produto da morte e ruptura da membrana citoplasmética.
Também ndo observamos incremento na apoptose apds a radiomarcagdo. As CMO
marcadas foram mantidas em cultura e a populacio mesenquimal presente nesse pool
aderiu em placas mostrando que ndo houve alteracdo funcional dessas células.
Recentemente um estudo demonstrou que o complexo **™Tc-HMPAO pode ser usado
seguramente para marcacdo de células endoteliais com o propdsito de quantificar a

~ c 72
retengdo dessas células '~

O cerne da questdo que versa sobre a retengdo relativa de células no 6rgdo-alvo
em protocolos de terapia celular é a implicacdo no restauro/restabelecimento funcional

do orgdo, particularmente quando se consideram os efeitos favordveis dependentes da
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acdo local dessas células, de maneira direta ou indireta. Nos avaliamos a fun¢do cardiaca
de animais infartados em que as CMO foram adminstradas intravenosamente ou
intramiocardicamente (com e sem fibrina associada as células), através da andlise de
pardmetros hemodinadmicos dos animais durante o estresse de pds-carga com o uso de
um vasoconstritor. Nossos resultados mostraram que o desempenho cardiaco foi melhor
nos animais injetados intramiocardicamente, cuja retencdo de células no coracdo era
maior. Os animais que receberam CMO por via intravenosa comportaram-se nesse
sentido, similarmente aos animais infartados nos quais nao foi realizado emprego de
fonte exdgena de células, mostrando que a presenca e a quantidade local de CMO
contribuem para um melhor desfecho, em termos funcionais, da lesdo cardiaca por
isquemia. Adicionalmente, a avaliacdo histopatoldgica dos coragdes mostrou melhora
nos parametros relacionados ao remodelamento (aumento na espessura da cicatriz, da
zona de borda do infarto e diminui¢cdo do perimetro do ventriculo esquerdo) apenas nos

animais injetados intramiocardicamente.

Embora nossos resultados tenham falhado em mostrar melhora da fungdo
cardiaca nos animais em que as CMO foram administradas intravenosamente, outros
estudos obtiveram éxito através da administracdo de células por essa via > .

Razdes para a inconsisténcia entre os resultados observados por nds e por esses
autores incluem (1) o modelo animal utilizado, (2) a quantidade de células administradas
e (3) o tipo celular. No estudo de Wolf e Halkos foram utilizados porcos infartados, nos

quais foram administradas crescentes doses de células mesenquimais da medula 6ssea

(até 10 x 10° células/kg peso corpéreo); os efeitos benéficos sobre a fungdo cardiaca
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foram observados nos animais injetados com o maior nimero de células. No estudo do
grupo de Yoshitaka Iso, foram utilizados camundongos e foram administradas células
mesenquimais da medula 6ssea numa proporcdo cerca de 10 vezes maior ao que foi
administrada em nosso estudo. Além disso, esses camundongos foram tratados com
injecOes semanais durante tr€s semanas, otimizando a disponibiliza¢do de células para o
sistema. No6s utilizamos um pool de células da medula dssea que contém apenas uma
pequena fracdo de células mesenquimais e outras populagdes “tronco”. Além disso, em

nosso protocolo empregamos 1 x 10° CMO por animal.

Assim, pode-se sugerir que o tipo celular e a quantidade de células empregadas

sdo relevantes para os resultados da terapia com células.

E importante salientar a condigio fisiolégica em que os animais foram avaliados.
Os estudos de terapia celular para cardiopatias avaliam, de maneira geral, os animais em
condicdo basal do ponto de vista fisiolégico Recentemente foi demonstrado que células-
tronco mesenquimais da medula 6ssea, apesar de ficarem retidas no coragdo, falharam
em melhorar a fun¢do cardiaca de ratos infartados quando injetadas sistémica ou
diretamente no miocardio '°.

Aqui n6s consideramos medidas hemodindmicas dos animais no estado basal e
no contexto de aumento subito da pressdo. Essa abordagem permitiu o exame da real
capacidade funcional, especialmente do ponto de vista contratil, dos animais de cada
grupo experimental estudado, visto que todos os animais estudados, independentemente

do grupo experimental, apresentaram pardmetros hemodindmicos similares no estado
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basal. Quando os mesmos animais foram avaliados na condi¢do de aumento subito na
pOs-carga, apenas os animais que receberam as células diretamente no miocédrdio
tiveram comportamento similar ao dos animais sadios (ndo-infartados), ou seja, tiveram

um desempenho cardiaco satisfatorio.

As hipéteses que podem explicar os efeitos benéficos observados nesse estudo
com o uso de células da medula 6ssea no infarto envolvem diferentes mecanismos.

A acdo direta dessas células, ou seja, diferenciacdo, transdiferenciacdo ou fusdo
com células cardiacas residentes podem ser considerados efetores. Embora ndo
tenhamos realizado estudo histoldgico para identificacdo direta das células injetadas no
coragdo, resultados de nosso laboratério com outro tipo celular mostrou que as células
permanecem no tecido, com ou sem o uso de fibrina, apds 30 dias da injec¢do. Por outro
lado, ndo se sabe se os efeitos, sejam de qual natureza forem, ocorrem nos momentos
iniciais a injecdo ou mais tardiamente. O grupo de Anversa tem demonstrado que uma
populagio especifica de células da medula 6ssea (c-kit*/lin/Sca-17) adquire fenétipo de
cardiomidcitos repovoando a regido infartada. Porém muitos autores discordam desse
evento e, além disso, ndo tém conseguido reproduzir os resultados encontrados pelo

grupo liderado por Anversa '>°.

H4, por outro lado, uma corrente que defende o envolvimento da a¢do pardcrina

de diferentes tipos celulares ja testados H6ETT A células injetadas secretariam fatores

anti-apoptoticos, pro-angiogénicos, fatores de crescimento que, numa acdo coordenada e
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complexa, minimizariam a morte de células cardiacas isquémicas, promoveriam a

L ~ . ‘o 787
neoangiogénese, modulacio do processo inflamatdrio local, entre outros efeitos '*"”.

Resultados obtidos em nosso laboratorio por Gongalves e colaboradores (dados
ndo publicados) mostraram que o incremento de VEGF no coragdo, através do uso
células como vetores para a expressdo do fator, também promove melhor desempenho

cardiaco em animais infartados.

Os resultados da avaliacdo histolégica do presente estudo sugerem que, embora
os animais de todos os grupos experimentais tenham tido tamanho de infarto muito
similar, a composi¢do da cicatriz fibrética e suas conseqiiéncias sobre o remodelamento
p6s o IAM podem ter contribuido positivamente para o desempenho cardiaco desses
animais. As medidas de espessura de cicatriz e zona de borda do infarto, observadas nos
animais tratados com CMO por via intramiocdrdica, podem sugerir que houve um
“fortalecimento” da cicatriz, fato que poderia minimizar os efeitos da fibrose sobre a
contratilidade cardiaca, além da possibilidade da acdo das CMO na regido remota ao
infarto, visto que a dilatacdo da cavidade do ventriculo esquerdo foi menor nos animais
que receberam CMO via intramiocdrdica. Somados, a importancia desses pardmetros de
remodelamento pdés-IAM para a funcido ventricular merecem destaque no que diz
respeito aos efeitos da terapia com CMO.

E importante salientar que o fato de néo termos observado diferenca com relagio
ao tamanho de infarto entre os grupos pode ser explicado pelo fato de que os animais

foram previamente selecionados através de ecocardiografia, a fim de se evitar viés de
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interpretacdo, considerando que a funcdo cardiaca estd diretamente relacionada ao

infarto.

Nesse estudo nés mostramos melhora nos parametros cardiacos funcionais e
histopatoldgicos dos animais injetados intramiocardicamente, porém, o incremento de
células com o uso do polimero de fibrina, ndo resultou em melhora adicional. Um razao
para essa falta de incremento na resposta pode estar relacionada ao tempo apds infarto
em que os animais foram avaliados. Alguns autores mostraram efeitos em longo prazo
de células-tronco empregadas em animais infartados 8081 No estudo de Lian, os animais
foram avaliados até 12 meses e a funcdo cardiaca melhorou progressivamente até o sexto
més apds a injecao de células.

Nesse sentido, nos animais do presente estudo, em que as CMO foram injetadas
diretamente no coracdo, ainda que tenham tido um desempenho cardiaco similar no
momento em que foram avaliados, podem evoluir de maneira diferente, considerando

que a resolu¢do completada do infarto se dd além do periodo de 30 dias.

Em conjunto, esses resultados indicam que a retencdo de células da medula 6ssea
no coracao ¢ maior quando as células sdo injetadas diretamente no miocardio de ratos, e
que a administragdo aos sete dias apds o infarto favorece ainda mais a reten¢do dessas
células. Por outro lado, a reten¢do de CMO no coragdo € bastante reduzida (cerca de 0,5
% do total injetado) quando as vias de administracdo IV, IC e ICO sdo utilizadas
independentemente do tempo apés o infarto para o transplante. Além disso, o acimulo

das células transplantadas 24 horas apds a isquemia pode ser significativamente
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melhorado através da utilizacdo de polimero de fibrina como veiculo das células durante
a injecdo via IM. Finalmente, nos animais cuja retencdo de células no coragdo foi maior,
ou seja, naqueles em que as células foram injetadas diretamente no miocardio (CMO —
IM e CMO+F — IM), constatamos melhor desempenho cardiaco frente a sobrecarga

pressorica.
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Com base nos achados descritos, podemos concluir sumariamente:

e A retencdo cardiaca de CMO € maior quando essas células sdo administradas

diretamente no miocardio;

e A retencdo de CMO no coracdo € maior quando a injecdo IM € realizada 7 dias

apods o IAM;

e O perfil de biodistribuicio das CMO € similar em todos os grupos,
independentemente do tempo apds a isquemia cardiaca e da via de administracao
utilizada, porém nos animais injetados agudamente ao IAM (1-3 dias) hd um
acimulo maior de células nos 6rgdos estudos comparados aos animais injetados

aos 7 dias apds o [AM;

e A associacdo do biopolimero de fibrina como veiculo para a injecdo das CMO

incrementou significativamente a retencdo dessas células (de ~ 7 para 17%);

e As células injetadas com fibrina sobrevivem e permanecem no tecido cardiaco

até 30 dias ap0s o transplante;
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Em ratos infartados, a injecdo intramiocdrdica de CMO atenua o remodelamento
ventricular, minimizando a dilatacdo da cavidade do VE e promovendo o

aumento na espessura da parede infartada do ventriculo;

O desempenho cardiaco dos animais infartados frente ao aumento subito da

pressdo foi satisfatério apenas nos animais em que as CMO foram injetadas

diretamente no miocardio.

-97-



PERSPECTIVAS




Perspectivas — Retencdo de CMO

Nesse estudo, um dos principais achados foi a diferenca na retengdo cardiaca de
células da medula 6ssea de acordo com a via de administracdo das células e o tempo
ap6s o infarto. Além disso, nés demonstramos que o desempenho cardiaco dos ratos
infartados durante o estresse de pos-carga € melhor apenas quando esses animais sdao
tratados com CMO intramiocardicamente, sugerindo que a quantidade de células-tronco

locais € importante para o restabelecimento da fun¢do cardiaca apds o infarto.

O uso de fibrina durante a injecdo melhorou a retencdo cardiaca das células,
porém, do ponto de vista funcional, o incremento de células com o polimero nio exerceu
efeito superior ao constatado nos animais em que as CMO foram intramiocardicamente

em veiculo aquoso.

Com base nesses resultados apresentados, merecem investigacdo futura os pontos

sumarizados abaixo. Quais sejam:

e Avaliacdo em longo prazo da funcdo cardiaca e sobrevida dos animais
infartados em que as CMO forem injetadas intramiocardicamente com

fibrina ou com veiculo aquoso;

¢ Mecanismo de acdo das CMO no contexto do infarto com o uso do

biopolimero e na auséncia dele;
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Efeito da presenca das CMO e do polimero de fibrina sobre a resposta

inflamatdria subseqiiente a isquemia;

Tempo de degradacdo da matriz de fibrina no tecido cardiaco apds sua

administracdo.
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ANEXO1




Uso de células-tronco do tecido adiposo previamente
estimuladas com “‘shear stress’ para o reparo do

infarto do miocardio em ratos



Introducdo — CTTA & SS

O desenvolvimento de circulacdo colateral apés o infarto do miocdardio € um
mecanismo natural de adaptagdo do coragdo para aumentar a perfusdo em regides
gravemente acometidas pela isquemia; pacientes infartados com circulagdo colateral

evoluem com melhor progndstico 8485,

A angiogénese € o principal mecanismo envolvido na formacdo da nova rede
vascular. Através da proliferacdo e migracdo de células endoteliais pré-existentes, sao
formados novos vasos que “brotam” de um vaso maduro em direcdo a regido adjacente
ao vaso. Entretanto a vasculogénese tem sido proposta como outro mecanismo de
neoformacgdo vascular envolvido em processos patolégicos que envolvem resposta
inflamatéria tal como o que acontece como o infarto do miocérdio. Esse processo conta
com a participacdo de células progenitoras endoteliais que, através da diferenciacao,

formardo novas estruturas vasculares.

A mobilizacdo e homing de células progenitoras endoteliais tém sido

. . 86-88

demonstradas em contextos de isquemia .
Uma série de fatores e citocinas, envolvidas no processo de recrutamento e
diferenciacdo de progenitores endoteliais, sdo incrementados apds a isquemia cardiaca.

O fator de crescimento vascular (VEGF) e seus receptores (VEGFR2, VEGFR3, entre

outros), estdo entre os principais mediadores da vasculogénese pds-natal nesse contexto

31;32:89;90
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O uso de terapias pro-angiogénicas para a recuperacao do miocdrdio infartado é
fundamentado na baixa eficiéncia da vasculogénese e angiogénese pds-natal observada
Nesses casos.

A terapia génica com VEGEF estd entre as principais abordagens para o reparo do
infarto do miocdrdio °'*?. Porém, é um procedimento alvo de sérias criticas que
envolvem, essencialmente, a segurancga dessa aplicacao.

Terapia baseada no uso de células progenitoras e células-tronco também sao
realizadas e tém apresentado resultados positivos em modelos animais de infarto e
humanos ***°.

Por outro lado, muitos dos tipos celulares empregados nessa abordagem sdo de

baixa e dificil obtencdo e manutencdo ex vivo. Quando se trata de células-tronco

embriondrias, os impedimentos envolvem questdes éticas.

Células-tronco do tecido adiposo (CTTA) representam uma fonte promissora de
células para os estudos de terapia celular. Essas células, além de exibirem plasticidade,
proliferacdo e imunofendtipo compativel com células-tronco adultas como as isoladas da
medula dssea, sdo de facil obtencdo e rendimento em cultura o100 - Algm disso, secretam

. < LA . » -103
fatores importantes pro-angiogénicos e anti-apoptoticos 101103,

Estudos recentes tém sugerido que as células-tronco obtidas do tecido adiposo

L. , .. . c .. . . . . 104-106
podem adotar fenétipo de células endoteliais e cardiomidcitos in vitro € in vivo .
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Diversos métodos t€ém sido empregados para estimular a diferenciacdao de
células-tronco de diferentes fontes em células endoteliais, dentre os quais o tratamento
com VEGF é um dos mais testados '"""'%®. Aqui nés testamos um estimulo fisico que
mimetiza o “shear stress” (SS), isto é, a for¢a gerada pelo fluxo laminar da coluna de

sangue em células endoteliais.

Em células endoteliais, o SS desempenha um papel fundamental na regulagdo do
fenétipo e funcdo, envolvendo a produgdo de Oxido nitrico (NO) e a expressdo de

VEGF, moléculas de adesdao (VCAM, E-selectina, PECAM, vWF), entre outros 109,

Adicionalmente, o ‘“shear stress” tem sido reconhecido como importante
modulador do fendétipo, morfologia, expressdo génica e diferenciacdo celular. Em
linhagens de células embriondrias, células-tronco adultas e células musculares lisas o SS

110-114

promoveu a diferenciacdo em células endoteliais . A fosforilagdo de Akt (proteina

quinase B) e a modulacdo da sinalizacdo via receptores de VEGF estdo entre os

. . ~ . 115116
mecanismos envolvidos na mecanotransducao mediada pelo SS "~ .

A associacdo de matrizes as células em protocolos de terapia celular tem sido
testada em modelos animais de infarto. Uma das matrizes mais exploradas € o coldgeno
que, segundo os estudos, além de promover maior retencdo das células injetadas, a

matriz otimiza a angiogénese e estimula a sobrevida das células transplantadas H720,
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Dado que o ““shear stress” € um estimulo potencialmente indutor da diferenciacio
de células-tronco em células endoteliais, o presente estudo buscou avaliar o uso de
células-tronco do tecido adiposo, previamente estimuladas com “shear stress”, no reparo
do coragdo de ratos infartados, através da aplicacdo direta dessas células em matriz de

coldgeno no coragdo.
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O objetivo principal desse trabalho foi investigar o papel de células-tronco
obtidas do tecido adiposo (CTTA) e submetidas previamente ao “shear stress” no reparo

estrutural e funcional do coragdo de ratos infartados.

Especificamente:

e (Caracterizar a populacido de células-tronco obtidas do tecido adiposo (CTTA)

branco de ratos;

¢ Perfil imunofenotipico
e Proliferacao

e Potencial de diferenciacdo em multiplas linhagens celulares

e Avaliar a morfologia das CTTA submetidas ao SS;

e Avaliar a expressdo de moléculas especificas de células endoteliais em CTTA
ap0s estimulo com SS;

e Avaliar a producgdo de substincias vasoativas (NO e VEGF) em CTTA ap6s SS;

e Avaliar o efeito das CTTA-SS injetadas intramiocardicamente no coracdo de
ratos infartados sobre parametros histopatoldgicos e hemodindmicos da fun¢do

cardiaca.
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Nota: serdo mencionadas nessa sessdo apenas as metodologias ndo descritas no item “materiais e
métodos” dessa tese, pois grande parte dos ensaios do estudo a seguir foi desenvolvida com as

mesmas técnicas.

Devido a indisponibilidade de reagentes, os experimentos in vitro com células-
tronco de tecido adiposo (exceto os experimentos de expressdo génica em tempo real)

foram realizados em células de camundongos da linhagem FVB.

3.1 CULTURA DE CELULAS

3.1.1 Proliferacao Celular

Para avaliar as medidas de crescimento populacional, utilizamos protocolo
descrito por Freshney *.

Células-tronco do tecido adiposo de camundongos da linhagem FVB (CTTA) nas
passagens trés e quatro foram plaqueadas na concentracio de 1x10* células/cm” em oito
placas de 35 mm de raio. A cada dia, durante oito dias, células de uma das placas foram
coletadas com 300 pL de tripsina, 600 pL de PBS e fixadas em 100 pL de formaldeido
37 %. Posteriormente, as células foram contadas em hemocitdmetro e calculadas numa
concentragdo de 10* células/mL.

O logaritmo (log) do numero de células foi calculado e plotado num grafico
exponencial, a partir do qual obtivemos a curva de crescimento para as CTTA nas

diferentes passagens. Nesse grafico, identificou-se o momento do crescimento
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exponencial das células que gerou um grafico de reta. A partir desse gréfico, calculou-se
o tempo de dobramento das células.

A férmula obtida a partir do coeficiente (A) que determina a inclinacgao da reta (Y
= Ax + B) determina que este seja o divisor do nimero que representa a diferenca entre o

log de dois nimeros quaisquer, de forma que um seja o dobro do outro.

3.1.2 Diferencia¢io das Células-Tronco do Tecido Adiposo

A plasticidade das células-tronco do tecido adiposo foi avaliada através da
inducdo da diferenciagd@o celular com a utilizacdo de suplementacdo especifica para cada
linhagem de interesse no meio de cultura.

Brevemente, CTTA nas passagens trés e quatro foram plaqueadas na
concentracdo de 1x10* células/cm® e, apds vinte e quatro horas, o meio de cultura
convencional (DMEM low glucose + 10 % FBS) foi substituido pelo meio de cultura
especifico para as linhagens adipogénica ou osteogénica, conforme descrito na tabela 4.

As CTTA foram mantidas por vinte e um dias com meio adipogénico ou

osteogénico e o meio de cultura foi trocado a cada trés dias.
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Meios de Meio Base Suplementacio Especifica
Diferenciacao
Meio adinogénico 1]3(1:\(/)1561\:[- 110 (;N % 1 uM de Dexametasona, 0,5 mM de Isobutilmetilxantina,
pog & FBS 7 10 uM de Insulina e 200 uM de Indometacina
. s DMEM low 0,1 uM de Dexametasona, 50 pg/mL de Acido ascérbico,
Meio osteogénico  glucose + 10 % :
FBS 10 uM de Beta-glicerofosfato

Tabela 4. Descri¢do dos meios de cultura utilizados para diferenciacdo adipogénica e osteogénica das
células-tronco do tecido adiposo.

Ao final do periodo de tratamento, os respectivos meios de culturas foram retirados,
as CTTA foram lavadas com PBS 1X e procederam-se os protocolos pertinentes para a

visualizacdo dos respectivos tipos celulares, adipdcitos e ostedcitos.

3.1.3 Coloracao “Oil Red” para Adipocitos

A diferenciagdo em adipdcitos foi avaliada através da coloracdo de “Oil Red” nas
células submetidas ao meio adipogénico e naquelas mantidas em meio padrdo. Para esse teste,
foi realizado protocolo descrito a seguir.

Ap6s a fixagdo das células por uma hora em formaldeido 10 % essas foram lavadas
duas vezes com dgua destilada e em seguida uma vez com dlcool a 70 %. Posteriormente, todo
alcool foi removido para a adi¢io do corante Escarlat R ou Sudan IV por cinco minutos. Apos
esse tempo, as células foram lavadas por duas vezes com dlcool a 70 % e mantidas em dgua

destilada até o final da andlise microscdpica e a obtencdo das imagens fotograficas.
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3.1.4 Ensaio de Von Kossa para Ostedcitos

Para a diferenciacdo em ostedcitos, CTTA mantidas em meio osteogénico e aquelas
mantidas em meio padrdo como controles, foram submetidas a reacdo de Von Kossa. Para
essa reacdo, as c€lulas foram fixadas com paraformaldeio 4 % por uma hora a temperatura
ambiente. Apds esse periodo as células foram lavadas com dgua destilada e mantidas
submersas em solucdo 1 % de nitrato de prata na auséncia de luz por trinta minutos. Em
seguida as células foram lavadas por vdrias vezes com dgua destilada e submetidas a luz UV
por uma hora. Através desse protocolo € possivel observar a oxidacdo da prata impregnada no

calcio da matriz extracelular.

3.1.5 Estimulac¢iao das Células-Tronco do Tecido Adiposo com “Shear Stress”

Para a produgdo de “shear stress” foi utilizado o sistema de “cone plate” (figura
21), que é o método tradicional de produzir “shear stress” in vitro (Malek A e cols.,
1992). Este sistema consiste de um cone, de dngulo superficial de 0,5 °, girando sobre o
meio de cultura das células. A velocidade angular (®) do cone é controlada e o “shear
stress” € calculado através da férmula abaixo:

-1
T=N0.0

onde: T € o “shear stress” (dinas/cm2), 1N a viscosidade do meio de cultura (dinas.s/cmz),

 a velocidade angular do cone (rads) e ao angulo superficial do cone (rad.).
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o

no T = “shear stress” (dinas/cn?)
1 = viscosidade (dinas.s/cm?)

o = velocidade angular (rad /s)
a = dngulo do cone (rad)

Figura 21: Sistema de “cone plate” utilizado para producdo de “shear stress”
nas células-tronco de tecido adiposo. O cone gira sobre as CTTA e o SS
pode variar através de alteracdes na velocidade angular ou da viscosidade do
meio de cultura.

As células-tronco do tecido adiposo de camundongos e ratos foram submetidas

. 2 " .
ao ‘“‘shear stress” de 10 dinas/cm” por um periodo de 72 horas no sistema de ‘“‘cone

plate”. Em seguida as CTTA foram tripsinizadas e contadas para a andlise de expressao

por citometria de fluxo, lisadas em Trizol para a extracdo de RNA e, em outra ocasido,

para os estudos in vivo.

3.1.6 Determinaciio de Oxido Nitrico

O acumulo de nitrito no meio de cultura foi aferido como uma medida indireta da

producdo de 6xido nitrico (NO) pelas células, utilizando-se o ensaio colorimétrico de

Griess *. Nesse experimento, 100 pL do meio de cultura foram misturados com 100 pL.
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do reagente de Griess (50 pL de 1% de sulphanilamida em dgua e 50 pL de 0,1 % de
naphitilethelen-diamine-dihydrochloride em 2,5 M de H3;PO,). Apds dez minutos de
incubagdo para estabilizar a reacdo, realizou-se a leitura de absorbancia em 540 nm. As
leituras dos meios de cultura de CTTA ndo submetidas ao “shear stress” foram utilizadas
como controle. A concentragdo de nitrito no meio de cultura foi determinada por meio

da curva-padrdo preparada a partir de concentracdes conhecidas de nitrito de sédio.

3.1.7 Deteccao de VEGF

Para dosagem de VEGF de origem murina no meio de cultura das CTTA foi
utilizado o método ELISA (do inglés, enzyme-linked immunoabsorbent assay) (R&D
System, Inc., Minneapolis, USA). Este ensaio foi realizado em amostras de meio de
cultura.

Uma Placa com 96 pogos foi sensibilizadas com 100 puL de anticorpo monoclonal
anti-mouse VEGF e incubada por 18 horas a 4 °C. Posteriormente, a placa foi bloqueada
para evitar ligagdes inespecificas com 300 uL de solucdo de bloqueio (BSA 2%) e
incubada por 2 horas a 37 °C. Ap6s o bloqueio, foram adicionados 100 uL por poco das
amostras e dos padrdes diluidos previamente em PBS 1X. Em dois pocos foram
colocados somente PBS 1X para caracterizacdo do branco. A placa foi incubada por
dezoito horas a 4 °C. Apds incubagdo, foram adicionados 100 pL do anticorpo
conjugado (anticorpo anti-human Biotinilado) na concentragdo estabelecida e o material
incubado por 3 horas a 37 °C. Posteriormente, foram adicionados 100 pL de

Streptoavidina HRP (1:250) por pogo e incubado por 30 minutos a 37 °C. A cada etapa a
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placa foi lavada com tampao de lavagem (PBS + Tween 20%) por seis vezes. A
revelacdo foi realizada através da adicdo de 100 pL/poco de solucdo de H,O, e
tetrametilbenzidina, incubando-se de cinco a sessenta minutos a 37 °C. A reacdo foi
interrompida com 50 pL de H,SO4 30 % por pogo sob agitacao lenta. A leitura foi feita

em leitor de ELISA (Power Wave, Bio-tek) utilizando filtro de 450 nm.

3.1.8 Ensaio da Formacao de Estruturas Tubulares Através de Matrigel

A capacidade de formar estruturas similares a capilares foi examinada nas CTTA
submetidas ao regime de “shear stress”. Para tal, CTTA submetidas ou ndao ao SS foram
plaqueadas na concentracio de 0,5x104 células/cm® em placas de 96 pocos contendo 20
plL de matriz de coldgeno (matrigel — BD Bioscience ®). Células endoteliais de artéria
de coelhos (rabbit endothelial cell — REC) foram plaqueadas na mesma concentragdo e
utilizadas como controle positivo do ensaio. Apds vinte e quatro horas as células foram
observadas em microscépio Optico invertido de contraste de fase (Nikon Eclipse®) e

fotografadas.

3.2 EXPRESSAO GENICA

3.2.1 Extracao de RNA

Para isolar o RNA (acido ribonucléico) das CTTA, procedeu-se o protocolo
descrito pelo fabricante do reagente Trizol®, solugdo anti-RNAse utilizada para coleta e

armazenamento dessas células. O Trizol®Reagent, uma solu¢do monofésica de fenol e
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guanidina isotilcianato, corresponde a uma variagio do método desenvolvido por
Chomczynski e Sacchi (1987).

Todo o procedimento foi realizado com os devidos cuidados para evitar a
contaminacdo com RNAse (enzima anti- RNA), através do uso de luvas e de solucdo
“RNAse-free”. A partir desta etapa, segue-se o protocolo de extragdo de RNA, conforme
instrugdes do fabricante. CTTA homogeneizadas com trizol foram centrifugadas por dez
minutos a 1200 rpm em 4 °C. O sobrenadante foi transferido para outro eppendorf e a ele
foram adicionados 200 pL de cloroférmio sob agitacdo. A mistura foi incubada por 3
minutos a temperatura ambiente. Apds esse tempo, a amostra do eppendorf foi
novamente centrifugada por quinze minutos a 1200 rpm a 4 °C. Novamente o
sobrenadante foi transferido para outro eppendorf e a ele foram adicionados 500 puL de
isopropanol. A mistura foi incubada por dez minutos a temperatura ambiente. Apds essa
incubagdo, a amostra foi centrifugada por dez minutos a 1200 rpm em 4° C. O
sobrenadante foi descartado e ao pellet foi adicionado 1 mL de etanol a 75 %. Apés
agitacdo nessa solucdo, a amostra foi centrifugada por cinco minutos a 7500 rpm a 4 °C.
O sobrenadante foi retirado e o pellet foi seco naturalmente a temperatura ambiente. Na
ultima etapa, o pellet seco foi ressuspendido em dgua milliQ.

A integridade das amostras foi verificada através de eletroforese em gel de
agarose 1 % (1 % agarose, 40 mM Tris acetato e 2 mM EDTA - TAE), contendo 0,5
pg/mL de brometo de etideo. O gel foi imerso em tampao TAE 1X e a eletroforese

realizada a 100 V por aproximadamente quarenta € cinco minutos.
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3.2.2 Transcricao Reversa

Para a sintese do cDNA (acido desoxirribonucléico codificante) a partir de RNA
obtido em etapa anterior, foram utilizados 5 pg de RNA total extraido das CTTA. As
amostras foram incubadas com 0,5 pg/mL de oligo dT12-18 a 65 °C por cinco minutos,
para se obter a primeira fita de cDNA.

A transcri¢do reversa das amostras foi realizada em um volume total de 20 pL
contendo 10 mM de dNTPs (desoxirribonucleotideos trifosforilados), 0,1 M de DTT, 1X
tampdo da enzima, 3U de RNAsin e 2,5U de transcriptase reversa (AMV-RT). Apds
incubagdo por 1 hora a 37 °C, a temperatura foi elevada a 95 °C por cinco minutos e as
amostras rapidamente colocadas em gelo para denaturacio de hibridos RNA-cDNA
formados e inativacdo da enzima utilizada na reacdo. Em alguns tubos, a transcriptase
reversa nao foi adicionada, a fim de se controlar a contaminagdo ou amplificacdo de
DNA gendmico. O cDNA obtido foi estocado a -20 °C até o momento da realiza¢do da

reacdo de PCR (reacdo de polimerizacido em cadeia) em tempo real.

3.2.3 PCR em Tempo Real

Ap6s a sintese de cDNA a partir de RNA total, o PCR em tempo real foi
realizado utilizando o kit SYBR® Green PCR Master Mix de acordo com instru¢des do
fabricante. A reacdo de PCR em tempo real foi realizada no ABI PRISM 7700 Sequence
Detector, através de oligonucleotideos iniciadores especificos (tabela 5) para o gene de

interesse e detec¢do por SYBR Green.
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Nesta metodologia, o PCR foi combinado a um intercalante fluorescente de DNA
dupla fita, o SYBR Green 1. Desta forma, um sinal fluorescente gerado é diretamente
proporcional a quantidade de produto de PCR na reacdo. A intensidade de fluorescéncia
¢ monitorada apdés cada ciclo do PCR, o que possibilita a andlise durante a fase
exponencial da reagcdo. Para obter resultados reprodutiveis e com exatidao, a eficiéncia
da reacdo deve ser proxima de 100 %, ou seja, a quantidade de DNA deve duplicar apds

cada ciclo da fase exponencial.

Genes Primer Senso (5' — 3') Primer Anti-senso (3' — 5') Amplicon (pb)
vWi agaggatgcggtggctaac cctgcgatgaatctatgagga 90
FLKk-1 cagtgatcgccatgttcttc cttcagttccccttcattgg 80
Notch gagatgctcccagccaagt cggtactcacacacaggcttc 82
Jagged gattactgcgagcccaacc ggtctttcaggtgtgagcag 80
GAPDH gaacttgccgtgggtagag atggtgaaggtcggtgtg 162

Tabela 5. Seqiiéncia dos oligonucleotideos iniciadores utilizados para avaliar a expressdo de proteinas
especificas em CTTA submetidas ao “shear stress”. Na tabela estdo descritas as seqiiéncias dos “primers”
utilizados para a andlise da expressdo dos genes que codificam para as proteinas especificas de células
endotelais (VWf e FLK-1) e dois marcadores relacionados a diferenciacdo celular (Notch e Jagged). Na
coluna a direita estdo indicados os tamanhos dos “amplicons” (produtos da reagdo de PCR) em pares de
bases (pb) produzidos pelos “primers”. GAPDH foi utilizado como normalizador da expressao génica.

3.3 EXPRESSAO DE PROTEINAS

3.3.1 Analise Quantitativa da Expressao Proteica por Citometria de Fluxo

Citometria de Fluxo (Fluorescence Activated Cell Sorting — FACS) foi empregada

para avaliar o imunofendtipo das células-tronco de tecido adiposo. O FACS foi também

utilizado como ferramenta para detectar e quantificar a expressdo de proteinas endotélio-

especificas em CTTA submetidas ao regime de “shear stress” (SS).
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Para a caracterizacdo imunofenotipica, as células-tronco do tecido adiposo na
terceira e quarta passagens foram tripsinizadas e contadas, conforme ja descrito, e
ressuspendidas em meio de cultura até o momento da realizacdo do protocolo de marcagdo.
Posteriormente foram submetidas ao protocolo de marcacdo com os anticorpos listados na
tabela 2. Foram necessdrias 200.000 células por anticorpo testado. Os ensaios foram
realizados com marcagdes simples e triplas, conforme a tabela 6. Foram utilizados oito
anticorpos para as diferentes proteinas (BD — Pharmingen) e cinco controles isotipicos para
cada um dos fluorocromos (BD — Pharmingen). A condi¢do de células sem marcacio

também foi utilizada para a padronizacdo das fluorescéncias.

O ensaio foi desenvolvido da seguinte maneira: as células foram adicionadas na
placa de 96 pocos e centrifugadas a 1800 rpm por cinco minutos para eliminar o meio de
cultura. Posteriormente foram adicionados 200 pL. em cada pogo de tampao de lavagem de
citometria e a placa foi novamente centrifugada. Este procedimento foi realizado por duas
vezes. Em seguida, foram adicionados 10 pL. de cada anticorpo nos devidos pocos da placa.
Os anticorpos foram incubados por trinta minutos na auséncia de luminosidade, quando
entdo foram adicionados 150 pl. de tampao de lavagem e foi realizada a centrifugacdo das
amostras retirando-se o sobrenadante por inversdao da placa. Repetiu-se a lavagem e as
amostras foram passadas para tubos de citometria e adquiridas no citdbmetro BD
FACSCalibur, através do software CellQuest Pro. Foram adquiridos 10.000 eventos na

regido selecionada por tamanho e granulosidade.
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Proteina Anticorpo

CD29/ CD31/ CD90 IgG FITC/IgG2a PE/ IgG1 PerCP

CD105/ CD73/ CD45  1gG2a FITC/ 1gG2a PE/ IgG2, PeCy5

Sca-1/ CD44/ CD45  IgG2a PE/ IgG2, APC/ 1gG2, PeCy5

Flk-1/ CD31 IgG2a FITC/ IgG2a PE
Isotipo controle IgM FITC
Isotipo controle IgG2a PE
Isotipo controle IgG1 PerCP
Isotipo controle 1gG2, APC
Isotipo controle 1gG2,, PeCy5

Tabela 6. Anticorpos analisados nas células-tronco do tecido
adiposo. Na coluna a esquerda estdo representadas as proteinas
estudadas e as combinacdes avaliadas nas CTTA e a direita os
anticorpos para essas proteinas conjugados com os referidos
fluorocromos. FITC, PE, PerCP, PeCy5 e APC, indicam,
respectivamente, os fluor6foros conjugados aos anticorpos nas
cores verde, laranja, vermelho, vermelho escuro.

Para a avaliacdo das CTTA submetidas ao ‘“shear stress”, foi empregado o
mesmo procedimento de marcagdo, porém foram incubados apenas os anticorpos anti

CD31 e Flk-1.

3.4 ESTUDO IN VIVO COM CELULAS-TRONCO DE TECIDO ADIPOSO

3.4.1 Desenho Experimental
Os procedimentos cirtirgicos experimentais realizados nesse estudo ja foram
descritos na sessao “materiais € métodos” dessa tese. Porém os infartos nesse estudo

foram realizados em fémeas da linhagem Lewis e machos da mesma linhagem foram
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utilizados como doadores das CTTA. A escolha por fémeas se deu em razao dos estudos
a posteriori que serdo desenvolvidos com o objetivo de localizar as células injetadas
através de sondas especificas para genes do cromossomo Y.

Cabe ressaltar que os animais foram infartados através do procedimento de
ligadura permanente da artéria corondria e, submetidas ou ndo ao implante de CTTA,
vinte e quatro horas apds o infarto. Na tabela seguinte estdo relacionados os grupos
experimentais estudados. As avaliacdes histolégicas e da funcdo cardiaca foram

realizadas trinta dias ap0s o infarto do miocérdio.

Grupos 1AM Tratamento
Sham - -
NT + -
COL + Colageno
CTTA + CTTA+ colageno (1x10°)
CTTA+SS + CTTA+SS+ colageno (1x10°)

Tabela 7. Detalhes dos grupos experimentais do estudo in vivo com
CTTA. Na coluna da esquerda estdo listados os nomes dados aos
grupos experimentais; na coluna central os sinais + e — indicam,
respectivamente, a presenga ou auséncia do infarto agudo do
miocardio (IAM) e na coluna a direita estdo listados os detalhes do
tratamento, onde — indica auséncia de qualquer procedimento apés o
infarto e colageno, CTTA e CTTA+SS indicam o conteido das
injecdes intramiocardicas realizadas apds o [AM.

3.4.2 Extracao de Colageno a partir da Cauda de Ratos

Caudas de 10 ratos machos Lewis foram cortadas na sua base, lavadas com
detergente e colocadas em recipiente com dlcool 70 % a 4 °C, por 24 horas. Para extrair
as fibras de coldgeno tipo I, as pontas das caudas foram torcidas até quebrar a

articulacdo da vértebra mais distal. Com o auxilio de uma pin¢a dentada, as vértebras
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desarticuladas foram puxadas com movimentos giratérios de maneira de retirar o
coldgeno. As fibras de coldgeno foram entdo cortadas e colocadas num recipiente
contendo uma solucdo estéril de acido acético a 1 %. Esse procedimento foi repetido
para cada vértebra. As fibras permaneceram na solucdo estéril de 4cido acético a 1 % até
serem dissolvidas. A seguir, a solucdo foi ultracentrifugada a 30000 g por duas horas e o
sobrenadante foi estocado a 4 °C.

Para a preparacdo das aliquotas de coldgeno utilizadas como veiculo para o
implante das CTTA, foi adicionada a solugdo de coldgeno 1,5 pL/mL de Phenol Red a 1
% para controle do pH e posteriormente uma quantidade suficiente de NaOH 1 M até
alcancgar o pH neutro. 100 puL dessa solucgdo foi aliquotado para a mistura com as CTTA
injetadas. Durante todas as etapas de preparo, o coldgeno foi mantido em gelo para

evitar sua polimerizagcdo espontanea.

3.5 AVALIACAO HISTOLOGICA

3.5.1 Imunofluorescéncia

As CTTA injetadas nos coracdes dos ratos infartados foram identificadas e
avaliadas através de reagdo de imunofluorescéncia. As laminas foram obtidas segundo o
procedimento ja descrito para a avaliacdo histoldgica.

Brevemente, para a reacdo de imunofluorescéncia, cortes de 6 um dos coracdes
foram utilizados. As laminas contendo os cortes foram desparafinizadas a 65 °C e

posteriormente banhadas em xilol por trés vezes durante vinte minutos cada vez. Em
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seguida foram lavadas numa solug@o contendo PBS 0,1 % Tween. Trés incubacdes em
peréxido de hidrogénio de sete minutos cada uma foram realizadas posteriormente. A
seguir as laminas foram lavadas em dgua corrente.

O bloqueio de ligagcdes inespecificas foi realizado através da incubacdo das
laminas em solu¢do de PBS a 2 % de caseina (Sigma-Aldrich®). As laminas foram
mantidas nessa solu¢do por sessenta minutos a temperatura ambiente. Apds esse tempo,
as laminas foram retiradas da solug@o e escorridas para a incubacdo com o anticorpo
primdrio anti - Flk-1 1:50 (Upstate®) ou anti — vWTf 1:100 (Abcam®) . As laminas
foram incubadas por 1h em temperatura ambiente. Apds esse tempo, as laminas foram
lavadas com PBS e em seguida procede-se a incubacdo com os respectivos anticorpos
secundarios, anti-mouse Alexa fluor 488 1:600 e anti-rabbit Alexa fluor 488 1:600
(Molecular Probes®), por uma hora e trinta minutos em temperatura ambiente protegida
da luz. As reagdes para cada uma das proteinas estudadas foram realizadas em laminas
separadas.

Finalmente, as 1aminas foram lavadas por trés vezes em PBS para a retirada dos
anticorpos residuais que eventualmente ndo se ligaram e entdo as laminas foram
montadas em meio de montagem com DAPI (Molecular Probes®) em solugdo de

glicerol 50 %.
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4.1 CARACTERIZACAO DAS CELULAS-TRONCO DO TECIDO ADIPOSO

4.1.1 Proliferacao Celular

Células-tronco derivadas do tecido adiposo (CTTA) foram cultivadas e utilizadas
para os experimentos nas passagens 3 e 4. Nesse intervalo foram avaliadas as curvas de
crescimento das células (figura 22), a partir das quais se obteve o tempo de dobramento

médio da populacio (68,07 = 2,12 h).

106
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Figura 22. Curva de crescimento das células-tronco de
tecido adiposo na passagem 3. O grafico mostra o nimero
de células em func¢do do tempo em cultura.
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4.1.2 Perfil Imunofenotipico

O perfil dos marcadores CDs nas CTTA foi avaliado com base no painel
proposto para as células mesenquimais da medula conforme a similaridade ja descrita
entre ambos os tipos celulares.

CTTA na passagem 3 foram avaliadas quanto a expressdo das proteinas de
superficie amplamente expressas por células mesenquimais — CD29 (integrina 1),
CD90 (Thy-1; thymocyte differentiation antigen 1), CDI05 (endoglina), CD44
(glicoproteina de adesdo celular e migracao), CD73 (Ecto-5'-nucleotidase), Sca-1 (stem
cell antigen 1), e por outro lado, quanto a expressdo de proteinas das linhagens
endotelial e hematopoiética — CD31 (Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecule-1) e
CD45 (antigeno expresso em leucdcitos). Assim, a expressdo incrementada dos
marcadores mesenquimais e a baixa ou ausente expressio dos marcadores
endoteliais/hematopoiéticos € o painel que define as células-tronco derivadas do tecido

adiposo (CTTA).

A figura 23 mostra os niveis de expressdo desses marcadores de superficie na

populacao de CTTA, avaliados através de citometria de fluxo.
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CD29 Marcador % Células positivas
(média + EPM)
SCA1
CD29 98,97 0385
CD9%0
SCAI 98,75 + 0,49
CD44
CD90 89,19 + 1,76
CD105 CD44 57,00+ 16,89
cD73 CD105 16,52 £ 6,80
CD4s CD73 9,02+1,.73
CD31 CD45 6,41 40,09
T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 CD31 0,55£0.31

Expressao (% de células positivas)

Figura 23. Anilise da expressdo de marcadores CDs em CTTA através de citometria e fluxo. Os valores
estdo expressos como percentagem média de células positivas para os marcadores + erro-padrdo da
média; n = 4 experimentos.

Conforme ilustrado no painel acima, a maioria das células da populacdo avaliada
expressava os marcadores CD 29, Sca-1 e CD90 (cerca de 90% da populagdo). Outros
marcadores sabidamente presentes em células-tronco mesenquimais foram observados
na mesma populagdo, como o CD44 e CD105, porém num grupo menos de células. Por
outro lado, os marcadores hematopoiéticos e endoteliais estiveram presentes numa
freqiiéncia muito baixa, mostrando que a cultura estava composta predominantemente

por células-tronco de origem mesenquimal.
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4.1.3 Plasticidade das Células-tronco do Tecido Adiposo

Com o objetivo de avaliar a capacidade das células-tronco do tecido adiposo de
adquirir fendtipo de linhagens celulares distintas, cultivamos CTTA em meios de cultura

especificos e descritos para indugdo da adipogénese e osteogénese.

Adipogénese. Nesse protocolo avaliamos a capacidade das CTTA adquirirem o fenétipo
de adipdcitos quando estimuladas especificamente. As células foram submetidas ao
cultivo com meio de diferenciacdo adipogénico durante 21 dias. A partir do quinto dia
de tratamento, alteracdes morfoldgicas comecaram a ser observadas nas CTTA. Essas
modificacdes foram evidentes no citoplasma celular, cujo tamanho tornou-se maior que
o das células mantidas sob as condi¢des habituais de cultivo (dados ndo mostrados).
Ap6s 15 dias, a formacdo de vesiculas citoplasmaéticas relacionadas a deposi¢ao lipidica,
pode ser observada. Ao final do periodo experimental, as CTTA submetidas ou ndo ao
meio de cultura especifico foram coradas com Oil Red para confirmagdo da deposicao
lipidica intracelular. Vesiculas lipidicas marcadas em vermelho foram observadas nas
CTTA tratadas com meio especifico para inducdo da adipogénese, mostrando que essas
células sdo capazes de se diferenciar em adipdcitos maduros quando estimuladas
quimicamente. Figura 24.

Osteogénese. O objetivo desse experimento foi avaliar a capacidade das CTTA
adquirirem o fendtipo de ostedcitos. Mudangas na morfologia das células foram também
observadas aqui. As CTTA cultivadas no meio especifico para inducdo da osteogénese

apresentaram mudancas na morfologia do citoplasma apds cerca de 10 dias do inicio do
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tratamento. O citoplasma dessas células tornou-se gradativamente retraido e granuloso.
Outra mudanca importante globalmente observada na placa foi a condensacdo da
populacio de células, de forma a aparecerem em ‘“ninhos” mais ou menos isolados. A
mineralizacdo da matriz foi confirmada através do acumulo extracelular de célcio

evidenciado pela coloracio de Von Kossa. Figura 24.

Adipogénese

Osteogenese

Figura 24. Adipogénese e osteogé€nese a partir de CTTA observada
através de microscopia Optica de contraste de fase. No painel
superior, a formagdo de adipdcitos é mostrada através da coloragdo
em vermelho das vesiculas lipidicas intracitoplasméticas. No painel
inferior as “manchas” em preto sdo produto da oxidagdo da prata
impregnada nos locais onde hd deposicdo de cdlcio, evidenciando a
mineralizacdo da matriz extracelular na cultura de CTTA.
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4.2 EFEITO DO “SHEAR STRESS” EM CELULAS-TRONCO DO TECIDO
ADIPOSO - MORFOLOGIA, EXPRESSAO GENICA E PROTEICA

4.2.1 “Shear Stress” Promove Mudanca na Morfologia das Células-Tronco do

Tecido Adiposo

CTTA submetidas ao ‘“‘shear stress” (SS) de 10 dynas/cm2 durante 72 horas,
exibiram mudan¢a na morfologia quando comparadas as células mantidas em condi¢do
estdtica. O aspecto geral da populagdo de células evidenciou a orientacdo e alinhamento

das mesmas paralelamente ao sentido do fluxo gerado no sistema de “cone plate”. Figura

25.

Estatica Shear Stress

L

Fluxo

Figura 25. Efeito do “shear stress” (SS) sobre a morfologia e alinhamento
das CTTA. Microscopia 6ptica de contraste de fase de CTTA em condigéo
estitica (esquerda) e sob regime de SS (10 dynas/cm®) apés 72 horas de
experimento.
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Nas CTTA expostas ao fluxo laminar a proliferacdo foi incrementada (estdticas:
1,76 + 0,33 células/cm® vs. SS: 2,68 + 0,35 células/cmz). Além disso, as células

deixaram de apresentar o aspecto “fibroblastdide” caracteristico.

4.2.2 “Shear Stress” Induz a Expressao de CD31, Flk-1 E vWf em Células-Tronco

do Tecido Adiposo

Expressdo Génica

Com o objetivo de testar a hipétese de que o “shear stress” € potencialmente
indutor da diferenciacio em células endoteliais, foi avaliada a expressdo de genes
relacionados ao fendtipo e fungdo de células endoteliais nas CTTA submetidas ao SS e
naquelas mantidas em condicdo estdtica do meio de cultura. PCR em tempo real foi
realizado para avaliar a expressdao dos seguintes genes: FLK-1 ou VEGFR2 (receptor 2
tirosina-quinase da proteina VEGF), vWf (fator de von Willebrand, glicoproteina
relacionada a adesdo plaquetdria), Notch (receptor de sinalizacdo célula-célula,
envolvido na diferenciagdo e sobrevida celular) e Jagged (ligante do receptor Notch). A

expressdo foi normalizada por GAPDH e a comparacao da expressado foi feita em relacdo

as células em condigdo estdtica. Figura 26.
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Figura 26. PCR em tempo real de CTTA submetidas ao “shear stress” para os genes FLK-1, vWT,
Notch e Jagged conforme indicado. A expressdo génica foi normalizada pela expressdo de
GAPDH. As barras representam o incremento na expressdo comparada a expressdo nas CTTA
mantidas em condicdo estédtica. Os valores sdo representativos da média do delta CT (coeficiente de
variagdo da expressdao) de 5 experimentos independentes.

A andlise quantitativa da expressdo génica mostrou incremento da expressao de
FLK-1 e vWf nas CTTA mantidas em regime de SS (cerca de 2 e 4 vezes com relacdo as
CTTA em condig@o estdtica, respectivamente).

O gene que codifica para o receptor Notch também estava mais expresso nas

CTTA mantidas sob SS que naquelas em condi¢cdo estdtica (cerca de 4 vezes).
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Interessantemente ndo foi observada mudanga na expressdo do gene do ligante do

receptor (jagged).

Expressdo de Proteinas

A expressdo de proteinas caracteristicas de células endoteliais foi avaliada em
CTTA submetidas ao ““shear stress” (SS) através de citometria de fluxo (FACS).

Foi analisada a percentagem na populacdo de CTTA das proteinas CD31
(PECAM-1 [Platelet Endothelial Cell Adhesion Molecule-1]) e FLK-1 (KDR/VEGFR2).

Figura 27.
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Figura 27. Citometria de fluxo de CTTA submetidas ao regime de ‘“shear stress”
(10dinas/cm”) e CTTA mantidas em condigdo estdtica. Os eixos em cada painel indicam a
intensidade da fluorescéncia para cada um dos fluoréforos ligados aos anticorpos CD31 e
FLK-1. O painel superior representa a andlise da proteina CD31 e o painel inferior, a anélise
concomitante das proteinas CD31 e FLK-1. Os valores dentro das regides delimitadas
indicam a percentagem de CTTA que expressam os referidos marcadores.

A andlise da populacdo revelou que, apds o estimulo com “shear stress”, a
expressdo de CD31 e FLK-1 foi incrementada nas CTTA comparada a percentagem
expressa pelas CTTA mantidas em condicdo estética [(CD31: 9,69% vs. 2,30% e 4,91%
vs. 2,41%, respectivamente)]. Adicionalmente, a percentagem da populacdo de CTTA

expressando concomitantemente CD31 e FLK-1 foi maior nas células mantidas em
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regime de SS comparada as células mantidas em condicio estdtica de meio de cultura

(2,13% vs. 1,25%).

4.3 EFEITO DO “SHEAR STRESS” SOBRE A PRODUCAO DE VEGF E OXIDO
NITRICO EM CELULAS-TRONCO DO TECIDO ADIPOSO

Substancias vasoativas importantes para a manuten¢do da homeostase vascular
foram avaliadas nas CTTA submetidas ao ‘“shear stress”.

A producdo de 6xido nitrico (NO), um importante gds produzido pelas células
endoteliais cuja ac@o direta nas células musculares lisas do vaso regula a vasodilatacao,
foi avaliado no meio de cultura das CTTA submetidas ou ndo ao “shear stress”, através
da determinacdo de um subproduto, o nitrito (NO2"). Nitrito foi determinado no meio de
cultura de CTTA submetidas ou ndo ao SS apds 24, 48 e 72 horas do inicio do estimulo.

A producio de nitrito a cada hora foi incrementada nas CTTA mantidas sob o
regime de fluxo laminar [24h: 0,19 £ 0,04 uM vs. 0,02 + 0,00 uM ; 48h: 0,16 = 0,04 uM

vs. 0,02 £ 0,00 uM ; 72h: 0,17 £ 0,05 uM vs. 0,01 + 0,00 uM (p < 0,001)]. Figura 28.
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Figura 28. Producdo de nitrito em CTTA submetidas ao
“shear stress”. Nitrito foi determinado no meio de cultura
ap6s 0, 24, 48 e 72 horas em CTTA submetidas ao SS e
naquelas em condicdo estdtica. Valores expressos como
média + EPM (n = 3 experimentos) normalizados por hora. *
indica diferenca entre CTTA sob SS e CTTA em condigdo
estatica (p < 0,001). Valor p obtido pela andlise de variancia
ANOVA de 2 fatores.

A secre¢do do fator de crescimento VEGF foi também avaliada no meio de
cultura das CTTA submetidas ao SS. Interessantemente, as CTTA mantidas em condi¢ao
estitica do meio de cultura apresentaram uma producdo considerdvel de VEGF e o
estimulo de SS ndo incrementou a expressdo do fator nas CTTA em nenhum dos
intervalos de tempo avaliados [24h (727,98 + 112,68 pg/mL vs. 668,68 + 98,14 pg/mL),
48h (940,30 £ 109,41 pg/mL vs. 990,94 + 61,44 pg/mL) e 72h (1019,86 + 113,32 pg/mL

vs.1238,97 + 102,02 pg/mL)]. Figura 29.
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Figura 29. Producdo de VEGF em CTTA submetidas ao
“shear stress”. VEGF foi determinado no meio de cultura ap6s
24, 48 e 72 horas em CTTA submetidas ao SS (linha cheia) e
naquelas em condicdo estdtica (linha tracejada). Os valores sdo
expressos em média + EPM (n = 3 experimentos).

44 “SHEAR STRESS” PROMOVE A FORMACAO DE ESTRUTURAS
TUBULARES EM CELULAS-TRONCO DO TECIDO ADIPOSO

A formacgdo de estruturas tubulares em matriz de coldgeno (matrigel) ¢ uma
caracteristica funcional de células endoteliais. CTTA submetidas ao SS foram avaliadas
quanto a capacidade de produzir estruturas similares quando mantidas em matrigel.

A figura 30 mostra que as CTTA aderiram na matriz de coldgeno e, apenas
aquelas submetidas previamente ao regime de SS foram capazes de formar tubulos
similares aos observados nas células endoteliais, indicando que o SS induziu, sob esse

aspecto, o comportamento de células endoteliais em CTTA.
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Figura 30. Efeito do SS sobre a formagdo de estruturas tubulares em
matrigel. Imagens de microscopia Optica de contraste de fase em CTTA
mantidas em condi¢do estitica de meio de cultura, células endoteliais e
CTTA submetidas ao regime de SS. A seta indica a formagdo tubular
observada apenas nas células endoteliais e nas CTTA estimuladas com SS.
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45 EFEITO DAS CELULAS-TRONCO DO TECIDO ADIPOSO
PREVIAMENTE ESTIMULADAS COM “SHEAR STRESS” SOBRE O REPARO

DO INFARTO DO MIOCARDIO EM RATOS

Tendo em vista a abordagem de terapia celular para o tratamento do infarto do
miocardio, CTTA mantidas em regime de SS por 72 horas foram testadas quanto a

capacidade de reparar estrutural e funcionalmente, o coragdo de ratos infartados.

4.5.1 Avaliacao Morfométrica — Tamanho do Infarto, Perimetro do Ventriculo
Esquerdo e Espessura da Cicatriz

A andlise histolégica dos coragdes infartados ndo mostrou diferencga
estatisticamente significativa no tamanho de infarto, medido pela percentagem média do
perimetro do ventriculo esquerdo de coldgeno transmural, entre os grupos avaliados
[NT: 26,99 + 1,61%; COL: 26,95 + 3,11%; CTTA: 32,58 + 2,45%; CTTA+SS: 31,14 +
2,52%; (p = 0.56)]. Figura 31 a.

O remodelamento ventricular subseqiiente ao infarto implica, entre outras coisas,
na alteracdo da geometria da cavidade do VE (dilatacdo) e progressivo adelgagamento da
parede fibrética. O perimetro do VE e da espessura da parede infartada foram avaliadas
nesse estudo.

O perimetro do VE foi menor nos animais ndo-infartados comprados aos dos
demais grupos [Sham: 27,50 + 0,18 mm vs. NT: 32,97 + 0,44 mm (p < 0,001); COL:
29,73 £ 0,72 mm (p < 0,05); CTTA: 30,78 + 0,34 mm (p < 0,001); CTTA+SS: 30,29 +

0,60 mm; (p < 0.001)]. Figura 31 b.
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A cicatriz foi mais espessa nos animais injetados com CTTA estimuladas ou nio
com SS comparada a espessura observada nos animais infartados e ndo tratados [CTTA:
1,19 £ 0,07 mm e CTTA+SS: 1,17 = 0,07 mm vs. NT: 0,77 £ 0,07 mm (p < 0,05)].
Adicionalmente, os menores valores de espessura da borda do infarto foram observados
nos animais dos grupos NT e COL comparadas as medidas dos animais do grupo Sham
(NT: 1,09 £ 0,03 mm e COL: 1,15 £ 0,03 mm vs. Sham: 1,57 + 0,11 mm; p < 0,01).

Figura31 ced.
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Figura 31. Morfometria dos coracdes de ratos infartados injetados com CTTA e os respectivos controles. Sham (n =
8), NT (n = 8), COL (n = 6), CTTA (n = 6) e CTTA+SS (n = 6) indicam, respectivamente, animais nio infartados e
ndo-tratados, infartados e com injecdo intramiocdrdica de meio de cultura DMEM, infartados e com injegdo
intramiocardica de coldgeno, infartados e com inje¢do intramiocardica de CTTA e infartados e com inje¢do
intramiocdrdica de CTTA+SS. Os valores sdo expressos como média = EPM. Painel A: tamanho do infarto do
miocdrdio (IAM) em percentagem do perimetro do ventriculo esquerdo nos grupos estudados; painel B: perimetro
total (mm) da cavidade do VE nos grupos estudados (* indica diferen¢a com o grupo NT [p < 0,001], COL [p < 0,05],
CTTA [p < 0,001] e CTTA+SS [p < 0,001] e # indica diferenca com o grupo COL [p < 0,01], CTTA [p < 0,05] e
CTTA+SS [p < 0,01]); painel C: espessura (mm) da cicatriz do IAM (* indica diferenca com o grupo CTTA e
CTTA+SS [p < 0,05]) e painel D: espessura da zona de borda (BZ em mm) nos grupos estudados (* indica diferenca
com os grupos NT e COL [p < 0,01]).
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4.5.2 Avaliacao Hemodinamica da Funcio Cardiaca — Medidas de Pressio

Intraventricular, de Contratilidade e de Desempenho Cardiaco

Avaliagdo em condigoes basais de experimentagdo

As alteragdes morfoldgico-estruturais que ocorrem apds o infarto repercutem na
contratilidade do musculo cardiaco e conseqiientemente na funcdo do 6rgdo. A avaliacdo
hemodinamica direta da fungao ventricular foi realizada nos ratos estudados, no estado
basal e durante o aumento subito na pds-carga. A tabela 8 mostra os valores obtidos dos

parametros hemodindmicos analisados nos animais do presente estudo.

De maneira geral, os pardmetros hemodindmicos avaliados no estado basal
mostraram diferenca estatisticamente significativa apenas entre os animais nao-
infartados (sham) e os infartados ndo-tratados (NT), ou seja, entre os extremos.

Por outro lado, a andlise hemodindmica durante o aumento stibito na pds-carga
permitiu a observagdo de perfis de comportamento intermedidrios, em termos de funcio
cardiaca, observados nos animais tratados com CTTA. Os parametros foram analisados

com base no comportamento hemodinamico basal dos animais.

- 148 -



Resultados — CTTA & SS

Sham NT COL CTTA CTTA+SS Valor p
n=_§ n=2_8 n==6 n=6 n=6

PDfVE (mm Hg) 437+1,13 * 13£1,50 * 11,83 £3,19 9,66 +2,30 5,83 +£1,19 0,01
PSVE (mm Hg) 117,90 £ 4,34 114,70 £ 6,36 115,50 £ 3,22 118,20 £2,75 111,80 £5,31 0,85
+ dP/dt,y, (mm Hg.s™) 9735 £477 * 7199 £331 * 8072 £415 7954 £411 8331 £ 892 0,04
- dP/dt,yg (mm Hg.s™) -6765 £373*%  -5133+178 % -5691 £354 -5435 £451 -5215 £507 0,03
FC (bpm) 361 £27,46 328 £ 11,61 374 £20,19 371 £4,15 357 £20,37 0,44
IC (mL.min"'/kg) 204,40 £21,53 216,20+ 14,67 210,70+19,02 181,40+£37,20 117,90+£19,12 0,58
IVS (mL.bat ' /kg) 0,50 £ 0,04 0,71 £ 0,06 0,59 0,06 0,48 £0,10 0,52 £0,05 0,31
ITS (gm.min”' /kg) 0,89 £0,08 0,92 +£0,07 0,80 £ 0,08 0,70 £0,14 0,71 £0,08 0,07

Tabela 8. ParAmetros hemodinidmicos basais obtidos por avalia¢do direta (média £+ EPM). Pressédo diastélica final do ventriculo esquerdo (PDfVE),
pressao sistdlica do ventriculo esquerdo (PSVE), freqiiéncia cardiaca (FC), taxa maxima de pressdo alcangada (+dP/dt, ;) € minima (-dP/dt,s), indice
cardiaco (IDC), indice do volume sist6lico (IVS) e indice do trabalho sistélico (ITS). Valor p obtido através da andlise ANOVA 1 via (pds-teste

Tukey). * indica os grupos estatisticamente diferentes.
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Avaliacdo durante o aumento subito da pressdo

Pressao diastdlica final e pressdo sistdlica

A pressao diastdlica final do VE (PDfVE) quando aumentada indica
incapacidade do ventriculo de ejetar com efetividade o volume de sangue pertinente
durante a didstole. Os maiores incrementos na PDf foram observados nos animais
dos grupos NT e COL. Por outro lado, as menores mudangas foram observadas nos
animais dos grupos sham comparados aos dos grupos NT e COL (1,75 £ 0,25 % vs.
22,35 £3,07 %; p < 0,001 e 17,33 £ 2,60 %; p < 0,01, respectivamente). A mudanga
na PDf também foi menor nos animais dos grupos CTTA e CTTA+SS comparados
aos animais nao-tratados (10,83 + 4,67 % e 8,00 £ 0,85 % vs. 22,35 + 3,07 %; p <
0,05 e 0,01, respectivamente). Figura 32.

Com relacdio a pressdo sistdlica (PS) nao foi observada diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos (p = 0,17). A freqiiéncia cardiaca nao
foi diferente entre os animais, esse dado ja era esperado uma vez que foi realizada a

vagotomia bilateral em todos os animais estudados (p = 0,44). Figura 33.
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Sham NT COL CTTA CTTA+SS

Figura 32. Aumento na PDfVE nos diferentes grupos
experimentais. Os valores sdo expressos como média
+ EPM do aumento na PDf em mm Hg nos grupos
estudados. Sham (n = 8), NT (n = 8), COL (n = 6),
CTTA (n = 6) e CTTA+SS (n = 6) indicam,
respectivamente, animais ndo infartados e ndo-
tratados, infartados e com inje¢do intramiocardica de
meio de cultura DMEM, infartados e com inje¢do
intramiocdrdica de coldgeno, infartados e com inje¢do
intramiocdrdica de CTTA e infartados e com inje¢do
intramiocardica de CTTA+SS.
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Figura 33. Aumento na PDf nos diferentes grupos
experimentais. Os valores sdo expressos como média + EPM
do aumento na PDf em mm Hg nos grupos estudados. Sham (n
=8), NT (n=8), COL (n =6), CTTA (n=6) e CTTA+SS (n =
6) indicam, respectivamente, animais ndo infartados e ndo-
tratados, infartados e com injecdo intramiocardica de meio de
cultura DMEM, infartados e com injecdo intramiocdrdica de
colageno, infartados e com inje¢@o intramiocardica de CTTA e
infartados e com injecdo intramiocardica de CTTA+SS.

Medidas de contratilidade

As variagdes maximas na pressdao no ventriculo esquerdo durante a sistole e
didstole refletem, essencialmente, a capacidade contratil do ventriculo.

A mudanca relativa ao estado basal na +dP/dt;;, foi maior nos animais dos
grupos sham, CTTA e CTTA+SS comparados as medidas obtidas nos animais dos
grupos NT e COL [(45,50 + 5,69 %, 51,50 £ 14,41 % e 52,00 + 14,22 % vs. 22,03 £
6,55 % e 15,40 £ 6,05 % (p = 0,03) respectivamente], mostrando maior capacidade

contrétil nesses animais. Figura 34.
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Figura 34. Mudanca percentual na +dP/dt,;. Os
valores sdo expressos como média + EPM do aumento
na +dP/dt 4 relativa as medidas nos estado basal nos
grupos estudados. Sham (n = 8), NT (n =8), COL (n =
6), CTTA (n = 6) ¢ CTTA+SS (n = 6) indicam,
respectivamente, animais ndo infartados e ndo-
tratados, infartados e com inje¢@o intramiocérdica de
meio de cultura DMEM, infartados e com injegdo
intramiocdrdica de coldgeno, infartados e com injecao
intramiocdrdica de CTTA e infartados e com injecdo
intramiocardica de CTTA+SS.

Medidas de desempenho cardiaco

A avaliacdo das medidas de desempenho cardiaco mostrou que os animais
tratados com CTTA submetidas ou ndo ao SS tiveram um desempenho satisfatorio,
similar ao de animais ndo-infartados, com relacdo ao indice cardiaco, indice do

volume sistélico ejetado e indice do trabalho sistélico.
O indice cardiaco diminuiu relativamente mais nos animais dos grupos NT e
COL comparados aos animais dos grupos sham (-56,68 + 2,41 % e -55,83 + 3,86 %

vs. -22,88 + 5,32 %; p < 0,001, respectivamente). Similar diferenca na mudanca do
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indice cardiaco foi observada quando as medidas dos grupos NT e COL foram
comparadas as dos animais dos grupos CTTA (-56,68 + 2,41 % e -55,83 + 3,86 % vs.
-25,17 £ 6,81%; p < 0,001 e 0,01; respectivamente). Adicionalmente, a queda
percentual do indice cardiaco foi maior nos animais dos grupos NT e COL
comparados aos animais do grupo CTTA+SS (-56,68 + 2,41 % e -55,83 + 3,86 % vs.
-24,17 £ 5,63 %; p < 0,001 e 0,01, respectivamente).

O indice do volume sistdlico ejetado apresentou padrdo muito similar ao
observado para o indice cardiaco. Os animais dos grupos NT e COL atingiram uma
queda percentual maior no indice do volume sistélico ejetado que os animais dos
grupos sham, CTTA e CTTA+SS, respectivamente [-53,79 + 2,55 % e -54,17 + 3,87
% vs. -19,25 £5,59 % (p < 0,001); -23,00 £ 6,83 % (p < 0,01) e -22,00 £ 5,24 % (p <
0,001 e 0,01)].

O aumento subito na pds-carga provocou aumento na geracdo de trabalho
apenas nos animais dos grupos sham, CTTA e CTTA+SS. Nesses animais houve um
aumento de cerca de 30% do indice de geracdo de trabalho na condicio de pds-carga,
diferentemente da queda na geracdo de trabalho observada nos animais NT e COL.
Assim, o aumento na geracdo de trabalho foi observado apenas nos animais dos
grupos sham, CTTA e CTTA+SS comparado aos animais dos grupos NT e COL
[42,75 £ 9,30%, 22,67 + 13,43 % e 30,67 = 12,06 % vs. -35,56 + 4,73 % (p < 0,001)

e-31,67 £6,21 % (0,01), respectivamente]. Figura 35.
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Figura 35. Mudanca percentual no indice cardiaco (IC), indice do volume sistdlico ejetado (IVS) e
indice do trabalho sistdlico (ITS) durante o aumento na pds-carga. Os valores sdo relativos aos
mesmos pardmetros no estado basal (% basal) e representam a média + EPM. Sham (n = 8), NT (n =
8), COL (n = 6), CTTA (n = 6) e CTTA+SS (n = 6) indicam, respectivamente, animais nao infartados
e ndo-tratados, infartados e com injecao intramiocardica de meio de cultura DMEM, infartados e com
injecdo intramiocardica de coldgeno, infartados e com injecdo intramiocardica de CTTA e infartados e
com inje¢do intramiocdrdica de CTTA+SS. * e # indicam diferenca com os grupos sham, CTTA e
CTTA+SS.

Dados individuais da geracdo de trabalho e funcdo do aumento na pressdo
sistolica estdo apresentados individualmente na figura 14 em andlises de regressao
linear. Nota-se que a geracdo de trabalho aumentou em funcdo do aumento na PS

apenas nos animais dos grupos SHAM, CTTA e CTTA+SS.
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Figura 36. Regressdo linear da mudanga na geracéo de trabalho sistélico em fungdo do aumento na pés-carga. As retas representam as regressoes lineares das
mudancas observadas no trabalho sistélico em fung¢do do aumento relativo da pds-carga em cada animal. SHAM (n = 8), NT (n = 8), COL (n = 6), CTTA (n = 6),
CTTA (n = 6) e CTTA+SS (n = 6) indicam, respectivamente, animais ndo infartados e ndo-tratados, infartados e com injecdo intramiocédrdica de meio de cultura

DMEM, infartados e com injecao intramiocardica de coldgeno, infartados e com injecdo intramiocédrdica de CTTA e infartados e com injecdo intramiocardica de
CTTA+SS.
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4.6 CELULAS-TRONCO DO TECIDO ADIPOSO INJETADAS NO CORACAO
INFARTADO EXPRESSAM MARCADORES DE CELULAS ENDOTELIAIS IN

VIVO

A presenca das CTTA injetadas no coracdo foi avaliada através da identificacao
de células positivas para o marcador fluorescente DiL.. CTTA foram observadas nos
coracdes dos animais expressando as proteinas FLK-1 (figura 37 a, b) e vWI (figura 38
a, b). De maneira interessante, a expressdo de tais proteinas foi observada igualmente
nas CTTA submetidas ao SS e também naquelas mantidas em condi¢do estatica do meio

de cultura.
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Figura 37 a. Microscopia 6ptica de fluorescéncia em secgdes histologicas de coracdes de ratos infartados
tratados com CTTA previamente submetidas ao “shear stress” (CTTA+SS). O painel A (200x) ilustra as
CTTA em vermelho (DiL), B (200x) a proteina FLK-1 em verde, C (200x) nucleos celulares marcados em
azul (DAPI), D (200x) a co-localizagdo das imagens mostrando as CTTA expressando FLK-1 (amarelo).
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—

10 pm

Figura 37 b. Microscopia 6ptica de fluorescéncia. E (400x) representa a co-localizagio
das imagens mostrando as CTTA expressando FLK-1 (amarelo).
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Figura 38 a. Microscopia 6ptica de fluorescéncia em secgdes histolégicas de coragdes de ratos infartados
tratados com CTTA previamente submetidas ao “shear stress” (CTTA+SS). O painel A (200x) ilustra as CTTA
em vermelho (DiL), B (200x) a proteina vWTf em verde, C (200x) nicleos celulares marcados em azul (DAPI),
D (200x) e E (400x) a co-localizagdo das imagens mostrando as CTTA expressando FLK-1.
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—

10pm

Figura 38 b. Microscopia 6ptica de fluorescéncia. E (400x) representa a co-localizagdo
das imagens mostrando as CTTA expressando vWf (amarelo).

Futuras andlises serdo necessdrias para a avaliacdo quantitativa da expressao
dessas e outras proteinas assim como o esclarecimento do (s) mecanismo (s) envolvido

nos efeitos observados apds o uso de CTTA.
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O presente estudo mostrou que as CTTA de roedores sdo sensiveis a estimulagao
ex vivo com “shear stress” (SS). Estudos prévios demonstraram a diferenciacdo de
células-tronco embriondrias, linhagens de células mesenquimais e até células musculares

. . .. . 110-114
lisas em células endoteliais através do uso de “shear stress” .

As respostas das CTTA ao ‘“‘shear stress” incluiram mudanca na morfologia,
incremento na expressdo das proteinas CD31, FLK-1 e VWf, inducdo da sintese de

oxido nitrico (NO) e capacidade de formar estruturas tubulares em matrigel.

Interessantemente, a produ¢dao de VEGF ndo mudou nas CTTA mantidas no
regime de fluxo laminar. Cabe ressaltar que as CTTA mesmo em condi¢des estaticas do
meio de cultura, produziram VEGF em niveis considerdveis. O fator de crescimento
VEGEF e outras citocinas sdo conhecidamente expressos por células mesenquimais da

. c . . 101;102
medula éssea e células-tronco do tecido adiposo humano

. Curiosamente, segundo
dados de nosso laboratorio, os niveis da proteina VEGF detectados nesse estudo com

CTTA de roedores mantidas em regime de ‘“‘shear stress” sdo superiores aqueles

secretados por CTTA humanas nas mesmas condic¢oes.

Uma hipdétese para explicar a auséncia de incremento na producdo de VEGF em
CTTA submetidas ao SS pode estar relacionada a via de sinalizagdo responsdvel pela
producdo desse fator. Segundo estudo do grupo de Yamamoto a diferenciacio de células-
tronco embriondrias em células endoteliais ¢ mediada pela fosforilacdo de receptores

FLK-1, porém independentemente da acdo do VEGF % Outros ligantes como o notch
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podem explicar a ativagdo de FLK-1 e os efeitos pds-transcricionais dessa sinalizagdo
21 Além disso, a via de sinaliza¢do notch, através da acdo direta em receptores para
VEGEF, ¢ fundamental para a embriogénese do sistema vascular '**'?*, Nesse estudo a

expressao do gene notch foi incrementada nas CTTA mantidas em regime de SS.

O maior objetivo desse estudo foi testar a hipétese do uso de ““shear stress” como
indutor da diferenciacdo de CTTA em células endoteliais para o uso em protocolo
experimental de terapia celular em infarto.

Do ponto de vista histopatologico, os animais tratados com CTTA ndo
apresentaram diferenca com relacdo ao tamanho do infarto, porém, é importante
salientar que todos os animais desse estudo foram selecionados, exatamente sob o
critério de tamanho de infarto. N6s utilizamos animais com IAM entre 30 e 40% de
fibrose transmural na parede anterior do VE. Esse critério foi adotado devido a estreita
relacdo entre o tamanho de IAM e a funcdo cardiaca. Nossos resultados mostraram que a
terapia com CTTA estimuladas ou ndo com SS ndo alterou nem impediu a extensdo do
infarto, porém, amenizou o remodelamento subseqiiente a isquemia. Nossos dados
mostraram reducdo do perimetro do VE e maior espessura da cicatriz de coldgeno nos
animais tratados com CTTA. Uma cicatriz mais complacente e “celular” pode explicar a
atenuacao da dilatacdo do VE e, conseqiientemente, os efeitos observados sobre a funcdo

cardiaca desses animais.

A avaliacdo hemodindmica durante a sobrecarga pressdrica foi um importante

instrumento para a andlise da fun¢do contratil ventricular. No estado, de maneira geral,
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as diferengas eram observadas apenas entre os extremos; os animais ndo-infartados e os
infartados ndo-tratados. As medidas durante a sobrecarga mostraram perfis
intermedidrios apresentados pelos animais tratados com CTTA submetidas ou ndo ao SS.
Como esperado, os animais ndo infartados tiveram uma ligeira queda no volume
sistlico e débito cardiaco, porém aumentaram a geracdo de trabalho frente a nova
condicdo pressodrica. Interessantemente, os animais tratados com CTTA apresentaram a
mesma resposta, por outro lado, nao observamos diferencas em nenhum parametro

avaliado sob qualquer condi¢ao entre os animais tratados com CTTA e CTTA+SS.

Finalmente, nas CTTA identificadas nos coragdes dos animais foi observada a
expressao de FLK-1 e VWf. Novamente, esse fendmeno foi observado nos dois grupos
tratados com CTTA.

A presenca dessas células pode ser interpretada sob varios aspectos. Do ponto de
vista de acdo direta, essas células podem estar numa fase de transi¢do para o fenétipo de
células endoteliais e formacdo de novos capilares, otimizando a perfusdo da drea

isquémica.

Ainda considerando a agdo direta dessas células, uma observacio interessante foi
a organizacdo das CTTA no tecido cardiaco; segundo as andlises histolégicas, essas
células se distribuiram no miocardio de maneira similar a organizacdo das fibras
cardiacas, fusiformes. Outro papel que pode ser sugerido para essas células, € a acdo
indireta através da secrecdo de fatores anti-apoptéticos e pro-angiogénicos cuja acio

estaria relacionada as células isquémicas cardiacas.
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Contudo, andlises futuras deverdo ser realizadas para a compreensdo dos

mecanismos envolvidos nos efeitos obtidos com CTTA em modelo animal de infarto.

Em conjunto, os dados desse estudo sugerem que as CTTA respondem ao
estimulo de “shear stress” e que os efeitos positivos obtidos com uso dessas células
sobre o remodelamento e fun¢do cardiaca de ratos infartados, a priori, estdo relacionados
em maior magnitude as proprias CTTA que as modificacdes promovidas pelo “‘shear

stress”’.
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Com base nos achados desse estudo, pode-se concluir que:

As CTTA podem ser expandidas ex vivo com relativa homogeneidade
imunofenotipica;

CTTA sdo capazes de se diferenciar em adipdcitos e ostedcitos quando
estimuladas especificamente com meios de cultura apropriados;

CTTA sao responsivas ao “shear stress”; quando mantidas em regime de SS por
72 horas expressam proteinas relacionadas ao fenétipo endotelial — FLK-1, CD31
e vVWI — e também genes relacionados a diferenciacdo celular — notch e jagged.
Adicionalmente produzem 6xido nitrico (NO) e VEGF, compativeis com a
fungdo de células endoteliais;

Em ratos infartados, as CTTA injetadas atenuam o remodelamento ventricular,
através da promocdo do aumento da espessura da cicatriz e amenizagdo da
dilatacdo da cavidade do VE;

A deterioragdo da fun¢do cardiaca de ratos infartados, em especial a funcdo
contratil do VE, pode ser recuperada através do uso de CTTA submetidas ou nao

previamente ao regime de shear stress.
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ABSTRACT

Cell therapy represents a promising approach for biologic cardiac repair, but key aspects
of this strategy remain unclear. We examined the effects of timing and route of
administration of bone marrow cells (BMCs) post-myocardial infarction (MI) and the
efficacy of a biopolymer to improve cell retention.

9MTc-labeled BMCs (6)(106 cells) were injected by 4 different routes in adult rats:
intravenous (IV), left ventricular cavity (LV), left ventricular cavity with temporal aorta
occlusion (LV™) to mimic coronary injection, and intramyocardial (IM). The injections
were performed 24, 48 or 72 hours after infarction. Cell retention was estimated by -
emission counting of the organs excised 24hs after cell injection.

Under the experimental conditions, post MI cell retention was not influenced by timing
of delivery for any of the 4 routes (P>0.05). Overall cell retention was low, but IM
injection was the most efficient (6.78+1.34% of the total radioactivity injected)
compared to the IV (0.17£0.03%, P<0.001), LV (0.55+0.10%, P<0.001), and LV"*
(0.85+0.17%, P<0.01) injections. Use of a fibrin biopolymer as vehicle during IM
injection lead to 2.5-fold increase in cardiac cell accumulation (17.12+2.61 vs.
6.84+1.17 %, P<0.001).

Collectively, the results provide no evidence for the effect of time on cardiac cell
retention for cells delivered 24-72hs post MI. The IM delivery route was the most
efficient and the use of a fibrin polymer as vehicle significantly improved cardiac cell
retention. Thus, the biomedical potential of this strategy to improve cardiac function

and survival deserves to be further investigated.
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INTRODUCTION

Transplantation of stem and progenitor cells is emerging as a promising
therapeutic option for repair of ischemic and infarcted myocardium [1-3]. Nevertheless,
the implementation of this novel approach in a clinical setting requires the understanding
of a number of key aspects that remain poorly understood. Among the main issues, the
optimal timing for therapy and the most appropriate cell delivery route might be of
particular importance in order to maximize cell transplantation efficiency.

Previous studies investigating the mobilization of endogenous stem cells and the
expression kinetics of cytokines, chemokines, and growth factors have suggested that
stem cells may be recruited by the injured myocardium only within a limited time
window after infarction [4-6]. This certainly instigates the investigation towards the
identification of the ideal timing for cell transplantation. In addition, recent evidence
suggests that the combination of cells with biopolymers such as fibrin, collagen and
matrigel can improve cell survival, angiogenesis and cardiac function [7-9].

On the other hand, several different routes of cell administration have been
proposed to deliver cells including transepicardic [10-14], systemic [15-17] and
intracoronary balloon catheter-mediated cell delivery [18-21], however, comparative
studies designed to evaluate both their efficiencies and the effect of timing are scarce.
The combined evaluation of these parameters is important since the optimal timing for
therapy may vary depending on the route used to administer the cells. Indeed, it may be
expected that, factors associated to cell in sifu retention at the damaged cardiac tissue are

essential for the IM injection, whereas cell recruitment should be equally important for
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intravenous injection. Consequently, the optimal time to transplant the cells should be
assessed within the context of the delivery modality in order to optimize the efficiency
of the predominant underlying mechanism(s) related to each route.

As such, we examined the effect of timing and route of administration of mTe
labeled bone marrow cells (BMCs) on cardiac cell retention, as well as the efficacy of a
biopolymer used as vehicle to improve retention in rats submitted to experimental

myocardium infarction (MI).

MATERIALS AND METHODS

Animal Ischemia Model

The experimental procedures followed the institutional guidelines for care and
use of laboratory animals and were approved by the Institutional Review Board of the
University of Sdo Paulo Medical School, Brazil (#527/04). Ten-week-old male inbred
Lewis rats were kept on a rat chow diet and water ad libitum and housed under an
alternating 12-h light—dark cycle. A lateral thoracotomy was performed under anesthesia
with ketamine (50 mg/kg body wt; Parke-Davis, Ann Arbor, MI, USA) and xylazine (10
mg/kg, 1.p.; Bayer, Newhaven, CT, USA) while the animals were ventilated at 2.5 mL,
65 strokes/min with a pressure cycled rodent ventilator (HARVARD Apparatus, Model
683, Holliston, MA, USA). The heart was exposed and the left coronary artery was
looped by a single nylon suture (5.0) at approximately 1 mm from its origin, gently tied
for 45 min and then released. This procedure produced a clearly demarcated (cyanotic

and bulging) area of acute ischemia corresponding to the distribution of the left coronary
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artery distal to the occlusion. The chest was closed and rats were individually caged

during a 24-hour period for recovery.

Cell isolation and radiolabeling

Under sterile conditions, the femur and tibia of ten-week-old male Lewis rats
were excised, and connective tissue was removed. Bone marrow (BM) plugs were
extracted from the bones by flushing their cavities with Dulbecco’s modified Eagle’s
medium (DMEM). The resulting BM suspension was carefully minced by passing it
through subsequent pipettes of decreasing sizes. The red blood cells were removed by
density-gradient centrifugation at 829g for 30 minutes after adding an equal volume of
Ficoll-Paque™ Plus (Amersham Bio Sciences AB, Uppsala, Sweden) solution to the
BM suspension. Following centrifugation, the low density fraction, composed of the so-
called fresh unfractioned bone marrow cells (BMCs), was collected and rinsed with
phosphate-buffered saline (PBS).

Ceretec® lyophilized kit (Amersham) was reconstituted in 2 mL of 0.9% NacCl
solution containing 1.48 GBq (40mCi) of sodium pertecnetate (IPEN-CNEN, Brazil).
Radiochemical purity of the labeled product [technetium 99m-hexamethylpropylene
amine oxime (99mTc-HMPAO)] was determined by ethyl acetate/saline extraction
procedure. BMCs were labeled with P HMPAO, with a minimum change in
standard labeling procedures for leucocytes [22]. Briefly, the suspension of BMCs was
centrifuged, supernatant was removed and the pellet was resuspended in 1 mL of **™Tc-
HMPAO solution and incubated for 15 min at 37°C. Plasma was then added to interrupt

cell tagging and the suspension was centrifuged at 466g for 10 minutes. The supernatant
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was discarded and the pellet resuspended in PBS. The centrifugation and suspension
procedure was repeated. The labeling efficiency was assessed and calculated as the ratio
of the activity in *™Tc-BMCs to the total radioactivity (radioactivity in cells plus in
discarded supernatant).

To evaluate BMC labeling stability, a suspension of 6x10° cells was incubated
for 24 hours and then centrifuged. Radioactivity was measured in the pellet and in the
supernatant and the rate of leakage was calculated as labeling efficiency. In order to
examine the potentially harmful effects of radiation or chemical components of 9mTe-

HMPAO, BMC:s viability was determined by the trypan blue dye exclusion test.

Cell Delivery Methods

Twenty four, 48 or 72 hours after the myocardial ischemia, the animals were
subjected to another surgical procedure for a single injection of BMCs (6x10° cells/100
pL of serum-free DMEM) by one of the following experimental routes: intravenous
route (IV), injection of the cell suspension into the tail vein; left ventricular cavity route
(LV), transepicardial injection directly into the cavity of the left ventricle; left
ventricular cavity/intracoronary route (LV"), transepicardial injection into left
ventricular cavity with aorta occlusion for 20 seconds in order to mimic an intracoronary
infusion; and intramyocardial route (IM), transepicardial injection within the infarct
border zone of the anterior left ventricular free wall. Organs were harvested for analysis

twenty four hours after cell transplantation.
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Nuclear radiometry of harvested organs

The animals were euthanized and the heart, lungs, liver, spleen, kidneys, femur
and a sample of blood (approximately 3mL) were harvested and weighed. The
radioactivity of the whole isolated organs was determined in a gamma counter
(Automatic Gamma Counter 1480 — Perkin Elmer). The radioactivity values of blood
and bones were estimated from the amount of radioactivity in samples of these tissues,
considering them as 7% and 10%, respectively, of the mass of the entire animal [23].
The results were expressed as a percentage of total injected radioactivity after correction
for radioactive decay.

£ *™T¢ metabolites

Heart uptake o

In order to evaluate heart retention and uptake of **™Tc metabolites leaked from
BMCs, 30x10° cells were incubated in 500 pL of culture medium for 24 hours. The cell
suspension was then centrifuged and 100 pL of the supernatant were injected in the

myocardium of 5 animals, 24 hours after infarction. After another 24 hours, animals

were euthanized and the hearts harvested for nuclear radiometry.

Fibrin polymer

The fibrin polymer was prepared by combining fibrinogen and thrombin at the
time of injection. Fibrinogen was obtained by separating the plasma from 50 mL of rat
whole blood and then adding 5 mL of 3.8% sodium citrate. Finally, the fibrinogen was

isolated using the cryoprecipitation technique [24] and diluted to a final concentration of
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316 mg/dL. Human thrombin (Baxter Healthcare, Inc.) was used to catalyze fibrin
polymerization.

Cells were resuspended in 80 pl of the fibrinogen solution and, a few seconds
before injection in the tissue, 20 pul of thrombin (250 Ul/ml) were added to the syringe
containing the cell suspension. This combination allowed a suitable time window of 20

seconds to perform the myocardial injection before polymerization.

Statistical Analysis

Differences in organ radioactivity among groups were compared by non-
parametric Kruskal-Wallis test for 3 or more groups and Mann-Whitney test to compare
2 groups. The Dunn Post-Test was performed when the P value was lower than 0.05
with a compliance interval of 95%. Results are expressed as means + standard errors of
the mean (SEM).

RESULTS

Labeling efficiency and stability

BMCs showed an average labeling efficiency of 14.9+3.5%, which means that
approximately 15% of the total radioactivity labeled uniformly the cell pool, resulting in
1.98 MBq per 10° BMCs. Moreover, the **™Tc radioactivity detected in BMCs and in
the supernatant revealed that only 33.0£2.5% of the radioactivity initially incorporated
remained within the cells 24 hours after labeling. The absence of significant

deterioration of cell viability (80% for labeled vs. 87.5% for unlabeled BMCs, P>0.05),
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as indicated by the Trypan blue dye exclusion test, suggested that the radioactivity
detected in the supernatant was a consequence of **"Tc leakage from labeled BMCs
rather than cell death. Therefore, in order to determine transplanted cell accumulation,
heart radioactivity values were corrected according to the rate of 9mTe leakage from

BMCs in vitro (33.0%) assuming an equivalent rate of leakage in vivo.

Cardiac cell accumulation, according to timing of therapy

In order to determine the most appropriate moment to administer cells post-MI,
the radiolabeled BMCs were delivered through 4 different routes at 24, 48 and 72 hours
post-infarction. Cardiac retention of BMCs did not differ among the timing groups for

any of the routes of administration tested (table 1).

Table 1

Cardiac cell accumulation, according to routes of administration

Since the difference among timing groups was not statistically significant, the
samples from each timing group, corresponding to each cell delivery route, were pooled.
Therefore, the total number of animals was 15 for the IV route, 12 for LV, 13 for LV*
and 17 for IM. The IM injection was the most efficient, showing a significantly higher
cardiac accumulation of BMCs than the injections performed by the IV, LV and LV+
routes [6.78+1.34% of the radioactivity injected vs. 0.17+0.03 (P<0.001), 0.55+0.10

(P<0.001) and 0.85+£0.17% (P<0.01), respectively] (Figure 1). When just the transfusion
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routes were compared, the LV* route was significantly more efficient than the IV route

(P<0.05).

Figure 1

To confirm that the radioactivity retention observed in the IM group reflected
BMC accumulation, instead of a combination of BMCs with leaked tracer remaining in
the tissue, radiolabeled BMCs were incubated for 24 hours, centrifuged and then the
supernatant injected by the IM route. The amount of 9™ metabolites retained in the
heart was 12.5 times lower than the values observed with the labeled injected cells
(0.210.05 vs. 2.62+0.39, respectively) indicating that the contribution of free *”™Tc to

total myocardium radioactivity could indeed be disregarded.

Interestingly, 24 hours after administration, the biodistribution pattern of
radiolabeled BMCs was similar for all delivery routes (figure 2). Approximately 50% of
the injected radioactivity was found in the main harvested organs. High radioactivity
values were detected in liver, spleen and kidneys, with markedly lower values in lungs

and bones.

Figure 2
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Biopolymer vehicle as a strategy to improve cardiac cell retention

Given that, in the best scenario, only ~7% of the injected radioactivity remained
in the myocardium 24 hours after grafting, an autologous fibrin polymer was used as
vehicle for BMC injection to test whether the polymer could improve cell retention.
Myocardium radioactivity values from rats that received BMCs combined with fibrin
polymer by IM route were significantly higher than those from animals that received
BMCs in standard vehicle (culture medium) by the same route (17.1242.61 vs.

6.84+1.17%, P=0.0005) (figure 3).

Figure 3

In order to examine the possibility that the increased radioactivity retention
observed in the fibrin group was a consequence of the trapping of free tracer in the
polymer matrix, 10 pL of supernatant containing > "Tc leaked from BMCs was added to
the fibrinogen solution before adding thrombin in vitro. After 24 hours of incubation in
500 pLL of DMEM and two washes in PBS, only 1.2940.07% of the total radioactivity
remained bound to the fibrin polymer indicating that free **"Tc was washed out from the
fibrin polymer matrix.

To further confirm these results we tested different and more homogeneous cell
types, rat cardiac fibroblasts expressing [-galactosidase and adipose stem cells, using
both fibrin and standard culture medium as vehicle (online supplement data). Twenty-
four hours after injection there was higher cell retention in the fibrin compared to the

control group (online supplement figure 1). Furthermore, we provided evidence that
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cells co-injected with fibrin survived and remained in the myocardium for at least 30
days indicating that this strategy can indeed increase cardiac cell retention and survival

(online supplement figure 2).

DISCUSSION

The main finding of the present study was that the IM BMC administration was
the most efficient route for cardiac cell retention and it could be significantly improved
using a fibrin polymer as a vehicle during IM injection. Our data also showed that
regardless of the route of administration, there is no time effect on cell retention for cells
delivered 24-72 hs post MI.

The most suitable timing for therapy was individually assessed in previous
studies; however, these studies analyzed and compared the efficiency of cell injections
performed immediately after infarction (an acute scenario) with those performed several
days after infarction (a more chronic scenario) [25, 26]. Instead, we evaluated cell
accumulation at the heart following the injection of cells at 24, 48 and 72 hours post-
injury; the time window during which important changes at the levels of main
chemoattractant factors occur [4-6, 27]. We found no evidence for a significant effect of
timing on cardiac cell accumulation from 24 to 72 hours post-injury. Interestingly, these
data are consistent with a recent clinical finding where optimal reperfusion therapy
associated with intracoronary BMC infusion failed to produce improvement when the
BMC infusion occurred within 4 days of reperfusion, whereas small but significant

improvement in absolute left ventricle ejection fraction was observed when the cells
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were infused from days 5-7 post-reperfusion [28]. However, the lack of effect in our
study should be weighed in light of confounding factors. First, we used freshly-isolated
unfractionated bone marrow cells as has been used in a variety of early clinical trials,
which represent a particularly heterogeneous pool of several different cell populations.
Therefore, it is possible that the specific cell fraction able to respond to homing signals
is too small to be reliably detected with the technique employed. Secondly, although
several cytokines and growth factors are upregulated and released by the injured heart
soon after an acute myocardial infarction, it may take time to establish the specific and
complete concert of molecules and gradients necessary for the multi-step homing
process to effectively occur. Moreover, since the cells were obtained from healthy donor
animals, they may first need to be primed by factors present in the infarcted recipient in
order to be able to respond to the homing signals [29]. Thirdly, the factors that govern
cell recruitment for the reparative process may also govern the acute inflammatory
response, thus the recruited cells may encounter a particularly hostile environment that
can jeopardize their survival and engraftment during the first days post injury. Finally,
the homing process itself may be inefficient, regardless of the time following injury and
any other variable.

Remarkably, the data of the present study provide evidence for limited cardiac
accumulation and widespread distribution of transplanted cells, regardless of the
delivery route employed. The IM route was the most efficient in terms of cardiac cell
retention but still relatively unsatisfactory considering that the cells are transplanted
directly into the stroma of the target organ. Several mechanisms of cell loss may

influence this outcome, including technical problems associated with the delivery, the
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passive clearance from the site of injection through the vascular and lymph systems, and
cell death [25, 30-33]. These mechanisms may also explain the greatest variability of the
results observed in the IM route, a fact previously reported by Hou et al [34]. Further
studies are necessary in order to determine whether the differences in cell retention
among the delivery strategies can indeed be translated into improved therapeutic
benefits. In this context, it will be important to address the effect of the different
delivery methods on cell retention and survival over time.

Taken together, the above-mentioned findings prompted us to search for
strategies aimed at optimizing retention and survival of transplanted cells. The fibrin
polymer is a biodegradable structural matrix important in wound healing, and has been
shown to improve transplanted cell survival, to induce angiogenesis, to reduce infarct
expansion and to preserve cardiac function after a myocardial infarction [7-9]. However,
to date, no study has specifically evaluated the cell retention capacity of this injectable
scaffold. Here, we demonstrated that the fibrin polymer increased 2.5 times the amount
of transplanted cells remaining at the heart during IM injection. Moreover, similar
response was also observed with a more homogeneous cell type, cardiac fibroblasts and
adipose-derived stem cells, indicting that this strategy may be used with different cell
types.

Special care was taken to correct the radioactivity values in the cardiac tissue
according to the rate of **"Tc leakage from labeled BMCs. We validated the correction
and showed that the leaked **™Tc retention was negligible since it was virtually flushed
from the heart and, thus, the radioactivity values can likely be attributed to labeled

BMCs. Furthermore, the validation experiment was performed by cardiac injection of
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the precise volume of supernatant, where a corresponding number of labeled BMCs
were incubated for 24 hours. This is important since chromatographic examinations of
the supernatant revealed that the leaked **™Tc is a mixture of radiochemical species,
which is different from that used to label the cells (data not shown). Moreover, it has
been previously demonstrated that the IV injection of 9. HMPAO, which is the
complex that labels the cells, does not result in any significant myocardium uptake [35].

It is also important to emphasize: 1. that the measurement of radioactive
emissions from the entire organ is far more reliable than direct cell enumeration by
histological analyses of a limited number of heart sections; and 2. that we performed
direct radioactive tissue counts and not indirect imaging assessment so the effect of
analyzing the samples 24h later (approximately 4 isotopic *°™Tc half-lives), does not
limit our measurements. Consequently, we believe that the use of radioactivity instead of
direct enumeration techniques represents an improvement on the estimation of cardiac
cell retention delivered by different routes.

Altogether, we provide no evidence for time effect on cardiac cell retention for
cells delivered 24-72 hours post-myocardial infarction. The IM injection was the most
efficient route and it could be further improved when a fibrin polymer is used as a
vehicle during the cardiac injection. Thus the biomedical potential of this strategy to

improve cardiac function and survival deserves to be further investigated.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1. Cell delivery route and cardiac cell retention. Radioactivity found in the heart
after IV (n=15), LV (n=12), LV* (n=13) and IM injection (n=17). IV, intravenous route;
LV, left ventricular cavity route; LV+, left ventricular cavity route with temporal aorta

occlusion; /M, intramyocardial route.

Figure 2. Tissue organ distribution of radioactivity according to route of cell injection:
IV (n=15), LV (n=12), LV* (n=13) and IM (n=17). Radioactivity values were not
corrected according to rate of leakage of the tracer from cells. IV, intravenous route; LV,
left ventricular cavity route; LV+, left ventricular cavity route with temporal aorta

occlusion; /M, intramyocardial route.

Figure 3. Effect of a biopolymer used as a vehicle on radioactivity retention in the heart.

Labeled BMCs were delivered by intramyocardial injection using either standard cell

media (DMEM, n=22) or fibrin polymer (Fibrin, n=15) as vehicle.
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ABSTRACT

Background: Stem cells are at the center of attention for several promising applications,
however, key aspects regarding the basics of their biology remain unclear. Among the
most promising adult stem cells, adipose tissue-derived stem cells (ASCs) are one of the
most attractive for therapeutic applications. Here, we studied and compared basic
biological characteristics of ASCs from humans (hASCs) and mice (mASCs) relevant
for further applications.

Methods and Results: hASCs and mASCs were compared for immunophenotype,
differentiation potential, cell growth characteristics, senescence, nuclear morphology
and DNA content. Although both ASCs showed a similar immunophenotype, the
percentage of CD73+ cells was markedly lower and CD31+ higher in mASC than in
hASC cultures. Interespecific differences were also observed for the profile of
population doubling times along passages, which was steady in hASC and showed three
distinct phases in mASC. The frequency of nuclear aberrations was noticeably lower in
hASC than in mASC. Moreover, mASCs showed changes along passages for the
frequency of hypodiploid, GO+G1, G2+M and hyperdiploid cells, while all these
frequencies remained constant in hASCs.

Conclusions: Collectively, these results suggest that mASCs are more unstable than
hASCs for long-term culture. These findings stress the need for caution when
interpreting and generalizing the results obtained from different animal models, and

highlight the need for more studies on basic stem cell biology and characterization.
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INTRODUCTION

Stem cells are undifferentiated cells that have the ability to divide indefinitely in
culture and eventually, to give rise to specialized cell types. Their differentiation
potential depends on whether they were derived from fetal or adult sources. While
embryonic stem cells are totipotent, those obtained from adult sources are multipotent
and differentiate essentially into the cell types found in the tissue of origin. Since adult
stem cells are free of ethical and political concerns, among other important issues, they
are attractive for a broad number of potential applications, mainly those regarding cell
therapy and regenerative medicine. Hence, a lot of research worldwide is focused on
reprogramming adult stem cells to overcome their restricted differentiation potential and
to obtain the so-called induced pluripotent stem cells (iPS cells). However, despite the
countless advances in the field of stem cells research and the ongoing use of these cells
in many clinical trials, knowledge about their basic biological characteristics remains
scarce and frequently conflicting. Since the definitive translation of any stem cell-based
approach into a clinical setting relies not only on that knowledge but also on the one
acquired from diverse organisms, studies characterizing and comparing the basic biology
of stem cells from different animal models are of critical importance. The aim of this
study was to compare the characteristics of adipose tissue-derived stem cells (ASCs)
from humans and mice. Adipose tissue represents an optimal source of stem cells since it
is abundant and easy to sample [16,18]. Several studies demonstrated that ASCs are able
to differentiate into a variety of cell lineages, including the osteogenic [21,25],

adipogenic [16,31], chondrogenic [25,26,27], skeletal muscle [28,29], cardiomyocyte
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[17,30], endothelial [32-34], and hepatic lineages [35]. Moreover, ASCs can overcome
their mesenchymal commitment and differentiate into nerve cells [36-38].

For all the aforementioned reasons, ASCs are currently considered among the most
promising adult stem cells and thus, their basic characteristics must be properly studied

and confirmed in different model systems.
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METHODS

Chemicals

Dulbeccos’s modified Eagle medium (DMEM) low glucose, Fetal Bovine Serum
(FBS), penicillin, streptomycin and magnesium choloride salt were purchased from
GIBCO™ Invitrogen Corporation (Carlsbad, CA). X-Gal (5-bromo-4-cholo-3-indolyl -
D-Galactoside) was purchased from Invitrogen Corporation (CarlsBad, CA). Potassium
Ferrocyanide and Ferricyanide, citric acid, monobasic and dibasic sodium phosphate
salts, formaldehyde, ferrocyanide, ferricyanide, glutaraldehyde, indomethacin, isoboutyl
methylxanthine, and gelatin were purchased from Sigma (St. Louis, USA). Tissue
culture dishes and flasks were from Becton Dickinson (Franklin Lakes, New Jersey) and
NUNC (Rochester, NY). Sodium chloride was from Merck Biosciences.
Isolation and ex vivo expansion of mASC and hASC

Subcutaneous adipose tissue was obtained with approval and guidelines of The
University of Sao Paolo Ethics Committee from patients with ages ranging from 24 to
53 that undergone liposuction procedures and from mices from eight to twelve weeks
old. Cells were isolated from adipose tissue as previously described. In brief, harvested
tissue was enzymatically dissociated and centrifuged. The pelleted cells were then
recovered and plated onto 10-cm (human) or 3.5-cm (mouse) culture plate. Cultures
were washed with PBS and then refed with fresh medium to remove contaminating
erythrocytes and others unattached cells every 24 hours after plating for three days.

Plating and expansion medium consisted of DMEM low glucose with 10% FBS and
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penicillin/streptomycin antibiotics. Cells were maintained at 37°C with 5% CO2 in
tissue culture dishes or flasks and fed twice per week for further experiments. They were
grown to confluence after the initial plating (Passage 0), typically within 5-7 days. Once
80% confluent, the adherent cells were detached with 0.5% trypsin-EDTA and then
either re-plated at 1,0 x 10%cels/cm® or used for experimental analysis. Cultures were

passaged every 3-5 days until they were ready for analysis.

Growth Kinetics determination

For determination of doubling time, 5.0x10" cells per well were seeded in 6 well
plates and every 24 hours were harvested and fixed in 3.7% formaldehyde prior to
counting under hematocytomer in a blind way. Doubling time was calculated from times
for doubling cell number in the log phase of the resulting growth curve.

In order to determine the number of cumulative population doublings, cells were
seeded at 1.0 x 10* cell/cm? into cell flasks cultures. After 80% confluence, the cells
were trypsinized, counted and reseeded at the same density. The numbers of PDs were
calculated using the formula PD = logN/log2, where N is the cell number of the
harvested monolayer divided by the initial number of cells seeded. This procedure was

repeated in every passage.
Cell senescence determination

To determine the cell senescence, it was used the cytochemical senescence-

associated B-galactosidase (SA-f-Galactosidase) assay (X-gal, pH 6.00). In brief, cells
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were washed twice with PBS and fixed with 2% formaldehyde, 0.2% glutaraldehyde in
PBS for 5 min at room temperature. After washed with PBS, cells were incubated with
senescence-associated B-galactosidase staining solution (1 mg/ml 5-bromo-4-chloro-3-
indolyl-b-D-galactopyranoside (X-gal); 40 mM citric acid/sodium phosphate buffer;
SmM potassium ferrocyanide and ferricyanide; 150 mM NaCl; and 2 mM MgCl2) at
pH6.0 and 37°C for 24 h. Four random fields were digitally photographed (100X
magnification) and the percentage of positive blue-dyed cells was counted by an

observer blinded to cell identification.

Differentiation of MSC

Cell was evaluated for multilineage developmental plasticity using in vitro assays
well described in the literature []. Briefly, adipogenic differentiation was induced by
incubating cells on passage three with DMEM Low Glucose and 10% FBS
supplemented with 1uM dexamethasone, 500uM isobutyl methylxanthine, 200uM
indomethacin and 10pM insulin for 21 days. Osteogenic differentiation was obtained by
incubating human cells with DMEM Low Glucose and 10% FBS supplemented with
0.1uM dexamethasone, 10mM -glycerophosphate, and 50pg/mL ascorbic acid for 21
weeks. In addition to these protocol, mouse cells was incubated with 2.5 uM all-trans
retinoic acid, which was already described as critical for enhancing the mouse cells
differentiation toward ostoblasts. Differentiation along the adipogenic and osteogenic
lineages was assessed qualitatively based on cell morphology and cytochemistry (Oil

Red O and von Kossa stain, respectively) as previously described [].
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Flow Cytometry

For cell surface characterization, flow cytometric analyses were performed. In
brief, cells were harvested using 0.25% trypsin-EDTA and 1x10° were incubated with
the 1 pg conjugated antibodies for 15 minutes at room temperature in the dark. The
antibodies that were used was CD13, CD29, CD31, CD14, CD34, CD44, CD45RO0O,
CDA49E, CD51/61, CD73, CD90, CD105, CD106, HLA-ABC, FLK-1 and SCA-1 (BD
Biosciences, San Jose, CA) and AC133 (Myltenyi Biotec). As negative controls, were
used inespecific igG antibodies. After washing with PBS + 2% FBS and fixating with
PBS + 1% formaldehyde, cells were analyzed on a flow cytometer (FACSCalibur,
Becton Dickinson, San Jose, CA, USA) and collected 10,000 events for data analyzing

with Cell Quest Software (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA).

DNA content and cell cycle analysis

Cells suspensions were treated following the method described by Nicolleti et al
[]. Briefly, ethanol-fixed cells were washed in phosphate-buffered saline (PBS) and
resuspended in 0.1% propidium iodide (Sigma, USA) with 0.1% Triton X-100. The
fluorescence of individual nuclei was measured using a FACS scan flow cytometer

(program CellQuest, Becton Dickinson, Mountain View, CA, USA).

Statistical Analysis

All data from multiple donors experiments are expressed as means + SEM and is

assumed the normality on distribution of frequencies and equal variances between
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groups. Differences between groups means were analyzed using paired Student’s 7 test

and ANOVA with Bonferroni test post hoc. p values < 0.05 were considered significant.

RESULTS

Surface immunophenotype

Flow cytometric analyses were performed on passage 4 hASCs and mASCs in
order to discern potential interespecific differences in the expression profile of a
characteristic panel of surface markers. As shown in figure 1A, the surface
immunophenotype of ASCs derived from human and mouse were similar. Both ASCs
showed comparable percentages of CD90+, CD29+ and CD44+ cells. Cells positive for
CD73 were also observed in both ASCs, but with a markedly lower frequency in those
from mice (p<0.014). The marker CD31 was observed in less than 2% of the hASCs
while present in more than 15% of the mASCs (p<0.002). As expected, both ASCs were
essentially negative for CD45 (less than 6% in both species).

As shown in figure 1B, the combination of markers CD90 and CD29 defined

relatively homogeneous populations in both, hASCs and mASCs.

Multilineage potential

To compare the differentiation potential of hASCs and mASCs toward the
adipogenic and osteogenic lineages, cells at passage 3 and 4 were cultured in lineage-
specific inductive media. Twenty-one days after adipogenic induction, both ASCs

showed accumulation of lipid vesicles as examined by Oil Red staining (figure 2A and
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C), thus confirming the adipogenic differentiation potential of ASCs from different
species. The potential for osteogenic differentiation was also verified in both ASCs by
means of von Kossa staining (figure 2B and D); although using different differentiation
conditions for each ASC. Medium modifications described by Wan et al were necessary

in order to induce mASC:s to differentiate toward the osteogenic lineage [].

Cell growth characteristics

Although both ASCs could be maintained in vitro for extended periods, hASCs
and mASCs showed markedly different proliferative kinetics. As shown in figure 3A, as
soon as 48 hours in culture, the mean number of harvested hASCs and mASCs at
passage 2 varied significantly (p<0.05). Thus, to further examine the self-renewal
capabilities of hASC and mASC, population doubling times (PDTs) were determined in
consecutive passages up to passage 10. The mean PDT along passages was 98.08 £ 6.15
hours for hASC, ranging from 72.11 to 129.23, and 52.58 + 3.74 hours for mASC,
ranging from X to X hours. This fold difference in average PDT between hASC and
mASC was statistically significant (p<0.05).

To examine the long-term growth patterns of ASCs, we analyzed the cumulative
population doublings (CPDs) of hASC and mASC with respect to passage number. In
hASCs, the average number of CPDs increased until approximately passage 15, reaching
an apparent plateau phase thereafter (figure 3B). In contrast, in mASCs the average
number of CPDs increased steadily and reached levels significantly higher than those

observed for humans.
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Cell senescence

In order to further characterize the growth kinetics of hASC and mASC, cell
senescence levels were evaluated from P1 to P10 using a standard B-galactosidase
staining assay at pH 6. While low and relatively constant percentages of -galactosidase
positive cells were found in hASCs cultures as they were passaged, the percentage of
positive cells in mASCs tended higher after passage 6 (figure 4, p not significant).
However, despite these increases, the levels of cell senescence in mASCs were always
lower than those of hASCs at corresponding passages. Still, the observed interespecific

differences were small and not statistically significant.

Nuclear morphology

The routine observation of ASC cultures under inverted phase-contrast
microscope revealed further interespecific differences. Human cells show a regular
appearance as they are passaged while murine cells are small and highly condensed at
initial passages and become more distended and irregular at later ones. The presence of
binuclear cells were noted in both, mASC and hASC cultures. Thus, to characterize and
determine the frequency of potential nuclear alterations, fixed cell preparations from P1
to P7 were stained and nuclear morphology categorized as described in methods.
Interestingly, ASCs cultures from mice and humans could be readily distinguished based
on their overall cellular and nuclear morphology (supl. figure). As shown in table 1,
regardless of the passage number, mASCs showed a higher frequency of nuclear
alterations than hASC . In both ASCs, the more common alterations were the occurrence

of an atypically prominent nucleus and the presence of two nuclei in the same cell.
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Interestingly, in mASC the frequency of large nuclei tended to increase along passages

while in hASCs it remained constant and low.

DNA content and cell cycle kinetics

Since atypically large nuclei could be a consequence of polyploidy, we next
investigated the DNA content and cell cycle kinetics of ASC cultures at different
passages. As shown in figure SA, the frequency of hyperdiploid mASCs increased until
passage 10 while that of hASC showed a mild tendency to decrease along passages.
Moreover, in mASC the frequency of hyperdiploid cells is correlated with the frequency
of cells with large nucleus (figure 5B), suggesting that large nuclei may, indeed, have an
hyperdiploid DNA content.

Interestingly, the cell cycle distribution of the two ASCs revealed patterns more
dissimilar than expected (figure 6). hASCs showed relatively constant percentages of
cells in G1/GO (total mean of 91.94 = 0.73 %), S (2.01 £0.16 %) and G2/M (total mean
of 4.86 £ 0.43 %) along passages. In contrast, mASCs showed discernible differences,
although marginally not statistically significant, between passage 1 and passage 10 in
terms of each, the percentage of cells in G1/GO0 (68.69 + 5.48 % for P1 and 14.77 £ 0.16
% for P10), the percentage of cells in S (4.19 = 1.16 % for P1 and 0.52 + 0.08 % for
P10) and the percentage of cells in G2/M (15.96 + 2.43 % for P1 and 52.33 + 13.43 %
for P10). This accumulation of mASCs with 4C DNA content may indicate a G2 arrest
of diploid cells or, alternatively, an accumulation of tetraploid cells in G1.

Another important difference observed between mASCs and hASCs is that

mASCs showed frequencies of hypodiploid cells at least 3-fold higher than that of
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hASCs at corresponding passages (figure 6D). This interespecific difference in
hypodiploid cells frequency increased steadily from passage 1 to passage 6 and slightly
decreased thereafter. Interestingly, the frequencies of hypodipliod mASCs showed a

higher variability than those from hASC.
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DISCUSSION

Stem cell therapy is among the most interesting and promising strategies for
organ regeneration and repair. Cell types from different sources and with diverse lineage
potential have been tested in a broad spectrum of tissue damage scenarios and diseases.
However, the definitive translation of this kind of approaches into a clinical setting relies
on the knowledge acquired from animal models. Among these, the mouse is the most
extensively studied species and widely used because of its many advantages, mainly the
small size, fast breeding, and short life span. Moreover, because of the availability of a
complete genomic sequence and the ease of genetic manipulation, mice allow high
throughput studies on pathophysiological processes and the detailed examination of
potential therapeutic approaches. However, to translate findings from mice to humans,
both in vitro and in vivo model systems must be carefully studied and validated to ensure
that they resemble the outcome to be expected in humans. To achieve this, studies
describing and comparing different models between them and to humans are not only of

critical importance but also mandatory.

Some divergences between rodents and human cell cultures have already been
described. Murine bone marrow mesenchymal stem cells (mBMSCs) are far more
difficult to isolate and culture than those from rat (rBMSCs) and human (hBMSCs) [12].
Moreover, BMSCs are more sensitive to plating density and expand more rapidly from
single cell-derived colonies than hBMSCs [13]. On the other hand, it was recently found

that adipose tissue-derived stem cells (ASCs) from mouse require the addition of
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retinoic acid and bone morphogenetic protein [14, 15], while human cells require only
the basic cocktail containing the hormone dexamethasone.

Moreover, several characteristics of murine cells seem to be altered along time in culture
[16]. Mesenchymal stem cells from different mouse strains can acquire chromosomal
abnormalities after few passages [17]. On the contrary, human cells undergo

spontaneous transformation only after culture periods of about 4-5 months [18, 19].
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Table 1. Nuclear morphology

Anexo 111

Category P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7
Normal

Human 95.95 (x.xx) 96.01 (0.86) 96.08 (0.98) 96.94 (0.73) 95.95 (1.97) 94.83 (x.XX) 96.78 (0.55)

Mice 87.83 (2.55) 85.08 (2.09) 87.80 (5.11) 86.25 (6.57) 82.48 (2.48) 82.83(2.02) 87.48 (0.51)
Binucleated

Human 1.04 (x.xx) 0.83 (0.50) 1.19 (0.60) 0.94(0.23) 1.44 (0.00) 1.68 (x.xx) 1.22 (0.38)

Mice 3.54(0.52) 6.36 (0.70) 2.83(0.05) 2.73(0.15) 4.25(1.94) 3.48(0.43) 2.56 (1.17)
Trinucleated

Human 0.00 (x.xx) 0.00 (0.00) 0.00 (0.00) 0.00 (0.00) 0.00 (0.00) 0.00 (x.xx) 0.00 (0.00)

Mice 0.00 (0.00) 041 (0.19) 0.00 (0.00) 0.00 (0.00) 0.00 (0.00) 0.51 (0.26) 0.00 (0.00)
Multinudleated

Human 0.17 (x.xx) 0.00 (0.00) 0.00 (0.00) 0.00 (0.00) 0.00 (0.00) 0.00 (x.xx) 0.00 (0.00)

Mice 0.00 (0.00) 0.00 (0.00) 0.00 (0.00) 0.00 (0.00) 0.00 (0.00) 0.26 (0.13) 0.00 (0.00)
‘With a large nucleus

Human 1.39 (x.xx) 2.31(033) 2.11(0.34) 1.56 (0.56) 2.17(1.85) 2.33 (x.xX) 1.61 (0.11)

Mice 3.30(0.95) 4.17 (0.97) 6.02(2.12) 7.76 (3.86) 8.92(1.84) 8.57 (1.09) 6.28 (0.69)
'With a micronucleus

Human 0.00 (x.xx) 0.00 (0.00) 0.06 (0.06) 0.00 (0.00) 0.00 (0.00) 0.00 (x.xx) 0.00 (0.00)

Mice 1.08 (0.43) 1.08 (0.39) 0.95 (0.54) 0.21 (0.21) 2.04(0.27) 1.83 (0.30) 1.24 (0.62)
With a nuclear bleb

Human 0.17 (x.xx) 0.00 (0.00) 0.00 (0.00) 0.00 (0.00) 0.00 (0.00) 0.00 (x.xx) 0.00 (0.00)

Mice 1.61 (0.75) 0.59 (0.59) 0.93 (0.93) 0.48 (0.48) 0.92(0.92) 0.78 (0.24) 0.31 (0.31)
‘With an amorphous nucleus

Human 1.04 (x.xx) 047 (0.03) 0.14 (0.02) 0.32(0.15) 0.22 (0.06) 0.13 (x.xx) 0.06 (0.06)

Mice 0.46 (0.18) 0.71 (0.44) 0.19(0.19) 0.32(0.32) 0.15(0.15) 0.35(0.35) 0.75 (0.29)
Not determined

Human 1.73 (x.xx) 0.38 (0.06) 0.42(0.07) 0.24(0.24) 0.22 (0.06) 091 (x.xx) 0.34 (0.00)

Mice 2.19(1.12) 1.60 (0.56) 1.39(1.39) 2.26 (2.26) 1.23(1.23) 1.38 (0.61) 1.37 (0.96)

Cells were categorized based on their nuclear morphology as described in methods. Percentages are presented as mean (+ SE).
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Figure 6
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KZ
b B
Comissdo de Etica Andlise de Projetos de P isa

APROVALAO

DIRETORIA CLINICA

A Comissiio de Etica para Andlise de Projetos
de Pesquisa - CAPPesq da Diretoria Clinica do Hespital das Clinicas e dao
Faculdade de Medicina da Universidade de 58o Pauls, em zessdo de
14.07.04, APROVOU o Protocole de Pesquisa n® 527/04, intitulado:
"Estuda da copocidade de tronsdiferenciagio das  cébulas
mesenquimais de tecido adipose em células para reparagio
cardiovascular” apresentado pela COMISSAO CIENTIFICA E DE
ETICA DO INSTITUTO DO CORAGAO,

Pesquisador({a) Responsdvel: Prof. Dr. José Eduarde Krieger
Pesquisador{n) Executante: Sra, Juliana Sanajotti Makamuta
CAPPesq, 14 de Julho de 2004,
kv o
L LA
PROF. DR. EUCLIDES AYRES DE CASTILHO

Presidente da Comissdo de Etica para Andlise
de Projetos de Pesquiza
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