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RESUMO
Bagno, LLS. Estudo da funcido cardiaca no transplante de células progenitoras de
tecido adiposo em ratos com infarto cicatrizado. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias
Biologicas — Fisiologia) — IBCCF-UFRJ, Rio de Janeiro, 2009.

Estudos recentes identificaram o tecido adiposo como nova fonte de células-tronco
mesenquimais para a terapia celular. A proposta deste estudo foi investigar a terapia com células
progenitoras derivadas de tecido adiposo do rato (ADSC) no modelo de infarto do miocéardio
cicatrizado (IM). C¢lulas do tecido adiposo inguinal subcutdneo de ratos Wistar machos foram
isoladas por digestdo enzimatica (Colagenase tipo II), filtradas em membrana de 80um,
centrifugadas e cultivadas até a 3? passagem. Quatro semanas apoés a ligadura da artéria coronaria
esquerda de ratas fémeas, foi injetada, ao longo da borda da cicatriz do infarto na parede do
ventriculo esquerdo, 100pl de PBS + Matrigel + 2 x 10° ADSC coradas com Hoechst (N=11) ou
100ul de PBS + Matrigel (N=10). O grupo falso operado (FO / N=5) foi submetido aos mesmos
procedimentos cirurgicos exceto pela ligadura da artéria. O desempenho cardiaco foi acessado
por ecocardiografia 28 dias depois do procedimento de ligadura permanente da artéria coronaria
esquerda (linha de base-LLB), quatro e seis semanas pos transplante (PT) e por hemodinamica 6
semanas apos a injecdo. Os valores do ecocardiograma apo6s o tratamento foram normalizados
pelos valores obtidos antes do tratamento Todos os dados estdo expressos em média + erro
padrao da média. Para comparagdes entre dois grupos ou entre o mesmo grupo em dois tempos
diferentes, foi utilizado o test t, enquanto que para comparagdes entre mais de dois grupos ao
longo do tempo foi empregado analise de variancia bivariada (ANOVA). O nivel de significancia
considerado foi menor do que 5% (p<0,05). Todos os animais submetidos ao infarto
apresentaram comprometimento da funcdo cardiaca, i.e. fragdo de encurtamento de area (FEA)

abaixo de 40%, e percentual de acinesia do ventriculo esquerdo (%IM) acima de 40%. Antes do



tratamento, ndo houve diferenca entre os grupos infartados na fracdo de ejecdo (FE%: grupo
ADSC = 47,1£3,23; grupo CONTROLE = 42,8+2,45; SEM). O grupo ADSC apresentou valores
de FE normalizados maiores em relagio ao CONTROLE (1,064+ 0,05 vs 0,8507+ 0,12;
p=0,0499; SEM), respectivamente, 6 semanas apOs a terapia. Em relagdo aos parametros
hemodinamicos, a dP/dT+ do grupo ADSC foi maior comparada com o grupo CONTROLE (p <
0,05) 6 semanas apo6s a terapia, indicando um maior indice de contratilidade cardiaca . Com estes
dados, foi possivel concluir que as células progenitoras de tecido adiposo (ADSC), administradas
por via intramiocardica, promoveram melhora na funcdo cardiaca e preveniram o remodelamento

cardiaco.



ABSTRACT
Bagno, LLS. Study of cardiac function in transplantation of adipose derived stromal
cells in a rat healed myocardial infarction. Dissertacao (Mestrado em Ciéncias Biologicas
— Fisiologia) — IBCCF-UFRJ, Rio de Janeiro, 2009.

Recent studies have identified adipose tissue as a new source of mesenchymal stem cells
for cell-therapy. The purpose of this study was to investigate the therapy with rat adipose derived
stromal cells (ADSC) in a rat model of healed myocardial infarction (MI). Inguinal subcutaneous
adipose tissue of male inbred Wistar rats was isolated by enzymatic digestion (type II
Collagenase), filtration trough 80um filters, centrifugation and culture until passage 3. Four
weeks after ligation of left coronary artery of female rats, a suspension of either 100ul with PBS
+ Matrigel + 2 x 10® ADSC labeled with Hoechst (N=11) or 100ul of PBS + Matrigel (N=10)
was injected along the borders of the ventricular wall scar tissue. Sham operated group
(Sham/N=5) was submitted to the same surgical procedures excepted permanent ligation of left
coronary artery. Cardiac performance was assessed by echocardiogram recordings prior to
injections (baseline-BL), and four and six weeks after injections (follow-up - FU). Hemodynamic
measurements were preformed 6 weeks after injections. The echocardiogram values after
treatment were normalized by values obtained before treatment. All data are expressed as mean
values + SEM. Student’s paired or unpaired T test was used to compare the same group in two
different times or two distinct groups, while ANOVA two way was used to compared more than
two groups along different times. Significance was considered lesser than 5% and was set at
p<0,05. All infarcted animals exhibited cardiac function impairment, i.e. shortening fraction area
(SFA) below 40% and had over 40% of left ventricle akinesis (MI%). No difference was
demonstrated in ejection fraction (EF%) between infarcted groups before treatment (EF%: ADSC

group = 47,1+3,23; CONTROL group = 42,8+2,45; SEM). Six weeks after therapy, ADSC group



showed higher EF normalized values when compared with CONTROL group (1,064+ 0,05 vs
0,8507+ 0,12; p=0,0499; SEM), respectively. With regard to hemodynamic parameters, six weeks
after injection, the measurement dP/dT+ was higher in ADSC group when compared with
CONTROL group (p<0,05), indicating a higher cardiac contractility index. With those finds it
was possible to conclude that adipose derived stromal cells (ADSC) promotes improvement in

cardiac function and prevents remodeling cardiac, when administered in intra-myocardial way.
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1. INTRODUCAO

1.1 - INCIDENCIA DO INFARTO DO MIOCARDIO

As medidas do estado de saude da populacdo sdo uma atividade central em saude publica,
e os registros sistematicos de dados de mortalidade e sobrevivéncia sdo fundamentais para a
programacao de agdes de saude para uma determinada populagdo. Os indicadores de saude sao
medidas-sintese que contém informacodes relevantes sobre o estado e desempenho do sistema de
saude que refletem a situacdo sanitaria de uma populagio [MINISTERIO DA SAUDE, 2008].

O Ministério da Satde assim como os censos € pesquisas de base populacional do IBGE
sao fontes relevantes para a avaliacdo da saude da populagdo brasileira, por promoverem
informacodes sobre nascimentos, oObitos, doencas de notificagdo, atencao hospitalar, ambulatorial e
basica, or¢amento publico em satde além de informarem aspectos demograficos e sbcio-
econdmicos [MINISTERIO DA SAUDE, 2008; IBGE, 2005

http://www.ibge.gov.br/home/estatistica/populacao/condicaodevida/ams/2005/default.shtm ].

As causas de mortalidade no Brasil t€ém passado por importantes mudancas ao longo dos
anos com queda das doencas infecciosas e aumento das doengas ndo infecciosas, como a doenga
cardiaca, as neoplasias ¢ a morte violenta (FIGURA 1 e TABELA 1) [SECRETARIA DE
VIGILANCIA EM SAUDE - MS, 2004

http://portal.saude.gov.br/portal/saude/profissional/visualizar_texto.cfm?idtxt=25341 1.

Segundo estes dados, a freqliéncia de obitos no Brasil em 2004, causados pela doenca
isquémica do coracdo representa 30,4% de todos os 6bitos (Infarto do miocardio 22,9%) ficando

atras apenas das doencas cerebrovasculares que representam 31, 8% (TABELA 2)

20
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[SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE - MS, 2004

http://portal.saude.gov.br/portal/saude/profissional/visualizar_texto.cfm?idtxt=25341 ].

A taxa de mortalidade especifica por doengas do aparelho circulatério ¢ conceituada
através do nimero de oObitos por doenga do aparelho circulatorio, por 100 mil habitantes, na
populacdo residente em determinado espaco geografico, no ano considerado. A taxa de
mortalidade especifica estima o risco de morte por doengas do aparelho circulatério e dimensiona
sua magnitude como problema de saude publica (TABELA 3) [REDE INTERAGENCIAL DE
INFORMACAO PARA A SAUDE, 2008].

Entre 1990 e 2004, no Brasil, houve aumento nas taxas de mortalidade por doencas
isquémicas do coracdo em ambos os sexos na regido Norte, Nordeste e Centro-oeste e
estabilidade na regide Sul, com excecdo da regido Sudeste que mostrou decréscimo. Para as
doencas cerebrovasculares e para as doencas do aparelho circulatério em geral, houve
crescimento nas taxas para as regioes Norte, Nordeste e Centro-Oeste, para ambos 0s sexos,
enquanto nas demais regides houve decréscimo. A sobremortalidade masculina é constante para
as causas de doencas cerebrovasculares e do aparelho circulatorio em todas as regides.
Provavelmente o crescimento das taxas de mortalidade por doencas isquémicas cardiacas e
doengas cerebrovasculares nas regides Norte e Nordeste para ambos os sexos, pode ser, em parte,
atribuido a melhoria da qualidade da informacdo sobre a causa de morte com conseqiiente
redugdo da propor¢do de 6bitos por causas mal definidas [SECRETARIA DE VIGILANCIA EM
SAUDE - MS, 2004

http://portal.saude.gov.br/portal/saude/profissional/visualizar_texto.cfm?idtxt=25341].

Segundo dados da Organizagao Mundial de Saude (WORLD HEATH ORGANIZATION,

1998, 1999, 2000 e 2001), as enfermidades cardiovasculares atingiram elevados indices de morte
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no mundo (30,9% em 1998 e 30% em 2000; 16.690.000 e 16.701.000 mortes, respectivamente),
sendo a doenga isquémica do coragdo a de maior incidéncia (13,7% em 1998 e 12,4% em 2000;
7.375.000 e 6.894.000 mortes, respectivamente). Dentre as doengas cardiovasculares, o infarto do
miocérdio tem apresentado prevaléncia crescente na populacao.

Diante deste cendrio, destaca-se a grande importancia no investimento de novas pesquisas
no Brasil e no mundo com objetivo de criar alternativas terapéuticas para doengas de alto impacto

no indice de mortalidade mundial como a doencga isquémica do coragao.

100%
90% -
B0% -
70% -
60%
50%
40%
J0%
20%
10%

0%
1930 1840 1950 1960 1970 1980 1985 1990 18985 2000 2002

BInfecciosas e parasitarias EMeoplasias OCausas externas
OAparelha circulatario OCutras doengas

FIGURA 1 - Cenario brasileiro - mortalidade proporcional (%) nas capitais: em 1930, 46% das causas de
morte eram por doencas infecciosas e parasitarias havendo uma queda para 5% em 2003. Ao contrario, as
doengas cardiovasculares representavam 12% das causas de morte em 1930 e aumentou consideravelmente este
indice em 2003, para 31%. * até 1970, os dados referem-se apenas as capitais. Fonte: BARBOSA DA SILVA ¢
cols., 2003.
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Causa

1. Doengas do aparelho circulatorio

2. Neoplasias (tumores)

3. Causas externas de morb. e mortalidade

4. Doengas do aparelho respiratorio

5. Doengas enddc. nutricionais € metab.

6. Doengas do aparelho digestivo

7. Algumas doengas infec. e parasitarias

8. Algumas afec. orig. no periodo perinatal

9. Doengas do aparelho geniturinario

10. Doengas do sistema nervoso

11. Malf cong deformd e anomalias cromos

12. Outras (Transtornos mentais e comportamentais; Doen. sangue
orgdos hemat e transt imunitario; Doengas sist. osteomuscular e tec
conj; Doencas da pele e do tecido subcut; Gravidez parto e puerpério

Sint sinais e achad anorm ex clin e lab

Total

2004

285.543

140.801

127.470

102.168

53.134

48.661

46.067

31.011

17.094

15.156

10.210

19.696

126.922

1.024.073

1996

249.613

103.408

119.156

88.436

36.590

39.035

52.511

37.299

12.792

10.337

9.127

13.406

137.039

908.883

23

1980

189.215

61.253

70.212

59.621

25.638

25.401

69.553

51.747

9.468

9.466

8.570

7.055

161.246

750.727

TABELA 1 - Distribuicdo das principais causas de morte, Brasil - 1980, 1996 e 2004. Fonte: Secretaria de

vigilancia em satide - MS
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n° % n° % n° %

TABELA 2 - Freqliéncia de o6bitos por doencas do aparelho circulatério, Brasil - 1980, 1996 e 2004. Fonte:
Secretaria de vigilancia em saude - MS
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Doencas isquémicas Doencas do
. Doencas cerebrovasculares . .
do coracéo aparelho circulatorio

Regioes H

Masc.

Brasil

Norte

Nordeste

Sudeste

Sul

Centro-Oeste

Fem.
Total

Masc.

Fem.
Total

Masc.

Fem.
Total

Masc.

Fem.
Total

Masc.

Fem.
Total

Masc.

Fem.
Total

mmmmmmmm

55,0
37,5
46,2
19,4
11,7
15,6
21,5
14,3
17.8
80,7
55,7
68,0
73,1
50,2
61,6
30,0
16,9
23,5

38,2
46,2
19,2
12,2
15,8
29,5
21,6
25,5
71
49,2
60,0
78,4
57,2
67,7
41,9
24,8
333

56,1
39,7
47,8
23,2
13,3
18,3
358
27,5
31,6
71,0
49,2
59,8
73,0
54,0
63,4
497
29,7
39,6

57,4
51,2
54,3
24,1
23,9
24,0
32,0
29,9
30,9
75,9
66,2
71,0
76,1
69,3
72,7
39,9
33,2
36,6

51,7
481
499
271
25,6
26,3
31,7
357
36,7
61,5
56,9
59,2
66,1
62,5
64,3
456
374
415

51,8
48,4
50,1
29,4
25,2
27,3
42,7
41,9
42,3
58,8
539
56,3
63,7
61,8
62,7
46,3
38,2
42,2

172,6
146,5
159.4
69,6
60,3
65,1
87,2
749
80,9
239.8
203,0
221,2
2137
1831
198,3
1213
95,5
108,6

164,3
142,9
153,5

74,1

59,7

67,0
108,5

95,6
102,0
204,9
177,7
191,1
210,1
187.8
198,8
145,4
112,6
128,9

168,5
146,3
157,3

82,6

62,7

72,8
126,1
1138
119,8
203,1
174,5
1885
199,5
180,8
190,0
162,2
1228
142,4

Fonte: Ministério da Saude/SVS - Sistema de Informacdes sobre Mortalidade (SIM). e base demografica do IBGE.

TABELA 3 - Taxa de mortalidade especifica por doencas por aparelho circulatorio, segundo sexo. Brasil e

grandes regides, 1990, 2000 e 2004. Fonte: REDE interagencial de informagéo para a saude, 2008.
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1.2 - FISIOPATOLOGIA DO INFARTO DO MIOCARDIO E REMODELAMENTO

CARDIACO

O infarto do miocardio (IM) ¢ uma doenca que resulta de uma reducdo da perfusdo local
ocasionada por uma obstrucdo ao fluxo sangiiineo na circulacdo coronariana. A partir desta
obstrucdo, diversas modificagdes agudas e cronicas ocorrem tanto na regido infartada quanto na
area nado infartada. Estas modificagdes sao, em geral, referidas como sendo o remodelamento
cardiaco [LITWIN e cols., 1994; JAIN e cols., 2001].

Durante as primeiras horas apos a interrup¢ao do fluxo sanguineo e conseqiiente morte
dos miocitos, ocorrem edema e inflamagao caracterizada por infiltracdo de neutréfilos na regido
infartada. Apos esta reagdo, segue-se uma longa fase de proliferacdo de fibroblastos, deposi¢ao
de colageno e neoangiogénese que irdo constituir a cicatriz [ WEISMAN e cols., 1988; PFEFFER
& BRAUNWALD, 1990]. Dependendo da espécie, o processo finaliza dentro de semanas ou
meses.

Entdo, o processo de remodelamento cardiaco se caracteriza nao s6 pela remoc¢do dos
cardiomiocitos necroticos, mas também, pela formacao do tecido de granulagdo e a indugdo da
neovasculariza¢ao da regido peri-infarto. Além destas alteragdes, o miocardio remanescente €
submetido a modificagdes geradas por fatores estruturais (extensao da lesdo) e hemodinamicos
(sobrecarga de volume) [ELLIS e cols.,, 1962; FACTOR e cols.,, 1990; PFEFFER &
BRAUNWALD, 1990].

Assim, ap6s o infarto, a fungdo de bomba desempenhada pelo coragdo ¢ ainda mantida
devido a mecanismos compensatorios capazes de manter o débito sistdlico. Logo apds a

interrupcao do fluxo, ocorre um aumento na modulacdo adrenérgica, promovendo aumento na
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freqliéncia cardiaca e forca de contracdo na tentativa de manter o débito sistdlico. O estiramento
agudo do tecido vidvel, devido ao menor esvaziamento ventricular ocasionado pela perda de
midcitos, desencadeia o mecanismo de Frank-Starling que também auxilia na manuten¢do do
débito sistolico. Entretanto, esses mecanismos compensatdrios agudos sdo insuficientes quando a
regido acometida pelo processo isquémico representa mais de 20% do ventriculo esquerdo
[PFEFFER & BRAUNWALD, 1990]. O aumento da cavidade ventricular e hipertrofia cardiaca
sd0 mecanismos compensatorios que se tornam importantes na tentativa de se manter o débito
sistolico [WEISMAN e cols., 1988].

Na populacio humana, individuos coronariopatas cronicos sdo caracterizados
clinicamente pela presenca de arritmias ventriculares, angina pectoris e insuficiéncia cardiaca
congestiva (ICC) [JULIAN, 1989; MORRIS e cols., 1990]. Esses pacientes sdo muito suscetiveis
a morte subita [HAGSTROM e cols., 1964; PANIDIS & MORGANROTH, 1983; KEMPF &
JOSEPHSON, 1984].

A capacidade de bombeamento do coragdo fica reduzida apods o infarto, impedindo o
paciente de exercer atividades que requerem maior esfor¢o. Quanto maior a area de musculo
cardiaco lesada durante o infarto, maior o grau de insuficiéncia. Infelizmente, a insuficiéncia
cardiaca € progressiva, de modo que o quadro clinico dos pacientes so piora: 22% dos homens e
46% das mulheres que sofrem infartos evoluem para insuficiéncia cardiaca congestiva em um
prazo de seis anos. E 6bvia, portanto, a necessidade de uma terapia que possa dar aos pacientes
uma maior expectativa de vida apos o infarto [CARVALHO & SANTOS, 2004].

Devido a todas essas caracteristicas, um grande desafio médico-cientifico € tentar impedir
ou pelo menos atenuar a progressdo do infarto na fase cronica. Assim, a faléncia cardiaca

congestiva poderia ser minimizada.
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1.3 - MODELOS EXPERIMENTAIS DE INFARTO DO MIOCARDIO EM RATOS

O modelo experimental de oclusdo permanente da artéria coronariana foi desenvolvido
para reproduzir os sinais e sintomas que ocorrem no infarto do miocardio em humanos, com a
finalidade de facilitar o desenvolvimento de novas terapias para a doenga isquémica do coracao.

O primeiro modelo foi descrito por HEIMBURG, em 1946, que estudou a
revascularizacdo do miocardio através da aplicagdo de substincias no saco pericardio. Ja a
oclusdo completa da artéria corondria descendente anterior esquerda promove uma isquemia
transmural em ratos e, conseqlientemente, o infarto da parede livre do ventriculo esquerdo
[JONHS & OLSON, 1954]. E importante ressaltar que a extensdo do infarto varia de acordo com
a altura em que ¢ realizada a ligadura da artéria coronaria durante o procedimento cirtrgico.

Em 1976, MACLEAN e cols. apresentaram uma técnica cirargica diferente da de JONHS
& OLSON que consistia em uma toracotomia lateral e exteriorizagdo do coragdo através de uma
leve compressao sobre o lado direito do torax. A mortalidade quando este método cirurgico foi
utilizado foi de 21%. Esta técnica ganhou grande popularidade e muitos estudos experimentais
em infarto do miocardio e isquemia-reperfusao t€m sido realizados utilizando este modelo.

Foi em 1978, com FISHBEIN e colaboradores, que este modelo experimental ganhou
grande popularidade, sendo este, até hoje, um dos trabalhos mais citados como referéncia para
detalhamento da técnica. Este trabalho relata, de forma detalhada, todas as etapas do processo
fisiopatologico gerado pela obstru¢do do fluxo coronariano em ratos. As caracteristicas da
evolugdo histopatoldgica do modelo experimental de IM em ratos sdo similares as do infarto
humano. Contudo, nos ratos essa evolugdo ¢ mais rapida e, apresenta uma resposta

polimorfonuclear menos intensa [SELYE e cols., 1978]. Estudos sugerem que essa rapida
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progressdo do infarto seja devido a presenga de uma pobre circulacdo colateral nos ratos
[SCHAPER, 1984; HEARSE e cols., 1988].

A fase aguda do IM ¢ caracterizada por um quadro isquémico com lesdo tecidual que
evolui para uma acentuada morte celular. Essas mudangas histopatologicas resultam em
alteracdes significativas na fun¢do e na geometria cardiaca. Logo apds a perda do miocardio
viavel, ainda na fase aguda da injuria, ¢ iniciado o processo de remodelamento cardiaco. Neste
momento, a fungdo ventricular ja diminui e o miocardio sobrevivente, muitas vezes, ndo ¢ capaz
de compensar a perda tecidual nos aspectos funcional e metabolico. Esta impossibilidade do
miocardio ndo isquémico compensar a perda tecidual promove o aumento da pressdo diastdlica e
a queda da pressdo sistolica no ventriculo esquerdo o que leva a uma diminui¢do do débito
cardiaco, essas alteragdes ocorrem mais ou menos em 3 semanas [ZIMMER e cols., 1989].

O infarto do miocardio cicatrizado (crénico), por sua vez, se caracteriza, estruturalmente,
pelo término da fase de cicatrizagdo, por volta do 21° dia ap6s a cirurgia. A andlise histologica
revela auséncia quase total de necrose, sinais discretos de edema, hemorragia e congestdo, poucos
linfocitos, presenca moderada de fibroblastos, células pigmentadas (hemossiderina), proliferacao
vascular e altos niveis de coldgeno intersticial [MALLORY e cols., 1939; FISHBEIN e cols.,
1978; FACTOR e cols., 1990; NOVAES, 1992]. Nesta fase, destacam-se a hipertrofia e o
aumento da cavidade ventricular resultantes das alteragdes anatomo-patoldgicas iniciadas na fase
aguda da injuria [ELLIS e cols., 1962; FACTOR e cols., 1990; PFEFFER & BRAUNWALD,
1990].

Nos ratos, a fase cronica de grandes infartos ¢ caracterizada por uma modificacao
macroscopica da geometria cardiaca [OLIVETTI e cols., 1991]. Tanto o diametro transverso

quanto o longitudinal encontram-se aumentados. Além disso, hd& um aumento do volume da
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camara esquerda, similar ao que ocorre em humanos com infarto do miocardio cicatrizado
[TUREK e cols., 1978; ANVERSA e cols., 1984; SPADARO e cols., 1989; OLIVETTI e cols.,

1991].

1.4 - CELULAS-TRONCO

As células-tronco podem ser classificadas baseadas nas espécies de origem (camundongo,
rato, humano), estagio do desenvolvimento das espécies (embriondrio, fetal ou adulto), tecido de
origem (hematopoiético, mesenquimal, esquelético, neural) e pelo potencial de se diferenciar em
um ou mais tipos de células maduras (totipotentes, pluripotentes, multipotentes) [NIH, 2001;
NIH, 2006; PENN & MAL, 2006].

Por definicao, a célula-tronco € caracterizada por sua capacidade de se auto-renovar e de
se diferenciar em multiplas linhagens. [GIMBLE e cols., 2007; N.I.H., 2001]. Sao tipos de
células indiferenciadas capazes de multiplicar-se se mantendo indiferenciadas por longos
periodos tanto in vitro como in vivo, mas que diante de estimulos especificos podem diferenciar-
se em c¢lulas maduras e funcionais dos tecidos através de uma grande variedade de células de
diferentes tecidos [CARVALHO & SANTOS, 2004; ZAGO & COVAS, 2006].

Em termos ideais atualmente postula-se que, para aplicagdes na medicina regenerativa, as
células-tronco devem seguir os seguintes critérios [GIMBLE e cols., 2007]:

e Presenca em quantidade abundantes (milhdes a bilhdes de células)

e Obtengdo por procedimento invasivo minimo

e Diferenciacdo em diversas linhagens celulares de maneira reprodutivel e regulavel.
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e Seguranga e eficiéncia no transplante tanto para um hospedeiro autol6go como alogénico.
e Manipulagdo de acordo com critérios de Boas Praticas de Fabricacao.

Dentre os varios tipos de células-tronco, cabe destacar as células-tronco mesenquimais
(CTM) que sao multipotentes e t€ém a capacidade de se diferenciar em tecidos oriundos do
mesoderma, tais como musculo esquelético, osso, tenddes, cartilagens e gordura sob condigdes de
cultura apropriada usando hormonios especificos e fatores de crescimento [MEYERROSE e
cols., 2007; SCHAFFLER e cols., 2007; STREM e cols., 2005; ZAGO & COVAS, 2006; ZUK e
cols., 2001; ZUK e cols., 2002]. E por isso que as células-tronco mesenquimais atraem tanto a
atencdo como boas candidatas a terapia regenerativa em doengas, engenharia celular ou genética
[ROMANOV e cols., 2005]. As células-tronco mesenquimais (CTM) podem ser rotineiramente
isoladas de diversos compartimentos teciduais tais como tecidos fetais, sangue do cordao
umbilical [MAIA, 2006; YAMADA e cols., 2007], veia umbilical, parede das artérias, veia
safena, polpa dentaria, medula 6ssea [RUAN e cols., 2005; XU e cols., 2007], musculo
esquelético, tecido adiposo [BJORNTORP e cols., 1978; MEYERROSE e cols.,, 2007;
SCHAFFLER e cols., 2007] e outros tecidos [WICKHAM e cols., 2003; ZAGO & COVAS,
2006]. A propriedade basica que permite o isolamento e a cultura de CTM ¢ a facilidade de
aderir a superficies de vidro e plastico [MEYERROSE e cols., 2007; SCHAFFLER e cols., 2007;

ZAGO & COVAS, 2006].
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1.4.1 - APLICACOES TERAPEUTICAS DAS CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS

A terapia com células-tronco mesenquimais ¢ um procedimento promissor para o
tratamento de varios tipos de doencas degenerativas. A principal razdo, para essa afirmagao,
decorre do fato de que as células-tronco mesenquimais possuem relevante capacidade pléstica,
sendo capazes de originar diversos tipos celulares in vitro e in vivo [ZAGO & COVAS, 2006].

Neste contexto, as ctm tém aplicagdes e vém sendo testadas para o tratamento de um
numero crescente de doencas tais como: doencas cardiacas isquémicas e degenerativas
[CARVALHO & SANTOS, 2004; DATI e cols., 2005, MARTINO e cols., 2006; OLIVARES e
cols., 2004; OLIVARES e cols., 2007; PENN & MAL, 2006; PERIN e cols., 2003; PERIN e
cols., 2004; PITTENGER & MARTIN, 2004; SANTOS e cols., 2004; SILVA e cols., 2004;
SOARES ¢ cols., 2004; SOARES ¢ cols., 2007; YAMADA e cols., 2007; ZHANG e cols., 2007],
lesdes Osteo-condrais [ERICKSON, 2002; LE e cols., 2005; QUARTO e cols., 2001;
SOLCHAGA e cols., 2002], tendinosas [AWAD e cols., 2003], pulmonares [ORTIZ e cols.,
2003], da medula espinhal [HANABUSA E COLS., 2005], do sistema nervoso central
[HOFSTETTER e cols., 2002], do figado [ORTIZ e cols., 2003; SEO e cols., 2005], em doengas
genéticas [BAKSH e cols., 2004] como a osteogénese imperfeita [LE e cols., 2005] e a sindrome
de Hurler [KOC e cols., 2002] ¢ outras [JING e cols., 2007; KOC e cols., 2002; YANEZ e cols.,

2006; ZUK ¢ cols., 2001].
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1.4.2 - CARDIOMIOPLASTIA CELULAR

Pesquisas in vitro, em animais experimentais [DAf e cols., 2005; OLIVARES e¢ cols.,
2004; OLIVARES e cols., 2007; SOARES e cols., 2004; YAMADA e cols., 2007; ZHANG e
cols., 2007] e também pesquisas clinicas na espécie humana [DOHMANN e cols., 2005;
KOCHER e cols., 2001; PERIN e cols., 2003; PERIN e cols., 2004; SILVA e cols., 2004;
SOARES e cols., 2007; TURA ¢ cols., 2007] em nimeros cada vez mais crescentes tém sido
relatadas com resultados encorajadores relacionados ao potencial das células-tronco no
tratamento de doengas do coracdo [CARVALHO & SANTOS, 2004;; MARTINO e cols., 2006;
PENN & MAL, 2006; PITTENGER & MARTIN, 2004; SANTOS e cols., 2004].

O uso de células-tronco derivadas da medula 6ssea (BMSC) do adulto para o tratamento
de doenga isquémica grave do coracdo associada a insuficiéncia cardiaca foi proposto por PERIN
e cols. (2003) em trabalho conduzido em 14 pacientes. Os pacientes foram submetidos a injeg@o
transendocardica guiada por mapeamento eletromecanico em areas vidveis, porém isquémicas, do
miocardio. Os autores mostraram que, em seguimento de 4 meses, houve melhora da classe
funcional, reducdo significativa nos defeitos perfusionais avaliados por medicina nuclear e
aumento da fracdo de eje¢ao de 20% para 29%. Ainda também, os estudos clinicos realizados por
RUAN e cols. (2005) demonstraram que pacientes com infarto agudo do miocérdio (IAM)
injetados com células-tronco autdlogas de medula Ossea por via intracorondria apresentaram
melhora na contratilidade miocéardica regional e global atenuando assim o remodelamento
ventricular esquerdo pds-infarto agudo.

No Brasil, subvencionada pelo Ministério da Saude, através do Estudo Multicéntrico

Randomizado de Terapias Celulares em Cardiopatias (Multicenter Randomized Trial of Cell
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Therapy in Cardiopathies — MiHeart Study) vem sendo testada a eficacia de terapia com células
derivadas da medula ¢ssea em quatro diferentes cardiopatias: doenga isquémica do coragdo aguda
e cronica, cardiomiopatia chagasica e dilatada. Varios estudos clinicos usando a terapia celular
para doengas cardiacas ja foram realizados, incluindo a cardiomiopatia chagésica. Na doenca
isquémica cronica do coragdo, através das pesquisas clinicas iniciais descritas em literatura, esta
terapia foi demonstrada como segura e potencialmente eficaz. Porém, num contexto geral, ainda
sdo necessarios mais e maiores estudos clinicos bem controlados para testar a eficacia das

terapias celulares em cardiopatias [TURA e cols., 2007].

1.5- TECIDO ADIPOSO

O tecido adiposo sempre foi considerado uma massa inerte com algumas propriedades
vantajosas, como apoio mecanico para as mais importantes estruturas, reserva energética e
isolante térmico corpdreo. Por um longo tempo, estas duas ultimas propriedades foram aplicadas
nos estudos da regulacdo do metabolismo energético e pouca atencdo foi dada para analisar
outras propriedades desse tipo celular [AHIMA e cols., 2000; LAU e cols., 2005].

A onda mundial de obesidade com o conseqiiente aumento da morbidade e mortalidade
associadas alavancou o interesse da comunidade cientifica nos estudos que envolvem o tecido
adiposo [OGDEN e cols., 2006].

Além disso, a descoberta, nos ultimos 15 anos, da capacidade do tecido adiposo em
secretar hormonios, como a leptina em 1994, levou a uma mudanga na abordagem das
investigacoes deste tipo celular. Os hormdnios secretados pelo tecido adiposo sdo conhecidos

como adipocinas. Esses hormonios possuem uma diversidade estrutural e de fungdes e envolvem
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proteinas relacionadas ao sistema imune — fator de necrose tumoral-a (TNF-a), interleucina-6
(IL-6); fatores de crescimento — fator de crescimento transformante-f (TGF-P); e proteinas
complementares da via alternativa (adipsina). As adipocinas regulam diversos processos como a
pressdo arterial, a coagulacdo sanguinea, homeostase glicémica, angiogénese, dentre outros
[FONSECA-ALANIZ ¢ cols., 2007; FRUHBECK e cols., 2001; LAU e cols., 2005]. A fun¢ao de
cada proteina e fatores ndo protéicos produzidos e secretados pelo tecido adiposo branco esta

relacionada na TABELA 4.
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Substancia

Efeitos Biolégicos Descritos

LEPTINA

ADIPONECTINA

RESISTINA

TNF-a (Fator de Necrose Tumoral —a)

INTERLEUCINA-6
ADIPSINA
ASP (Proteina Estimulante de Acilagdo)

ANGIOTENSINOGENIO
PAI-1 (Inibidor da Ativa¢ao de Plasminogénio-1)

FATOR TISSULAR
VEGF (Fator de Crescimento Endotélial Vascular)

VISFATINA
MONOBUTIRYNA *

TGF-B (Fator de Crescimento Transformante-f)

IGF-1 (Fator do Crescimento do Tipo Insulina 1)
HGEF (Fator de Crescimento de Hepatocito)

MIF (Fator Inibidor da Migragdo de Macrofagos)
LLP # (Lipase Lipoproteica)

CETP # (Proteina de Transferéncia de Esteres de Colesterol)
Apo-E #

PROSTAGLANDINAS *

ESTROGENIO *

GLICOCORTICOIDE *

APELINA

Sinaliza ao Sistema Nervoso Central sobre o estoque de energia
corporal

Aumenta a sensibilidade a insulina, é antiinflamatério e atenua a
progressdo da aterosclerose

Aumenta a resisténcia a insulina

Lipolitico, aumenta o consumo energético ¢ reduz a sensibilidade a
insulina

Proinflamatorio, lipolitico, reduz a sensibilidade a insulina

Ativa a via do complemento alternativa

Estimula a sintese de triacilglicerol no tecido adipose branco

Precursor da angiotensina II, envolvido na regulagdo da pressdo
sanguinea arterial

Inibe a ativagdo do plasminogénio, bloqueando a fibrindlise

Inicia a cascada de coagulagdo

Estimula a proliferagdo vascular (angiogénese) no tecido adiposo
branco.

Insulinomimético predominante produzido pela gordura visceral
Vasodilatador e inductor da neoformagao vascular

Regula uma série de processos no tecido adiposo branco, incluindo a
proliferagdo de pré-adipocitos e a diferenciagdo, desenvolvimento e
apoptose dos adipécitos

Estimula a proliferagao e diferenciagio dos adipécitos

Estimula a diferenciagéo e o desenvolvimento dos adipocitos
Imunoregulador com agdo paracrina no tecido adiposo branco

Enzima estimuladora da hidrélise nos vacuolos das lipoproteinas
(chylomicron e VLDL — lipoproteina de muito baixa densidade)
Tranfere os ésteres do colesterol entre as lipoproteinas

Componente protéico das lipoproteinas, especialmente VLDL

(lipoproteina de muito baixa densidade)

Reguladoras de muitos processos celulares, ativas durante a inflamagao,
coagulagao sanguinea, ovulagdo e secre¢@o do acido gastrico

Produzido pela agdo da aromatase, ¢ o principal tipo de estrogénio no
homem e na pos-menopausa da mulher

Gerado pela a¢ao do 11-hidroxiesterdide desidrogenase, tipo II, no qual
transforma cortisona em cortisol no tecido adiposo branco

Tem uma ag@o bioldgica que ainda ndo estd muito clara, mas esta
relacionada no controle do armazenamento energético corporeo

* Substancias ndo-protéicas.
# Proteinas sem ag¢do hormonal.
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TABELA 4. Proteinas e fatores ndo protéicos produzidos e secretados pelo tecido adiposo branco [Fonseca-

Alaniz e cols., 2007]
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Atualmente os adipocitos sdo descritos como reguladores essenciais da homeostase
energética de todo o organismo, responsaveis pelo fornecimento e deposito de energia, e
constituem um 6rgao dinamico e central para a regulagdo metabolica.

E importante ressaltar que desde 2001 o tecido adiposo vem se destacando no cenério
cientifico como uma fonte alternativa de células-tronco. Nao somente o tecido adiposo de origem
animal pode ser amplamente estudado quanto o de origem humano, ja que ¢ um material de facil
acesso e descartado em lipoaspiragdes e outras cirurgias plasticas.

Em 2001, o trabalho de caracterizacdo de células do tecido adiposo de humanos realizado
pelo grupo de ZUK, demonstrou in vitro a presenga de células progenitoras (células-tronco
adultas multipotentes). Este fato despertou o interesse de outros pesquisadores, por esta atrativa
fonte para o tratamento de doengas cronico-degenerativas, pois sdo células-tronco adultas e ndo
implicam diretamente nas questdes ¢ticas e religiosas como os estudos com células-tronco
embriondrias [ZUK e cols., 2001].

Além dos adipdcitos, o tecido adiposo também ¢ constituido por matriz e tecido
conjuntivo (colageno e fibras reticulares), fibras nervosas, estroma vascular incluindo células de
musculo liso, células endoteliais, nodos linféides, células imunoldgicas (leucdcitos e
macrofagos), células progenitoras (células-tronco), fibroblastos e pré-adipocitos (células adiposas
indiferenciadas, mas ja comprometidas com a linhagem adipogénica) [AHIMA e cols., 2000;
ALBRIGHT & STERN, 2000].

Apesar da maioria das células do tecido adiposo formar grandes aglomerados sustentados
por fibras de colageno, algumas células também podem ser encontradas isoladas ou em pequenos

grupos no tecido conjuntivo intersticial [ALBRIGHT & STERN, 2000].
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Existem pelo menos dois tipos de adipdcitos nos mamiferos, marrom e branco, que
diferem entre si em vdarias propriedades importantes, ambos derivam de células-tronco

mesenquimais multipotentes (FIGURA 2).

mitocdndria

nucleo

vacuolo
lipidico

FIGURA 2 - Figura representativa de adipécitos maduros (tecido adiposo branco e tecido adiposo marrom).
Adipoécito branco apresenta um unico vactolo lipidico grande e poucas mitocondrias no citoplasma, seu nucleo ¢
deslocado para a periferia pelo tamanho do vactolo lipidico. Adipdcito marrom apresenta varios vacuolos lipidicos
pequenos no citoplasma e possui o nucleo centralizado com um niimero muito grande de mitocondrias no seu
citoplasma. [Fonte: SELL e cols., 2004].

Tecido adiposo marrom (ou pardo ou multilocular):

O tecido adiposo marrom ¢ especializado na producdao de calor (termogénese) e ¢
encontrado em feto e criangas neonatas, porém, € eventualmente presente em humanos adultos. A
maioria do tecido adiposo marrom em roedores adultos estd localizada na regido interescapular.
Esses adipocitos tém entre 30-40 pm de diametro, menores que os de tecido branco (entre 60-100
um). Eles possuem varias goticulas lipidicas no citoplasma de tamanhos variados, sdo esféricos
com nucleo centralizado e possuem varias mitocondrias que liberam calor via oxidacdo de acidos
graxos. A calorigénese ¢ garantida pela proteina desacopladora -1 (UCP-1 ou termogenina) que
estd localizada na membrana interna da mitocondria e age como um canal de proton,
descarregando o potencial gerado pelo acimulo de protons no espaco transmembrana durante a
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respiracdo celular (ciclo de Krebs), deslocando-os para os componentes de F1IF0O (ATP sintase),
prevenindo a sintese de ATP e permitindo que a energia acumulada seja dissipada em calor
[CANNON & NEDERGAARD, 2004]. As altas concentragdes de citocromo-oxidase nestas
mitocondrias contribuem para sua coloracdo escurecida, amarronzada [CURI e cols., 2002].

Os animais hibernantes tém bastante desse tipo de tecido, pois o calor produzido ird
manter a temperatura do corpo em periodos longos de frio.
Tecido adiposo branco (ou unilocular):

Enquanto a participagdo, do tecido adiposo branco, na termogénese ¢ desprezivel, sua
capacidade funcional ¢ muito grande. Este tipo de tecido adiposo possui uma distribuicao
generalizada em todo o corpo, ao redor, ou eventualmente infiltrado, por toda a regido
subcutanea, orgdos viscerais da cavidade abdominal ou mediastino e na extensdo de grupos
musculares oferecendo prote¢do mecénica, amortecendo impacto e permitindo um deslizamento
suficiente ao longo das fibras musculares, sem comprometer sua integridade funcional. Além de
ser um excelente isolante térmico e ter uma larga distribuicdo pelo corpo, incluindo a derme e
tecidos subcutaneos, t€m um importante papel na conservagdo da temperatura corporal. Assim €
capaz de armazenar energia (por volta de 200.000-300.000 kCal em adultos ndo obesos)
estabelecendo o mais importante sistema tampao para o balanco energético [AHIMA e cols.,
2000; LINDSAY, 2006].

Adipocitos brancos maduros armazenam triacilglicerol (TAG) em uma Unica grande gota
de lipidio que ocupa o centro da célula, aproximadamente 90% da massa celular e desloca o
citoplasma, nicleo e outras organelas para a periferia, onde se mantém com uma fina camada de
citosol. Curiosamente, durante seu desenvolvimento, os adipdcitos jovens contém multiplas

goticulas de lipidios, que coalescem para formar uma tUnica inclusdo de lipidio como em uma
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célula madura. Apesar de terem um volume variavel, os adipdcitos brancos maduros sdo células
grandes, 100 a 1000 vezes maiores que uma hemacia, fibroblastos e células do sistema imune e
seu tamanho pode variar dependendo da quantidade de triacilglicerol (TAG) acumulado [POND,
2001].

Como adip6citos maduros, os pré-adipocitos aumentam de tamanho, devido ao aumento
no numero de células e ao aumento no volume associado a formacao lipidica [BUTTERWITH,
1994; HAUSMAN e cols., 2001; MACDOUGALD & MANDRUP, 2002; PATRICK, 2004;

VON HEIMBURG, 2003a; VON HEIMBURG, 2003b].

1.5.1 -PROPRIEDADES DO TECIDO ADIPOSO

Entre todos os componentes e tipos celulares encontrados no tecido adiposo aprofundar-
nos-emos nas cé¢lulas progenitoras (ADSC) obtidas do tecido adiposo branco, por ser o tipo mais
abundante encontrado em murinos e humanos adultos, de facil extragdao e por demonstrarem “in
vitro” a capacidade de diferencia¢do em outros tipos celulares.

Embora tenha havido tentativas para descrever diferentes estagios celulares entre estas
células progenitoras (células-tronco) e adipocitos maduros, tais estagios foram dificeis de
caracterizar a nivel molecular, e para efeitos praticos a maioria dos pesquisadores descrevem
duas fases da adipogénese. A primeira fase, conhecida como determinacdo, envolve o
comprometimento de uma célula-tronco multipotente na linhagem de adipdcito. A fase de
determinagdo resulta na conversao das células-tronco em pré-adipocitos, onde ndo podem ser
morfologicamente distinguidas das células precursoras, porém perdem o potencial para se

diferenciarem em outros tipos celulares. Na segunda fase, que ¢ conhecida como diferenciagao
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terminal, o pré-adipdcito assume as caracteristicas da maturidade do adipécito - ele adquire o

maquinario necessario para a sintese e o transporte lipidico, sensibilidade insulinica e secre¢do de

proteinas especificas dos adipocitos (FIGURA 3) [ROSEN & MACDOUGALD, 2006].
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li g ris:
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Ostesgenica e
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FIGURA 3 - Figura ilustrativa que representa os estagios da diferenciacdo em adipdécitos. Célula-tronco
multipotente, com capacidade em se diferenciar em linhagens mesenquimais como mioblasto, condroblasto,
osteblasto e adipdcito, origina pré-adipocito. Estas células passam por uma expansdo clonal e subseqiiente
diferenciagdo terminal; as células aumentam de tamanho enquanto acumulam mais vactiolos lipidicos. A
exemplificagdo das mudancgas da expressdo génica que acompanham este processo esta indicada a direita, com suas
duracdes aproximadas refletidas pelas setas. IGF = fator de crescimento tipo insulina; Pref-1 = fator-1 pré-adipocito;
C/EBP = CCAAT / que aumentam proteinas de ligagdo; PPAR- y = proliferador de peroxisoma ativado pelo
receptor- y. [Traduzido para portugués, adaptado de GREGOIRE, 1998].
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Os pré-adipdcitos, células precursoras comprometidas com a linhagem adipogénica, estdo
contidas dentro da fracdo estroma-vascular (SVF) de tecidos digeridos enzimaticamente. Essas
células antes de diferenciadas tém aparéncia fusiforme semelhante ao fibroblasto (aspecto de
fibroblasto indefinido) [PATRICK e cols., 1998; PATRICK, 2004]. A diferenciacdo dessas
células resulta em mudangas morfologicas e bioquimicas onde as células tornam-se arredondadas
e comegam a acumular triacilglicerol e vacuolos de lipideos [BEAHM e cols., 2003; PATRICK,
2004].

Assim como em outros campos de pesquisa com um rapido crescimento, vdrias
nomenclaturas tém sido usadas para descrever a populacdo de células progenitoras derivadas de
tecido adiposo que sdo isoladas através de digestdo com colagenase e apresentam caracteristicas
de aderéncia ao plastico. Exemplos destes termos que ja foram citados em alguns trabalhos, sdo:
células estromais derivadas do tecido adiposo (ASCs), células-tronco adultas derivadas de tecido
adiposo (ADAS), células estromais adiposas (ASCs), células-tronco mesenquimais de tecido
adiposo (AdMSC:s), lipoblastos, pré-adipécitos e células processadas do lipoaspirado (PLA). Para
padronizar as pesquisas desta area, a Sociedade Internacional de Tecnologia Aplicada em Tecido
Adiposo, chegou a um consenso e, adotou o termo células progenitoras ou células-tronco
derivadas de tecido adiposo (ADSC), para identificar esta popula¢do isolada, de células
multipotentes aderentes a plasticos [GIMBLE e cols., 2007].

As células progenitoras derivadas de tecido adiposo (ADSC) sdo consideradas mais
vantajosas como uma célula fonte para diferenciar em outros tipos celulares de origem
mesenquimal porque elas sdo facilmente isoladas, cultivadas e expandidas. Além disso, sdo

capazes tanto de proliferar para obtencdo de grandes ntimeros de células quanto de diferenciar
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para a obteng¢do das células do tecido de interesse [AILHAUD e cols., 1992; ATALA &LANZA,

2002; DE UGARTE e cols., 2003; HEMMRICH e cols., 2005].

1.5.2 — CELULAS-TRONCO OBTIDAS DO TECIDO ADIPOSO

O tecido adiposo ¢ derivado do mesénquima e contém um estroma capaz de ser isolado
facilmente. A populagdo da fracdo estroma-vascular (SVF) pode atingir um nimero
significativamente elevado em comparacao com outras fontes de células-tronco, além de exibir
uma caracteristica aderente em placa de cultura, estabilidade no crescimento e rapida proliferacao
(expansao) quando cultivada [ZUK e cols., 2001].

ZUK e colaboradores puderam verificar a capacidade de proliferacao nas multilinhagens
das células progenitoras de tecido adiposo (ADSC) que os levaram a especular que o tecido
adiposo seria uma nova fonte de células-tronco mesodérmicas [ZUK e cols., 2001].

Conforme referido anteriormente, nos anos seguintes (2002-2006), outros estudos, in
vitro ¢ in vivo, sugeriram também um potencial para diferenciagdo das células progenitoras do
tecido adiposo (ADSC) em linhagens ligamentares, neurogénica, endotelial, hematopoética e
cardiomiogénica [HELDER e cols., 2007].

Em 2002, comprovou-se a hipdtese do tecido adiposo ser uma nova fonte de células-tronco
mesenquimais, caracterizando a atividade metabdlica das diversas linhagens mesodérmicas,
confirmando também a expressao dos multiplos genes e proteinas especificos de cada linhagem.
Além disso, as ADSC também puderam ser induzidas a expressar marcadores consistentes com o

fendtipo neurogénico, sugerindo um potencial ectodérmico. A capacidade mesodérmica e
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ectodérmica foi finalmente detectada em clones isolados das células encontradas no SVF [ZUK ¢
cols., 2002].

Esta populagdo ¢ rica em células progenitoras e células-tronco que também sdo capazes de
se diferenciar fenotipicamente, in vitro, em linhagens de células osteogénicas, condrogénicas,
adipogénicas, miogénicas [ZUK e cols., 2001; ZUK e cols., 2002], e provavelmente, ligamentar,
neurogénica, endotelial, hematopoética e cardiomiogénica quando tratadas com fatores
especificos para cada linhagem [HELDER e cols.,, 2007; NAKAGAMI e cols., 2006;
ROMANOV e cols., 2005].

Também estd descrito que fatores de crescimento como VEGF, PDGF e TGF- B quando
adicionados ao meio de cultura aumentam a capacidade de proliferagdo e diferenciacdo das
células in vitro [CROISSANDEAU e cols., 2002; YUKSEL e¢ cols., 2000].

Outra vantagem importante ¢ que as células progenitoras derivadas do tecido adiposo
(ADSC) sdao capazes de resistir ao processo de congelamento e degelo sem perder suas
propriedades multipotenciais [RODRIGUEZ e cols., 2005]. Essa caracteristica permite o

armazenamento dessas células para utilizagao futura.

153 - ESTUDOS IN VITRO E IN VIVO DAS ADSC

Apo6s 2 anos, outro grupo de pesquisadores concluiu que as células progenitoras derivadas
de tecido adiposo (ADSC) humano secretam altos niveis de fatores angiogénicos como: fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF), fator de crescimento transformante 3 (TGF- ) e fator

de crescimento fibroblastico basico (bFGF). Fatores estes importantes uma vez que induzem o
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crescimento e/ou a diferenciagcdo de células endoteliais e células de musculo liso [REHMAN e
cols., 2004].

Devido as alteragdes que as células podem apresentar durante cultivo varios grupos de
pesquisadores independentes t€ém examinado a superficie imunofenotipica das ADSC isoladas
tanto da espécie humana quanto de outras espécies. Esses estudos demonstraram que o perfil
destas cé¢lulas progenitoras de tecido adiposo varia em func¢do do tempo em cultivo e aderéncia
plastica. Apods duas ou mais passagens em cultura as ADSC expressam adesdo caracteristica e
moléculas receptoras, enzimas de superficie, matriz extracelular e proteinas do citoesqueleto
assim como proteinas associadas ao fenotipo celular de células mesenquimais [MCINTOSH e
cols., 2006].

Em geral, ¢ consensual que o isolado fresco de células progenitoras de tecido adiposo
humano, caracterizado por citometria de fluxo, ¢ positivo para CD10, CD13, CD29, CD 34,
CD44, CD49e, CD90, CD105, CD166 e antigeno de leucocito humano (HLA) —ABC. Existe
controvérsia para algumas proteinas como CD34 e Stro-1, que provavelmente pode ser atribuida
a diferenca de passagens das células-tronco, afetando a expressdo da proteina no momento da
analise. Por exemplo, a expressdo da proteina de superficie CD34 em células cultivadas e
submetidas a algumas passagens ¢ negativa, enquanto que o isolado fresco de ADSC mostrou
inicialmente uma expressao alta para CD34, que progressivamente declinou [HELDER e cols.,
2007; MCINTOSH e cols., 2006; MITCHELL e cols., 2005].

Contudo, foi demonstrado que as células progenitoras de tecido adiposo isoladas por
digestdo por meio de colagenase e centrifugacdo diferencial sdo heterogéneas. A expressdo de
marcadores hematopoéticos cldssicos varia nas diferentes passagens. As células nas passagens

iniciais expressavam entre 8,1% e 17,6% de antigenos mondcito/macrofagicos e
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panhematopoéticos: CD11a, CD14, CD45, CD86, ¢ HLA-DR. Apos 4 passagens sucessivas,
menos que 1% das células aderentes expressaram CD14, CD45, ou CD86, enquanto apenas 3%
destas células expressaram ou CDIlla ou HLA-DR. Essas mudancas na imunofenotipagem
parecem estar relacionadas com a diminui¢ao na imunogenicidade das células derivadas de tecido
adiposo humano. Embora a ADSC em passagens precoces (#0/#1) terem induzido uma resposta
proliferativa de células T alogénicas, as células quando cultivadas até segunda e terceira
passagens nao induziram a proliferacdo de células T, indicando que as células progenitoras de
tecido adiposo quando cultivadas em passagens tardias provavelmente ndo sdo capazes de
promover in Vivo uma resposta imunologica quando enxertadas em pacientes, reduzindo as
chances de causar a doenga enxerto-hospedeiro [MCINTOSH e cols., 2006].

YAMAMOTO e colaboradores realizaram experimentos in Vitro com as células
progenitoras de tecido adiposo de camundongos, as quais demonstraram ter varias caracteristicas
fenotipicas semelhantes aos estudos anteriores realizados com as ADSC de humanos. Os
marcadores CD29, CD90, CD105 e Sca-1 foram expressos em muitas células do estroma, e a
porcentagem de células positivas para CD34 foi baixa e negativa para CD45 [YAMAMOTO e
cols., 2007].

Em 2007, foi publicado o primeiro estudo in vivo com transplante autélogo de ADSC em
coelhos infartados, onde foram obtidos resultados funcionais, histologicos e imunohistoquimicos
positivos, demonstrando a inducdo da angiogénese no local comprometido pela isquemia e
melhora na fun¢do cardiaca nos seguintes parametros avaliados: fracdo de ejecdo, indice do
desempenho miocardico, pressao diastolica final e pico da dP/dT+ [ZHANG e cols., 2007].

Um estudo mais recente in vivo, publicado por MAZO e cols., em 2008, comparou o

efeito das células mesenquimais derivadas de medula 6ssea de camundongo com duas populacdes
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de células progenitoras derivadas de tecido adiposo (ADSC) de camundongo, uma com potencial
angiogénico (células progenitoras de tecido adiposo) e a outra com potencial cardiogénico
(células progenitoras derivadas do tecido adiposo diferenciadas em cardiomidcitos) em um
modelo cronico de infarto do miocardio em ratos através de injecdo intramiocardica. Diante de
uma situacdo fisiopatologica desvantajosa caracterizada pela presenca de tecido fibroso, eles
demonstraram que células progenitoras derivadas de tecido adiposo com potencial angiogénico
provocaram uma melhora na funcdo cardiaca pela diminui¢do do grau de fibrose no tecido
infartado quando comparadas com as células progenitoras derivadas de tecido adiposo
diferenciadas em cardiomiocitos (cardiomiogénicas) e as células mesenquimais derivadas de
medula 6ssea [MAZO e¢ cols., 2008].

A seguir, na TABELA 5, encontram-se, resumidamente, os principais grupos € seus

respectivos trabalhos envolvendo células-tronco de tecido adiposo.
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ANO  GRUPO

OBJETIVO

CONCLUSAO

2001

2002

2004

2006

ZUK e cols.

ZUK e cols.

REHMAN ¢
cols.

MCINTOSH e
cols.

Examinaram os tipos celulares
constituintes e o potencial de
multilinhagem da populagdo de
células-tronco mesodérmicas
obtidas do tecido adiposo humano.

As propostas deste estudo foram
confirmar se existem células-
tronco no tecido adiposo e
comparar o  potencial  de
diferenciacdo destas células com
as células mesenquimais (a
populagdo de células mais
caracterizadas in vitro, isoladas da
medula dssea).

Examinaram 0 potencial
angiogénico das células estromais
do tecido adiposo investigando
suas capacidades em secretar
niveis bioativos de fatores de
crescimento angiogénicos €
antiapoptdticos, fator estimulante
de colonia granuldcito-macrofago
(GM-CSF), fator de crescimento
do endotélio vascular (VEGF),
fator de crescimento hepatocito
(HGF), fator de crescimento
fibroblastico (bFGF) e fator de
crescimento  transformante [
(TGF-B) e suas capacidades para
servirem como vetores de células
autologas para terapia
cardiovascular génica e celular
através de transplante de células
estromais adiposas no musculo
tibial anterior em um modelo
experimental de isquemia da pata
traseira de camundongo.

Compararam as caracteristicas de
aderéncia e o imunofenétipo da
fracdo vascular estromal derivada
do tecido adiposo humano isolado
(a fresco) com varias passagens de
células-tronco derivadas do tecido
adiposo.

As células obtidas do lipoaspirado (SVF) expandem
facilmente in vitro e exibem a morfologia de um
fibroblasto. Esta Populag@o encontrada ¢ heterogénea
contendo pericitos, Células de musculo liso e células
endoteliais. Tém o Potencial de se diferenciarem em
multilinhagens in vitro: Adipogénica, osteogénica,
condrogénica e miogénica quando cultivadas na
presenga de fatores de diferenciagdo estabelecidos para
linhagens-especificas (células progenitoras — ADSC).

Confirmaram a capacidade de diferenciacdo em
multilinhagens da populagdo de células progenitoras
isolada do lipoaspirado humano (ADSC). Estas células
sdo capazes de se diferenciarem em linhagens
mesodérmicas  (células-tronco) comprovado pela
expressdo de varios genes e proteinas linhagens-
especificas, além de expressarem proteinas de
superficie de células neurogénicas que levanta uma
hipétese de diferenciagdo em linhagem ectodérmica.

Seus experimentos delinearam o potencial angiogénico
e antiapoptotico por um acesso facil subcutaneo das
células progenitoras de tecido adiposo que
demonstraram  secretar fatores de crescimento
proangiogénicos com multiplos potenciais sinérgicos.
Estes achados sugerem que as células autdlogas nativas
ou inoculadas do tecido subcutdneo que foram
reguladas por hipoxia podem ser uma nova opg¢do
terapéutica por promoverem angiogénese in vivo ou
protegao cardiovascular.

Inicialmente a fragdo do estroma vascular demonstrou
conter uma populagdo heterogénea, onde uma de 30
células tem caracteristica de aderéncia ao plastico e de
facil expansdo que s3o denominadas células-tronco
derivadas do tecido adiposo (ou progenitoras / ADSC).
Proteinas de superficie de células estromais classicos
(CD13, CD29, CD44, CD73, CD90, CD105, CD166)
estdo presentes em apenas 0,8 a 54% nas populagdes de
células da fragdo vascular estromal. Em passagens
tardias estes marcadores estdo presentes em 98% na
populagdo de células-tronco derivadas do tecido
adiposo.
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OBIJETIVO
Investigou e  determinou a
freqiiéncia da aderéncia e da
linhagem de células progenitoras
na populac@o de células da fragdo
vascular estromal pelo ensaio de
unidade formadora de colonia

(CFU) e para definir o
imunofenotipo das células
derivadas do tecido adiposo

humano em varios estagios de
isolamento, purificac@o e expansio
analisaram através da citometria de

fluxo usando marcadores
associados as células endoteliais,
células-tronco e células
mesenquimais.

Isolaram e coletaram supostas
células-tronco multipotentes de
tecido adiposo subcutineo de
camundongos usando receptor
neurotrofina p75 (p75NTR) como
marcador  para  células-tronco
epiteliais. Aravés de citometria de
fluxo, separaram as células
positivas para o  marcador
p75NTR, cultivaram estas células
¢ induziram a diferenciagdo em
adipdcitos, osteoblastos,
condrécitos, células do musculo
liso e células neuronais.

Este estudo foi designado para
verificar a eficiéncia do transplante
autologo de células-tronco
derivadas do tecido adiposo
(ADSC) em coelhos com infarto
do miocardio. Investigaram se um
pré-tratamento “in vitro” com 5-
azacytidine poderia facilitar a
diferenciag@o celular em
cardiomidcitos no tecido cicatricial
, avaliaram e compararam 3 grupos
com injecdes intramiocardicas: um
grupo com ADSC pré-tratadas
com 5-azacitidina, um grupo
apenas com ADSC e outro apenas
injetando veiculo para controle.
Compararam o potencial de células
de camundongos (ADSC, AD-
CMG - células-tronco derivadas de
tecido adiposo pré-diferenciadas
em cardiomidcitos “in vitro” e
BM-MNC - células mononucleares
obtidas da medula oOssea) na
melhora da fungdo cardiaca apos
infarto cronico do miocardio em
ratos.

CONCLUSAO

Passagens progressivas aumentam a freqiiéncia de
unidades formadoras de colonias para todas as
linhagens examinadas. A populacdo de células da
fragdo vascular estromal inclui células da linhagem
hematopoiética, porém suas expressoes se perdem com
passagens progressivas, sugerindo que estas ndo
pertencem a populagdo de células aderentes. Em
passagens tardias os marcadores estromais sdo
expressos em 98% da populacdo de células-tronco
derivadas de tecido adiposo (ou progenitoras / ADSC).
Os achados indicam que o processo de adesdo e
expansdo enriquece para a selecdo funcional do
fendtipo celular e que o tecido adiposo possui um
potencial como fontes de células-tronco adultas para
terapias regenerativas.

Células positivas para p7SNTR e CD90, CD105 ¢ Sca-
1 foram detectadas por marcagdo no tecido adiposo
subcutaneo de camundongo através da
imunohistoquimica. As células positivas para a proteina
de superficie p75NTR se diferenciaram em adipdcitos,
condrocitos, osteoblastos, células do musculo liso e
células neuronais. A taxa de diferenciacdo em
adipocitos, osteoblastos e células neuronais foi alta nas
células positivas para p7SNTR ao contrario das células
negativas para p75NTR, que demonstrou ter uma taxa
de diferenciagdo baixa. Desta maneira, provaram que o
marcador p75NTR ¢ apto para isolar células
progenitoras derivadas de tecido adiposo.

Obtiveram resultados funcionais, histologicos e
imunohistoquimicos positivos, demonstraram a indugdo
da angiogénese no local comprometido pela isquemia e
melhora na func¢do cardiaca nos seguintes parametros
avaliados: fragdo de ejeg@o, indice do desempenho
miocardico, pressao diastolica final e pico da dP/dt+ em
ambos os grupos tratados com ADSC (com e sem pré-
tratamento de 5-azacitidina) em relagdo ao grupo
controle.

Demonstraram que células derivadas do tecido adiposo
provocaram uma melhora na fungdo cardiaca pelo
aumento da angiogénese e diminui¢cdo do grau de
fibrose no tecido infartado comparado com os grupos
controle, AD-CMG ¢ BM-MNC.

TABELA 5 - Tabela com a relagdo e resumos de estudos in vitro e in vivo com ADSC.
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2. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS:

Face a importancia da doenga cardiovascular para a satde publica mundial e os resultados
preliminares de ensaios clinicos com células derivadas de medula demonstrando que a terapia
celular pode ser uma alternativa terapéutica, a procura por fontes de células-tronco que possam
servir para a cardiomioplastia se tornou intensa.

Baseado nos fatos de que o tecido adiposo:

e E uma fonte de células-tronco mesenquimais (CTM) especialmente atrativa por ter um
potencial clonogénico e, comparado com outros tecidos, conter grande nimero de células-
tronco mesenquimais, que sao facilmente cultivadas e possuem alta capacidade de rapida
expansao in vitro [BJORNTORP e cols., 1978; COUSIN e cols., 2003; GIMBLE ¢ cols.,
2007; MEYERROSE e cols., 2007; NAKAGAMI ¢ cols., 2006; ROMANOYV ¢ cols.,

2006; SCHAFFLER &BUCHLER, 2007; YANEZ e cols., 2006];

e Apresenta uma vantagem clinica por permitir que uma grande retirada de células seja
possivel, sem comprometer em demasia o estado clinico do paciente, quando comparada

com as metodologias empregadas na retirada de células multipotenciais em outros tecidos

[COUSIN e cols., 2003].

O presente trabalho teve como objetivo geral investigar se as células progenitoras, obtidas
do tecido adiposo de ratos singenéicos, poderiam ser capazes de promover melhora funcional
através da terapia celular em ratos com infartos cicatrizados.

Como objetivos especificos, este estudo propds analisar:
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A diferenciagdo espontdnea em linhagem adipogénica da cultura de ADSC em 3*
passagem (#3) antes do preparo da mesma para a terapia intramiocardica em ratos com

infarto cicatrizado;

A expressdo ou auséncia de expressdo de determinadas proteinas de superficie.
Informagdes que nos permitem estabelecer a expressdo fenotipica desta fracdo celular
através de marcagdo usando anticorpos CDI11b, CD29, CD34, CD45 e¢ CD90 por

citometria de fluxo;

A marcagdo para desmina e vimentina, proteinas presentes em células de origem

mesenquimal através de ensaios de imunocitoquimica;

A fungdo cardiaca dos grupos infartados (tratados com ADSC e que receberam veiculo)
através de dados obtidos por pardmetros eletrocardiograficos, ecocardiograficos e

hemodinidmicos;

A marcacdo das células com HOECHST por meio da excitacdo direta da luz UV, seis

semanas apoés a terapia no grupo dos animais infartados e tratados com ADSC.
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3. MATERIAIS E METODOS:

3.1 - ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Ratos de ambos os sexos, Wistar, singenéicos, pesando entre 200 e 450 g, foram obtidos
do biotério do Laboratério de Cardiologia Celular e Molecular do Instituto de Biofisica Carlos
Chagas Filho (IBCCF) da UFRJ — Rio de Janeiro/RJ.

Os animais isogénicos foram utilizados como doadores e receptores de células com o
objetivo prescipuo de simular clinicamente a implantacao autéloga de células derivadas do tecido
adiposo.

Células de ratos machos (utilizados como doadores) foram processadas, cultivadas e
aplicadas por via intramiocdrdica em ratos fémeas (utilizados como receptores) a fim de
podermos analisar, no final do estudo, sua localiza¢do no sitio de aplicacao.

Este estudo respeitou as normas do uso e cuidado com os animais de laboratorio,
publicado pelo Instituto Nacional de Saude dos Estados Unidos (NIH Publication, 1996) e
aprovado pela Comissdo de Etica com Animais em Experimentagdo Cientifica (Centro de
Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Rio de Janeiro) — IBCCF; protocolo n°: 026

(ANEXO A).
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3.2-ESTUDOS IN VITRO

3.2.1 - ISOLAMENTO DE CELULAS PROGENITORAS OBTIDAS DE TECIDO

ADIPOSO BRANCO

Ratos Wistar singenéicos machos adultos jovens (~5 meses de idade), pesando entre 400 e
450 g foram utilizados para extracdo das células do tecido adiposo. Os animais foram
anestesiados com Isofluano (ISOFORINE — CRISTALIA — LOTE: 07075139) e sacrificados por
deslocamento cervical. Em seguida, foi realizada a assepsia local na regido abdominal e inguinal
com lodopovidona e alcool etilico 70% e uma amostra do tecido adiposo subcutaneo foi extraida,
através de uma incisdo cutinea na regido inguinal com auxilio de um bisturi, em uma quantidade
média de aproximadamente 2,0 g. A amostra coletada do tecido adiposo foi retirada com auxilio
de uma pinga e tesoura, sob condi¢des estéreis, colocada em uma Placa de Petri de vidro estéril e
cortada em pequenos pedagos, com auxilio de uma tesoura curva estéril, para facilitar a futura
digestdo. O material foi passado para um tubo Falcon 50 ml e preenchido na propor¢do (1:1),
com uma solu¢do contendo 0,1% de Collagenase tipo I (WORTHINGTON® -
COLLAGENASE TYPE, lote: X3M6745) diluido em PBS (10 mM, pH 7.,4) para ser
homogeneizado e digerido no shaker (ENVIRON SHAKER — LAB-LINE) por 45 minutos em
uma temperatura a 37°C sob agitagdo gentil. Apds o tempo de digestdo acrescentou-se volume
igual de meio DMEM suplementado com 20% de soro fetal bovino (BSF) (CUTILAB), este
material foi centrifugado a 200xg / 10 minutos a temperatura ambiente. Apds centrifugacao, o

sobrenadante foi descartado e o sedimento de células foi filtrado em uma rede de nylon de 80um
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para a retirada da camada de gordura (adipdcitos maduros) e debris do tecido ndo digeridos. Apos
a filtragem o material foi diluido novamente em volume igual de meio DMEM e centrifugado a
200xg por 10 minutos a temperatura ambiente. O sobrenadante foi novamente descartado e o
precipitado formado (sedimento de células) foi ressuspenso em meio DMEM suplementado com
20% de soro fetal bovino (BSF) (CUTILAB), 2mM de L-glutamina (SIGMA), 1% de penicilina
streptomicina (GIBCO). A partir de uma aliquota, foi feita a contagem em hematocitometro e
avaliacdo da viabilidade celular através da exclusdo do corante Azul de Trypan.

Uma aliquota de 10 pL de suspensdo de células foi retirada, incubada com 10 pL de
solu¢do de Azul de Trypan (SIGMA, EUA) a 0,4% diluido em tampao fosfato e colocada na
camara de Neubauer (HAUSSER SCIENTIFIC — HORSHAM - EUA). O niimero de células
redondas, brilhantes e que ndo incorporaram o Azul de Trypan foi contado nos quatro quadrantes
da camara. O numero total de células por mL foi calculado através da multiplicacdo da média dos
quatro quadrantes pelo fator de dilui¢do (fator de diluicdo = 2) e pelo volume total de meio
utilizado para ressuspender o “pellet”. As células que incorporaram o Azul de Trypan foram
consideradas mortas e contadas também. Observamos que mais de 95% das células estavam
viaveis.

As células entdo foram plaqueadas na densidade de 2,0x10* células/cm® em garrafa de
poliestireno de 25 cm” (FALCON O 3847, BECTON DICKSON AND COMPANY, LINCOLN
PARK, NJ, EUA) pré-gelatinizadas e mantidas em DMEM suplementado com 20% de soro fetal
bovino. A cultura permaneceu em condi¢gdes constantes em estufa a 37°C com atmosfera umida

contendo 5% de CO,.
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3.2.2 - EXPANSAO DAS CELULAS

Apbs o plaqueamento, aguardamos um periodo de 2 dias (48 h) para obtencdo da
populacdo aderente ao frasco de cultura e depois de 48 horas foi feita uma troca de meio e a
populacdo ndo aderente foi descartada. As células aderentes ao frasco de cultura foram mantidas
em cultura com trocas regulares do meio (de 48 a 72 horas) para reposicao de nutrientes e retirada
de resquicios de células ndo aderentes. Entre o 7-10° dia ap6s o plaqueamento, as células
apresentaram 80 a 90% de confluéncia. Uma vez visualizado o estado de confluéncia, as células
foram removidas dos frascos através da adi¢ao de 2 mL de tripsina-EDTA 0,25% (SIGMA) por
garrafa. As células foram mantidas com a tripsina por 3-4 minutos. Durante este intervalo de
tempo foi realizada agitacdo mecanica manual monitorada por microscopio Optico para
visualizagdo da perda de adesdo das células do frasco de cultura. Em seguida, a tripsina foi
inativada pela adi¢do, em cada garrafa, de 6 mL de DMEM gelado com soro. As células retiradas
dos frascos de cultura foram coletadas, centrifugadas a 250xg por 10 minutos, ressuspensas em
volume conhecido de DMEM com soro e contadas em hematocitometro.

A viabilidade celular ap6s este procedimento foi avaliada por exclusdo do corante Azul de
Trypan. As células foram replaqueadas em novos frascos de cultura com superficie tratada com
gelatina na densidade de 2,0x10* células/cm® em garrafa de 25 cm” contendo DMEM com 20%
de BSF. Cada procedimento realizado com o uso de tripsina foi considerado como uma
passagem. Normalmente, plaqueando-se essa densidade celular foi possivel estabelecer um prazo

de aproximadamente 5-6 dias entre cada passagem. Uma vez atingido novamente o estado de
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confluéncia, o procedimento de tripsinizagdo e plaqueamento foi repetido conforme descrito
anteriormente. Foram realizadas trés passagens com tripsina.

Foram feitas laminulas com células apds isolamento e cultivo in vitro em 3* passagem
(#3) de ADSC para andlise de pré-diferenciagdo em adipocitos e imunofenotipagem por
imunocitoquimica.

As laminulas foram previamente gelatinizadas. Apos este tratamento receberam as células
plaqueadas na densidade de 5,7 x 10* células/ cm” em #3.

As células aderidas as laminulas foram mantidas em estufa a 37°C com atmosfera umida
em presenca de 5% de CO2 e cultivadas em meio de cultura DMEM suplementado com 20% de
soro fetal bovino (BSF) (CUTILAB), 2mM de L-glutamina (SIGMA), 1% de penicilina
streptomicina (GIBCO). Quando as células atingiram um grau de semi-confluéncia (~80% do
campo) foram fixadas em paraformaldeido 4% em temperatura ambiente e levadas para estufa a
37 °C permanecendo por 20 minutos. As laminulas entdo foram lavadas 3 vezes com PBS (10
MM, PH 7,4) a 37 °C e a placa foi devidamente acondicionada refrigerada com ImL em cada
pogo para que fossem coradas com OIL RED O ou marcadas com anticorpos especificos para

imunocitoquimica.

3.2.3- MARCACAO CELULAR COM OIL RED O

Para avaliagdo das culturas de ADSC foi utilizado o corante Oil Red O (Sigma), marcador
de células adiposas por corar lipideos em vermelho. Esta marcacdo permite analisar se a cultura
em 3” passagem (#3) esta indiferenciada ou se ha diferencia¢do espontinea antes do preparo da

mesma para a terapia intramiocardica em ratos com infarto cicatrizado.
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As laminulas, depois de fixadas, foram banhadas com solucdo Propilenoglicol absoluto
por 5 minutos. Em seguida foram coradas com solucdo fresca de Oilred-O (solugdo estoque 0,5%
em isopropanol) durante 8§ minutos em estufa a temperatura de 60°C.

Posteriormente as laminulas foram banhadas em solugdo de propilenoglicol 85% por 5
minutos e banhadas em agua destilada. Apdés a marcacdao dos lipideos com OIL RED O, as
células foram coradas com hematoxilina de Mayer por 30 segundos, para marcacdo nuclear,
lavadas em agua corrente por 3 minutos e finalmente banhadas 2 vezes em agua destilada para a
montagem das laminulas em ldminas com glicerol e visualizagdo em microscopio optico.

A FIGURA 4 mostra como ¢ uma célula pré-diferenciada em adipocito (pré-adipocito),

note a existéncia de vactolos lipidicos corados em vermelho no citoplasma da célula.
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(A)

B

FIGURA 4 - Imagens ilustrativas de cultura de ADSC EM #3 pré-diferneciadas em linhagem adipogénica
(pré-adipdcitos). Podemos visualizar na imagem (A) e na imagem (B) vactiolos lipidicos corados em vermelho pelo
corante OIL RED O, no citoplasma das células pré-diferenciadas, apontados pelas setas. Aumento da objetiva: 40x.
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3.2.4 - CARACTERIZACAO IMUNOFENOTIPICA POR CITOMETRIA DE FLUXO

A imunofenotipagem celular foi realizada somente nas células estromais derivadas do
tecido adiposo na #3. A marcacdo das células foi feita através da utilizacdo dos anticorpos
relacionados na TABELA 6. Antes de iniciar a marcagdo, o nimero de células da amostra foi
determinado em um contador hematoldgico e volume especifico do material celular foi colocado
em cada tubo de forma que todos tivessem o mesmo numero de células. Entdo, 3ul de cada
anticorpo foram acrescentados em diferentes tubos de ensaio de pléstico identificados de acordo
com os anticorpos/fluorocromo. Todos os tubos foram privados de luz e incubados em
temperatura ambiente por 20 minutos. A seguir, 2ml de PBS (10 mM, PH 7,4) (LIFE
TECNOLOGIES) foram adicionados a cada tubo e o excesso de marcagao foi retirado através de
duas lavagens com centrifugagdes de 400xg por 3 minutos. Por ultimo, as células foram
ressuspendidas em 500ul PBS (10 mM, PH 7,4) (LIFE TECNOLOGIES) e a deteccdo dos
antigenos de marcacao foi realizada utilizando um citometro de fluxo (BD FACSCANTO).

Células que ndo sofreram nenhuma marcacao (tubo branco) foram analisadas no citometro
de fluxo a fim de ajustarmos as voltagens do equipamento bem como a sensibilidade dos
fotomultiplicadores antes de procedermos a andlise das células marcadas com anticorpos. Este
procedimento nos permite anular a auto-fluorescéncia das células devido ao tempo de cultura e
nos assegura que células ndo marcadas estardo negativas para todos os canais de fluorescéncia.
Feito isto, a andlise das células marcadas foi realizada nas mesmas voltagens setadas
anteriormente com a analise do tubo branco.

Foi realizada também a marcagdo das células com o isotipo FITC. Esta marcagdo nos

permite eliminar qualquer ligacdo inespecifica da célula com o monoclonal.
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PROTEINAS ESTUDADAS

CD11b-FITC
(CALTAG LABORATPRIES- LOT: 0104/0206)

CD29-FITC
(BD PHARMINGEN ™ - LOT:57378)

CD34-PE
(SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY - LOT: AO203)

CD45-PercP-CY5-5
(BD PHARMINGEN ™ - LOT:51817)

CD90-FITC
(CALTAG LABORATPRIES- LOT: 0105/0406)

TABELA 6 - Lista dos
celular.
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anticorpos monoclonais conjugados com fluorocromo utilizados para a marcagéo
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3.2.5 - IMUNOCITOQUIMICA

A imunocitoquimica foi realizada para marcacdo dos filamentos intermedidrios desmina e
vimentina. Sendo utilizado o anticorpo priméario anti-desmina (SIGMA D-1033
MONOCLONAL/ ANTI-MOUSE) e o anticorpo secundario Alexa Fluor 488 anti-mouse IgG (
MOLECULAR PROBES A1101/ POLICLONAL GOAT ). O mesmo foi feito utilizando o
anticorpo anti-vimentina (SIGMA D-1033 MONOCLONAL/ ANTI-MOUSE) e o anticorpo
secundario ALEXA FLUOR 488 anti-mouse IgG ( MOLECULAR PROBES A1101/
POLICLONAL GOAT).

As ADSC foram cultivadas sobre laminulas em placas de 24 pocos devidamente pré-
gelatinizadas e fixadas em #3 com paraformaldeido 4% conforme descrito anteriormente no item
3.2.2 expansdo de células. Apos a fixagdo as laminulas foram bloqueadas com solucdo de PBS
(10 mM, PH 7,4) em 2% albumina por 30 minutos em temperatura ambiente. O anticorpo
primario anti-desmina foi diluido em PBS (10 mM, PH 7,4) BSA 0,1% (1:200), colocado sobre
as laminulas que foram mantidas por 60 minutos a 37°C. Em seguida foram realizadas trés
lavagens de 10 minutos cada uma com PBS (10 MM, PH 7,4). Apos as lavagens as laminulas
foram incubadas com anticorpo secundario também diluido em PBS (10 mM, PH 7,4) BSA 0,1%
(1:400), por 60 minutos ao abrigo de luz a 37°C. Foram realizadas novamente trés lavagens de 10
minutos cada uma com PBS (10 mM, PH 7.4).

O mesmo protocolo foi feito para a marcagdo com o anticorpo primario anti-vimentina,
sua diluicdo em PBS (10 mM, PH 7,4) BSA 0,1% foi na propor¢do 1:300 e as laminulas foram
incubadas com anticorpo secundario também diluido em PBS (10 mM, PH 7,4) BSA 0,1%

(1:400).
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Em seguida todas as laminulas foram marcadas com DAPI durante 5 minutos a
temperatura ambiente. Mais trés lavagens com PBS (10 mM, PH 7,4) foram realizadas. Antes de
colar as laminulas nas laminas, foi colocado VECTASHIELD, para reduzir o decaimento da
fluorescéncia.

As laminas prontas foram levadas ao microscopio de fluorescéncia invertido AXIOVERT
130 que estd acoplado a um sistema de captura de fotomicrografia digital. Este sistema dispde de

um software que processa as imagens obtidas.

3.2.6 - MARCACAO CELULAR COM HOECHST

As células, injetadas nos animais, foram marcadas com um tragador nuclear (HOECHST
33342, SIGMA CHEMICAL, USA) para posterior identificacdo por meio da excitagdo direta da
luz UV.

Uma aliquota de 1ul da solucdo estoque deste marcador nuclear foi diluida em 5Sml de
DMEM (LIFE TECNOLOGIES) sem soro. O Hoechst diluido foi adicionado ao sedimento de
células e homogeneizado. As células, privadas de luz, foram incubadas numa estufa com
atmosfera umida em presenga de 5% de CO, (THERMO FORMA) durante 30 minutos. Uma
aliquota das células foi examinada num microscopio de epifluorescéncia (AXIOVERT 100,
CARL ZEISS), com excitacdo A=490nm e emissdo de 350nm a fim de verificar a marcag¢do das
células com o corante Hoechst 33342(FIGURA 5). Certificada a marcagdo, o excesso do
marcador foi retirado através de trés repetidas centrifugagdes a 480xg por 7 minutos (FIGURA

5). Entdo, uma nova determinagao da viabilidade celular foi realizada (da forma descrita no item
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3.2.1). Por ultimo, o volume de solucdo foi ajustado de acordo com o nimero de células

necessarias para o transplante.

(A)

(B)

FIGURA 5 - Imagens ilustrativas de ADSC, coradas com HOECHST, em suspensdo, visualizadas por de
fluorescéncia. (A) Imagem em campo escuro das ADSC marcadas com o corante nuclear hoechst antes de serem
injetadas no miocardio dos animais com infarto cicatrizado. (B) Imagem em campo claro. Imagens originais com
aumento de 20x da objetiva.
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3.3-ESTUDOS IN VIVO

3.3.1 - DESENHO DO ESTUDO

Os grupos experimentais foram montados de acordo com os diferentes objetivos a serem
atingidos (descritos anteriormente no topico 3.1) e sdo definidos abaixo:
Grupos:
e Grupo infartado ADSC — Tratado com células (100ul = PBS (10 mM, PH 74) +

Matrigel + 2 x 10° ADSC)

e Grupo infartado CONTROLE — Tratado com veiculo (100ul 2PBS (10 mM, PH 7,4) +

Matrigel)

e Grupo FO - Falso-operado (submetidos ao estresse do processo cirtrgico sem a ligadura
permanente da artéria corondria esquerda e ndo receberam tratamento com células ou

veiculo)

Os animais foram submetidos ao infarto do miocardio pela ligadura permanente da artéria
coronaria esquerda. Os animais falso-operados (FO) foram submetidos a0 mesmo estresse do
procedimento cirurgico, porém sem a ligadura permanente da artéria corondria esquerda. Estes
animais ndo apresentaram os critérios eletrocardiograficos (onda Q patologica) de lesdo
isquémica.

A FIGURA 6 esquematiza a cronologia experimental. Os animais classificados como
infartados, por analise eletrocardiografica (onda Q patologica) foram divididos em dois grupos

aleatoriamente. Apos o 28° dia do procedimento de infarto do miocardio (IM), os dois grupos que
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receberam a ligadura permanente foram submetidos a um novo procedimento cirurgico — inje¢ao
de células progenitoras obtidas do tecido adiposo (ADSC) ou veiculo, por via intramiocérdica,
dependendo do grupo selecionado. O desempenho cardiaco dos 3 grupos foi monitorado por
eletrocardiografia, ecocardiografia e avaliagdo hemodinamica como descrito a seguir. O nimero

de animais em cada grupo estéd apresentado nos resultados.

ELETROCARDIOGRAFIA
ELETROCARDIOGRAFIA
ECOCARDIOGRALA

TTO CELULAR
ECOCARDIDGRAMA
ELETROCARDIOGRAFIA
ECOCARDIOGRALA
HEMGDRMAMICA
SACRIFICIO

- INFARTO

DIA 48 hotas DIA DIA DIA
0 27-28 56 65-70
4 SPT) [§5PT)

FIGURA 6 — llustracdo da cronologia experimental. Todos os grupos foram padronizados, compostos apenas
por animais do sexo feminino.
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3.3.2 - INFARTO CRONICO DO MIOCARDIO EM RATOS

O infarto experimental em ratos foi obtido como descrito por JOHNS & OLSON (1954) e
SELYE e cols. (1978), modificado e padronizado em nosso laboratério [OLIVARES e cols.,
2004]. Apos a anestesia com Isoflurano (ISOFORINE — CRISTALIA — LOTE: 07075139), os
animais foram fixados em decubito dorsal em uma pequena mesa cirurgica de madeira revestida
por formica, tricotomizados em nivel tordcico e em seguida, submetidos ao procedimento
cirirgico que se segue: incisdo da pele em nivel para-esternal esquerdo, de aproximadamente 1
cm de comprimento, localizada a 1 cm da linha esternal média, na jun¢do dos tercos inferior e
médio da distancia entre a clavicula e o rebordo costal. Em seguida, os musculos peitorais, maior
e menor, foram dissecados objetivando a visualiza¢do do gradil costal esquerdo. Neste momento,
foi feita uma sutura em bolsa da pele e dos musculos da regido, deixando o n6 aberto até o
término da cirurgia. Com o auxilio de uma pinca hemostatica (Kelly reta) foi feita a incisdo entre
0 4° ou 5° espago intercostal esquerdo, através do qual o coragdo foi exteriorizado por meio de
uma suave compressao manual toracica direita. Apds a localizagdo da artéria corondria esquerda
(geralmente sob a auricula esquerda), a mesma foi ligada com fio de seda 6.0 através de um né
duplo, o mais proximo possivel de sua origem na aorta. Em seguida, o coragdo foi recolocado
rapidamente em sua posi¢cdo anatOdmica original ¢ o ndé da sutura em bolsa foi finalmente
apertado. Caso fosse necessario, os animais eram submetidos a ventilagdo mecanica através de
um pequeno ambu de fabricacdo doméstica com o intuito de estimular os movimentos
respiratorios espontaneos. O infarto cronico do miocardio se estabelece, neste modelo animal, 28

dias apds a indugdo do infarto, quando j& ha remodelamento cardiaco e tecido fibroso

66



67

reconstituindo o local que sofreu a isquemia. A FIGURA 7 mostra uma ilustracdo do

procedimento empregado para a realizacdo da cirurgia de infarto.

Ligadura da
artéria corondria
esjuerda para

a Inducdo do
infarta

Infarto

FIGURA 7 - Figura representativa do procedimento para a obten¢do do infarto experimental. Note que a
ligadura da artéria corondria esquerda ¢ feita somente no ramo descendente anterior, deixando livre o ramo
circunflexo. (Modificado de TERESE WINSIOW & LYDIA KIBIUK, stem cells: scientific progress and future

research directions, national institutes of health - june 2001)
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No caso do grupo falso-operado (FO), o procedimento foi semelhante, excetuando a etapa
de ligadura da artéria corondria esquerda. Neste caso, o fio de sutura era passado pelo musculo
cardiaco sem o aperto do n6 cirurgico. Apos a recuperacao da anestesia, isto €, animais exibindo
atividade motora espontdnea e deambulacdo, os mesmos eram reconduzidos ao biotério e

mantidos com agua filtrada e ragdo ad libitum.

3.3.3- TRANSPLANTE CELULAR POR VIA INTRAMIOCARDICA

Apds o isolamento, marcacdo com Hoechst 33342, andlise da viabilidade e contagem,
aliquotas de 100ul de solugio contendo 2x10° ADSC, matrigel (BD MATRIGEL MATRIX — BD
BIOSCIENCES - LOTE: 006424) e PBS (10 MM, PH 7.4) ou apenas o veiculo que consistiu em
uma solu¢do contendo matrigel (BD MATRIGEL MATRIX — BD BIOSCIENCES - LOTE:
006424) e PBS (10 MM, PH 7,4) foram preparadas para injecdo. Em seguida, o transplante
celular intramiocardico foi realizado 28 dias apds a indugdo do infarto do miocardio. Para tanto,
os animais foram novamente anestesiados com Isoflurano (ISOFORINE — CRISTALIA® —
LOTE: 07075139). Apds a exteriorizagdo do coracdo e a identificacdo da area infartada, as
células ADSC (2x10° células) ou apenas o veiculo foram imediatamente injetados com auxilio de
uma seringa de insulina com agulha 30G, através de uma tUnica inje¢do, no miocardio viavel
adjacente a cicatriz (FIGURA 8). Uma vez terminado tal processo, o coracdo foi colocado

novamente em sua posi¢do anatomica original e o térax suturado.
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2x 10°/ animal

FIGURA 8 — Figura representativa da injecdo intramiocardica com uma fracéo de 2x10° de células na borda
do infarto de cada coragdo dos animais do grupo ADSC (seringa de insulina com agulha 30G).
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3.3.4 - AVALIACOES FUNCIONAIS

i - REGISTRO ELETROCARDIOGRAFICO (ECG)

O ECG foi realizado sob efeito dos anestésicos Ketamina (DOPALEN - VETBRANDS®,
LOTE: 717/08) - (50mg/mL/Kg de peso corporal) e Xilazina (ANASEDAN - VETBRANDS®,
LOTE: 464/08 ) - (5mg/mL/Kg de peso corporal). Apds anestesia, os animais foram colocados
em posi¢do supina com as patas dianteiras fixadas mantendo angulo de 90° com o térax. O
posicionamento dos animais foi rigorosamente padronizado para reduzir a variabilidade entre os
registros e as interferéncias sobre o calculo do angulo do vetor médio de despolarizacdo
ventricular. Os eletrodos foram posicionados nas patas dianteiras e na coxa esquerda e o fio terra
foi conectado a coxa direita. As derivagdes foram obtidas no plano frontal (bipolares: D1, D2, D3
e aumentadas: aVR, aVL e aVF ) e os parametros avaliados no ECG foram:

a) Presenca de onda Q em D1: os dados foram apresentados como freqiiéncia de ocorréncia;

b) Angulo do vetor médio de despolarizagio (AQRS): o vetor médio de despolarizagdo ¢ o
vetor resultante da soma dos vetores em D1 e aVF, ou D2 e D1. O angulo do vetor médio
de despolarizacdo com o eixo x foi calculado utilizando a relacdo trigonométrica de

tangente do angulo;

¢) Indice da amplitude do complexo QRS (iQRS): soma do complexo QRS, em valores

absolutos de voltagem, nas derivagdes DI, DII e DIII.

Para os célculos de AQRS e iQRS foi utilizada a média de trés batimentos cardiacos.
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ii — ESTUDO ECOCARDIOGRAFICO (ECO)

Sob efeito de anestesia, os animais foram submetidos a tricotomia na regido do térax e as
imagens ecocardiograficas foram obtidas em decubito dorsal e lateral esquerdo. Os exames foram
realizados em ecocardiografo (MEGAS — ESAOTE) que permite a obtencdo de imagens nos
modos unidimensional e bidimensional. O transdutor utilizado foi do tipo eletromecanico com
freqliéncia de I0MHz. Os parametros analisados referentes a funcao cardiaca foram:

a) Fracdo de encurtamento de area (FEA, %) obtida no modo bidimensional (FIGURA 9)
utilizando os valores de area em diastole do ventriculo esquerdo (ADVE) e area em

sistole do ventriculo esquerdo (ASVE) obedecendo a seguinte relacdo (FIGURA 10):

FEA % = (ADVE - ASVE / ADVE) x 100

Paraesternal Transversal VE
FIGURA 9 - Imagem ilustrativa onde demonstra o corte transversal captado pelo transdutor do aparelho
ecocardiografico em um coragdo avaliado através do modo bidimensional pelo aparelho MEGAS ESAOTE.
Imagem ecocardiografica de um corte transversal do coracdo, presenca do Ventriculo Direito(VD) e do Ventriculo

Esquerdo(VE) na imagem captada no modo bidimensional.
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(A) (B)

FIGURA 10 — Célculo da fracao de encurtamento de area (FEA). (A) Tracejado da area de um animal infartado
em diastole (ADVE). (B) Tracejado da area do mesmo animal em sistole (ASVE).

b) Percentual de acinesia do ventriculo esquerdo (IM,%) obtida no modo bidimensional
utilizando os valores do perimetro em didstole da area infartada (PDInf) e o perimetro em
diastole total do ventriculo esquerdo (PDTVE) obedecendo a seguinte relagao (FIGURA

11):

IM % = (PD Inf/PDTVE) x 100

(A) (B)

FIGURA 11 - Célculo do percentual de acinesia do VE. Obtido através da mensuragdo do PDTVE (A) e do PDinf
(B) ao final da diastole.
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c) Fracdo de ejecdo (FE%) obtida no modo unidimensional (MODO-M) utilizando os
valores calculados do didmetro diastolico do ventriculo esquerdo (DDVE) e didmetro
sistolico do ventriculo esquerdo (DSVE), diretamente pelo aparelho (MEGAS -

ESAOTE).

A andlise ecocardiografica foi realizada por um unico observador que desconhecia a
procedéncia dos animais € 0s grupos experimentais aos quais eles pertenciam. Imagens do eixo
transversal do ventriculo esquerdo foram realizadas ao nivel dos musculos papilares para a

obtencao das medidas Bidimensionais ¢ no Modo-M.

iii - AVALIACAO HEMODINAMICA

Os animais foram anestesiados com ketamina e xilasina e uma canula de polietileno foi
inserida no ventriculo esquerdo através da artéria carétida comum direita para medida da pressao
ventricular (FIGURA 12). A canula foi confeccionada com polietileno PE-50 (diametro interno
0,58mm e externo 0,965mm, comprimento de 4 cm) soldado a uma extremidade PE-10 (didmetro
interno 0,28 mm e externo 0,61 mm, comprimento de 5 cm). A extremidade PE-10 foi
introduzida na carétida e a chegada da canula no ventriculo esquerdo foi confirmada através do
perfil de pulso de pressao visualizado na tela do computador. Uma vez obtido o registro estavel e
tipico de pressao ventricular esquerda, a canula foi fixada ao vaso com linha de costura e a
extremidade PE-50, passando pelo tecido subcutaneo, foi exteriorizada entre as escapulas para
posterior registro do animal acordado. As canulas foram mantidas com heparina (500 UI/mL)

para evitar a formagao de coagulos e permitir o registro da pressao ventricular esquerda. Apds a
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cirurgia de cateterizacdo, foi feito o registro da pressdo ventricular nos animais anestesiados

(FIGURA 13). A canula dos animais foi previamente lavada com aproximadamente 200 pL de

solugdo de NaCl 0,9% contendo 500 UI/mL de heparina para dissolugdo de codgulos e em

seguida a extremidade PE-50 foi conectada a um transdutor de pressdo mecanoelétrico

(MLTO0380/D, AD INSTRUMENTS) cujo sinal foi amplificado, convertido de analdgico para

digital (POWER- LAB400) e visualizado em um monitor de computador através do programa

CHART 4.0. Os dados foram adquiridos com a freqiiéncia de amostragem de 1000 Hz e

armazenados para posterior analise.

a)

b)

Os parametros obtidos a partir do registro de pressao ventricular esquerda foram:

Freqiiéncia cardiaca (FC, bpm): obtida pelo intervalo de pulso da pressdo ventricular;

Pressdo diastdlica final (PDF, mmHg): valor medido imediatamente antes da contracao

isovolumétrica;
Pressao sistolica (PS, mmHg): pressao de pico do pulso de pressdo ventricular;

Pressdo desenvolvida pelo ventriculo esquerdo (PDVE, mmHg): diferenga entre a PS e

PDF;

Indice de contratilidade cardiaca (dP/dT+, mmHg/s): valor maximo de aumento de
pressao por segundo obtido pelo valor de pico da primeira derivada do sinal de pressao

ventricular;

indice de relaxamento cardiaco (dP/dT-, mmHg/s): valor méaximo de redugio de pressdo
por segundo obtido pelo valor minimo da primeira derivada do sinal de pressao

ventricular;
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Os parametros foram obtidos do trecho estavel do registro e foram utilizados 10

batimentos consecutivos para obtencdo da média representativa.

(A) (B)

©

FIGURA 12 - Processo cirargico de canulacdo da artéria cardtida direita. (A) Visualizagdo da artéria carotida
direita do rato. (B) Introdugdo de uma canula (P10), através da artéria cardtoida direita, até a cavidade ventricular
esquerda. (C) Exteriorizac¢do da canula na regido dorsal superior do animal.
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FIGURA 13 - Sistema de registro das pressdes intraventriculares, registro das pressdes ventriculares e
derivada da curva de pressdo sobre o tempo.

3.4 - POST MORTEM

34.1 - AVALIACAO HISTOPATOLOGICA E OBTENCAO DO TAMANHO DO
INFARTO
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Ao final do protocolo experimental, os animais foram anestesiados com éter e sacrificados
por deslocamento cervical. Os coragdes foram removidos rapidamente através de toracotomia e
lavados com solucdo PBS (10 mM, PH 7,4) enriquecida em KCI (30mM) por 3 a 5 minutos. O
coracdo entdo foi parado em diastole. Apds completa parada em didstole, o coragdo foi
transferido para recipiente contendo aproximadamente 40 mL de solug@o de paraformaldeido 4%
em PBS (10 mM, PH 7,4). A fixacdo do tecido foi feita por imersdo durante um periodo médio de
24 a 96 horas. Apos este tempo, os coragdes foram cortados em 4 fatias denominadas A, B, Ce D
do apice para a base, respectivamente (FIGURA 14). Em seguida, as fatias foram lavadas em
agua destilada para retirada do excesso de fixador e entdo foram submetidas a desidratagdo por

gradiente crescente de etanol (70, 80, 90 e 100% com 60 minutos de permanéncia em cada

:

concentracao).

D

B

(€
A

FIGURA 14 - Fotos das fatias dos coragdes para processamento histopatologico.
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Ap6s desidratacdo as fatias foram clarificadas em 3 banhos de 40 minutos cada de xilol e
depois impregnadas em 3 banhos de 60 minutos cada de parafina a 60°C. Apo6s impregnagao, as
fatias foram incluidas em parafina para corte em micrétomo a 5 mm.

Os procedimentos de coloracdo foram realizados apo6s re-hidratacdo das laminas
histologicas através da bateria inversa de xilol e gradiente decrescente de etanol (100, 90, 80 e
70%). A coloragdo de Pricosirius teve por objetivo permitir o calculo do tamanho do infarto visto
que esta coloracdo diferencia o tecido infartado (marcacdo em vermelho do tecido rico em
colageno) do tecido vidvel (marcagdo em amarelo).

As laminas com coloragdo de Picrosirius foram digitalizadas e analisadas pelo programa
Image J (FIGURA 15). O tamanho do infarto foi calculado separadamente em cada fatia (A, B, C
e D). Para este calculo, foi medido o perimetro total do epicardio do ventriculo esquerdo e o
perimetro correspondente a drea infartada marcada em vermelho. Em seguida, foi entdo obtido
um valor percentual de infarto para o epicardio e o mesmo foi feito para o endocardio, em cada
fatia. Logo, o percentual de infarto de cada fatia foi definido como a média entre o percentual
infartado do epicardio e o percentual infartado do endocéardio. O tamanho do infarto em cada

coracdo foi calculado pela média das fatias A, B, C e D.

78



79

ERimage) 1‘ - — 77 = & 'i Results Lo (=) gt )
' ' ‘File Edt Font a 1
|angle [Length | =
1 0 08624
L4
i
N
FIGURA 15 - llustracdo da morfometria cardiaca para mensuracdo da area de infarto do miocardio

(endocérdio e epicardio), realizada pelo programa IMAGE J. A mensura¢do foi feita na area corada em
vermelho (fibrose — tecido rico em colageno) com corante sirius red.
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3.5- ESTUDO ESTATISTICO

Os dados foram expressos como média + erro padrdo (SEM). Para andlise entre dois
grupos foi utilizado teste t de Student ndo pareado ou pareado, dependendo da situacdo
experimental. Anélise entre 2 ou mais grupos onde dois fatores foram estudados (tempo e injecao
intramiocardica) como fonte de variagdo entre os grupos foi feita utilizando-se andlise de
variancia de duas vias (ANOVA TWO-WAY) complementada com o pos-teste de Bonferroni. A
diferenca entre os grupos (grupo e tempo) foi testada por ANOVA utilizando-se analise de
variancia uni variada (ANOVA ONE-WAY). O grau minimo de significancia foi 5% (p<0,05) e

os célculos foram realizados, utilizando o programa GRAPHPAD PRISM (New York, EUA).

80



81

4. RESULTADOS

4.1 - CULTURA DE ADSC E MARCACAO COM OIL RED O

As culturas atingem 85% a 90% da confluéncia dentro de 5-6 dias ap6s o plaqueamento
das células nas passagens #1, #2 e #3. A FIGURA 16 mostra foto de campo claro representativo
da cultura de ADSC na 3° passagem. Nota-se que neste estdgio a cultura apresenta uma
populacdo de células aderentes ao frasco de cultura, morfologicamente semelhantes a
fibroblastos, com o tamanho minimo de 30 pm.

As fotos (A; B) da FIGURA 17 ilustram as culturas de ADSC em #3 antes e depois de
serem coradas com OIL RED O, note que nao ha presenca de células com goticulas de lipideos
coradas em vermelho, demonstrando que as células em #3 se encontravam indiferenciadas no

momento do processamento para serem injetadas nos coragdes dos ratos com infarto cicatrizado.
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(A)

®)

©

FIGURA 16 - Imagens de ADSC em cultura, células indicadas pelas setas (12, 22 e 32 passagens) — aumento de
40x da objetiva. (A) #1; (B) #2; (C) #3.
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(A)

®)

FIGURA 17 - Imagens de ADSC em cultura (32 passagem) — aumento de 40x da objetiva — OIL RED. (A) Foto
das ADSC em cultura; (B) foto das ADSC fixadas em laminula e coradas com OIL RED O, observe a auséncia de
vacuolos lipidicos nas células indicadas pelas setas, demonstrando ndo haver células pré-diferenciadas em linhagem

adipogénica.

83



84

4.2 - IMUNOFENOTIPAGEM DAS ADSC POR CITOMETRIA DE FLUXO

As células injetadas foram caracterizadas por citometria de fluxo com o objetivo de
conhecermos a expressdo ou auséncia de expressdo de determinadas proteinas. Este conjunto de
informagdes nos permitiu estabelecer a expressdo fenotipica desta fracao celular.

A imunofenotipagem foi realizada com células ADSC em 3" passagem (#3/N=2). Os
dados encontrados na andlise estdo ilustrados na TABELA 7. Na andlise das ADSC em #3
observamos a existéncia de duas populacdes distintas: a primeira (P1), majoritaria, representando
99,0% do total de células analisadas e a segunda (P2) representando 1% do total de células
(FIGURA 18). Desta fracdo celular encontramos caracteristicas fenotipicas de células-tronco
mesenquimais e hematopoéticas:

e A primeira popula¢do (P1), representada por 99% das células analisadas, ¢ CD11b —;

CD29++; CD34-; CD45+low; CD 90++

e Ja a segunda populagdo (P2), apresenta uma expressdo das proteinas estudadas bem
homogénea que representa 1% das células analisadas, ¢ CD11b +; CD29+; CD34+ ;

CD45++ ; CD 90+.

Podemos observar nos Histogramas (FIGURA 19 e FIGURA 20) o tamanho da populagio
P1 e suas respectivas marcagdes. Como MCINTOSH e colaboradores ja haviam relatado em
20006, as ADSC apresentam caracteristicas heterogéneas de células mesenquimais, endoteliais
como também caracteristicas pan-hematopoéticas. Segundo MITCHEL e cols. [2005], ao longo

das passagens estas caracteristicas sdo perdidas, prevalecendo as das células mesenquimais.
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PROTEINAS ESTUDADAS Porcentagem
CDl11b - 100%
CD34 - 100%
CDA45 + low 100%
CD29 ++ 100%
CD90 ++ 89,9%

TABELA 7 — Imunofenotipagem das ADSC em 3# por citometria de fluxo. Esta tabela demonstra a porcentagem
encontrada dos marcadores na populagdo P1, analisada no citometro (BD FACSCANTO) (N=2).
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FIGURA 18- Histograma da citometria de fluxo das ADSC em 32 passagem. Observacdo das populacdes
encontradas: populagéo 1 (P1) e populagéo 2 (P2).

86



Dﬁxdipn rato_P3 18-12-08-1satipo FITC

Count

|||| T ||||||| T T |||||||
10” 10t 10
Isotipa FITC FITC-A

o Adipo_rato P3_18-12-08-45-34-11h

Count

|||||| LI ||||||| T T |||||||
10” 10t 10
D11k FITC-A

Adipo_rato_P3_18-12-08-45-34-29

Count
10

107 10
CD29 FITC-A

Adipo_rato_P3 13-12-08-45-34-90

Count
0

AT

1
T

i

10° 10t
D90 FITC-A

FIGURA 19- Histogramas da citometria de fluxo das ADSC em 3?2 passagem. CD11b-; CD29++; CD90++.
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FIGURA 20- Histogramas da citometria de fluxo das ADSC em 32 passagem. (A) CD 34-; (B) CD45+""
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4.3 - IMUNOCITOQUIMICA DAS ADSC

A fim de avaliar se as ADSC apresentam marcagdo constitutivamente de proteinas de
células de origem mesenquimal em 3* passagem (N=2) ensaios de imunocitoquimica foram
realizados para desmina e vimentina.

O ntcleo das células foi marcado por DAPI, um marcador que se liga fortemente ao DNA
e ¢ capaz de passar pela membrana intacta das células.

Em nosso estudo, as ADSC apresentaram marcacdo positiva para desmina, vimentina e

para DAPI, em todas as células da amostra, em #3 (FIGURA 21 - A; B).
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(A) Desmina #3

(B) Vimentina #3

FIRGURA 21 - Imagens de imunocitoquimica das ADSC em 32 passagem (marcacdo para desmina e
vimentina). (A) marcacdo para desmina, marcagdo para dapi e colocalizagdo das duas fotos para demonstrar as
células marcadas com desmina com seus respectivos nicleos. (B) marcagdo para vimentina, marcacdo para dapi e

colocalizagdo das duas fotos para demonstrar as células marcadas com vimentina com seus respectivos nucleos
(N=2).
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4.4 - AVALIACAO ELETROCARDIOGRAFICA

Em relacdo ao ECG, podemos observar que a presenga de onda Q em DI, uma
caracteristica predominante nos animais infartados por oclusdo permanente da artéria coronaria
esquerda, ndo ocorre nos animais do grupo FO (N=5) (FIGURA 22). Nestes, assim como nos
animais normais, o perfil eletrocardiografico foi caracterizado pela auséncia de onda Q na
derivagao DI. Desta forma, a presenga de onda Q em DI foi parametro fundamental para
considerar presenca de lesdo isquémica nos animais tanto do grupo tratado com células
(ADSC/N=10%*) como do grupo tratado apenas com veiculo (CONTROLE/N=7%*). *O ntimero de
animais nos grupos infartados ADSC e CONTROLE foi menor, devido as interferéncias que
alguns eletrocardiogramas apresentaram nas derivagdes D2 e aVF, dificultando o célculo do
angulo do vetor médio de despolarizagao e indice de amplitude do complexo QRS.
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FIGURA 22 - Registros eletrocardiogréaficos em derivacéo DI, 48 horas ap6s a ligadura permanente da artéria
coronaria esquerda. Presencga de onda Q indicada pela seta no ECG do animal infartado.

Com relacdo a orientacdo do angulo do vetor médio de despolarizacao ventricular (AQRS),
observamos na FIGURA 23; (A), que nos animais do grupo Falso Operado (FO) o aQRS
encontrava-se entre 0 e 90° (vetor de despolarizagdo para esquerda), assim como ¢ encontrado em
animais normais. Entretanto, nos animais submetidos a oclusdo permanente (grupo infartado
ADSC e infartado CONTROLE), o 4QRS localizou-se entre 90° e 180° (vetor de despolarizagdo
para direita) (TABELA 8). Nao houve diferenca significativa quanto ao aQRS entre os grupos
que receberam ligadura permanente em relacdo ao tempo (linha de base vS 6 semanas pos-
tratamento). Este resultado sugere que todos os animais permaneciam com uma extensao muito
grande de infarto em ambos os grupos mesmo apos a terapia celular (FIGURA 23; A).

Nao observamos diferenca significativa quanto ao indice de amplitude do complexo QRS
(1QRS) entre os dois grupos infartados: ADSC e CONTROLE (p>0,05), 6 semanas ap0s a terapia

(FIGURA 23; B).
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(A)
(2Way) *P<0,05
*P<0,01
1804 ** x =3 infartado CONTROLE
E3 ADSC
EFO

linha de base 6 semanas

(B)

(TESTT)
1.5+

infartado CONTROLE ADSC
6 SEMANAS

FIGURA 23 — Parémetros eletrocardiograficos, média das andlises: AQRS e iQRS dos registros de ECG. (A)
grafico que representa AQRS dos animais dos grupos: infartado CONTROLE (N=07), infartado ADSC (N=10) e FO
(N=05) 28 dias apos o infarto permanente (linha de base) ¢ 6 semanas apos a terapia; (B) grafico que representa
iQRS dos grupos CONTROLE e ADSC 6 semanas ap0s a terapia.
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Infartado CONTROLE Infartado ADSC FO
(N=7) (N=10) (N=5)
ONDA Q EM DI 7/7 + 10/10 + 0/5 -
ANGULO QRS 143+10,59 134+14,64 64,16+9,27*

(vetor de despolarizagdo) Esquerda 0/Direita 7 Esquerda 0/Direita 10 Esquerda 5/Direita 0

média erro padrdo * p < 0,001 em relagdo ao grupo FO

TABELA 8- Parametros eletrocardiogréaficos (presenca de onda Q e &QRS) de animais dos grupos infartados
CONTROLE, ADSC e FO, 6 semanas ap0s a terapia.
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4.5 - AVALIACAO ECOCARDIOGRAFICA

Nos grupos infartados (ADSC/N=11) e (CONTROLE/N=9%), 28 dias depois da ligadura
permanente da artéria corondria esquerda (infarto), foi possivel observar que todos os animais
apresentaram comprometimento da funcdo cardiaca, a fragdo de encurtamento de area (FEA) se
encontrou abaixo de 40% enquanto que o percentual de acinesia do ventriculo esquerdo (%IM) se
encontrou acima de 40%. Ja o grupo FO (N=5) apresentou valores normais destes pardmetros
(TABELA 9). *Um animal do grupo infartado CONTROLE apresentou aderéncia do coracao na
parede toracica na 4" semana apOs a inje¢do, a janela de visualizagdo das ciAmaras cardiacas
dificultou a mensuracdo dos parametros ecocardiograficos. Este animal foi descartado desta
analise.

Vinte e oito dias apds a cirurgia os animais infartados ja possuiam alteragdes
significativas dos parametros sistolicos e da geometria ventricular. Neste mesmo momento, a FE
(FIGURA 24; A) e a FEA (TABELA 9) foram menores em todos os ratos submetidos ao infarto
quando comparados aos animais do grupo FO (p<0,05). Na TABELA 9, também pode ser
observada a presenca acinesia na parede anterior do VE (IM%) e o calculo do percentual desta
acinesia ventricular obtido nos grupos infartados (grupo ADSC e CONTROLE) revelou valores
semelhantes (IM%: grupo ADSC = 72,1+5,07; grupo CONTROLE= 64,6+7,55, p>0,05)
enquanto o grupo FO ndo apresentou acinesia.

Os dados referentes a fracao de ejecao (FE%) estdo representados na FIGURA 24 (A; B).
Podemos observar que os dois grupos que receberam a ligadura permanente (infarto do

miocardio) encontravam-se homogéneos 28 dias ap6s o infarto e imediatamente antes da terapia
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(linha de base), com os respectivos valores: (FE%: grupo ADSC = 47,1£3,23; grupo
CONTROLE = 42,8+2.,45; SEM). A partir destes dados, os valores da FE foram normalizados em
relagio a linha de base. No GRAFICO B da FIGURA 24, podemos observar que houve diferenca
significativa entre os grupos infartados (ADSC: 1,064+ 0,05 e CONTROLE: 0,8507+ 0,12;
p=0,0499; SEM), 6 semanas apds a terapia. O grupo infartado ADSC aumentou em 6% o valor
médio da FE em relacdo a linha de base enquanto o grupo infartado CONTROLE diminuiu em
15% a FE em relagdo a linha de base. Estas varia¢des em relagdo aos valores de linha de base em

cada grupo ndo alcangaram significancia estatistica.

28 DIAS APOS LIGADURA PERMANENTE NOS GRUPOS ADSC E CONTROLE E ESTRESSE
CIRURGICO NO GRUPO FO

FE% FEA % IM%
FO (N=5) 86,80 £ 1,62 58,2+4,03 0
Infartado
ADSC (N=11) 47,09 +3,23%* 28,0+£10,34* 72,1£5,07
Infartado
CONTROLE (N=9) 42,8+2.45% 28,4+9,12% 64,6+7,55

média erro padrdo / * (P<0,005) em relagdo ao grupo FO.

TABELA 9 - Pardmetros ecocardiograficos obtidos dos grupos: ADSC (N=11), CONTROLE (N=9) e FO
(N=5), 28 dias apés a ligadura permanente da artéria coronéria esquerda.
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FIGURA 24 — Parametros ecocardiograficos: fracdo de ejecdo; grupos: FO (N=05), CONTROLE (N=09) e
ADSC (N=11). (A) Fragado de ejecdo homogénea dos grupos infartados CONTROLE e ADSC, 28 dias apés ligadura
permanente (linha de base). (B) grafico de FE% normalizado pelos valores da linha de base. diferenca significativa
com aumento da FE no grupo ADSC vs CONTROLE, 6 semanas apds a terapia (P=0,0499).

Apesar do aumento significativo da fracdo de ejecdo normalizada nos animais do grupo

ADSC comparado aos animais do grupo CONTROLE 6 semanas apds a terapia, com relacdo ao
tempo de tratamento ndo houve diferenca significativa em ambos os grupos (ADSC e

CONTROLE),vide FIGURA 25.
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FUGURA 25 - Gréfico de FE% normalizado pelos valores da linha de base. relagdo tratamento vs tempo.
tendéncia do aumento da fragdo de ejecdo com estabilizagdo no grupo infartado ADSC (N=11) e diminuigdo no
grupo infartado CONTROLE (N=09) ao longo do tempo.
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Além da fragdo de eje¢do, uma medida importante a ser avaliada nos animais infartados ¢
a area de acinesia na parede anterior do VE, ja que esta analise nos permite inferir a extensdo do
infarto do miocardio.

Os dados referentes a area de acinesia (IM%) estdo representados na FIGURA 26 (A; B).
Podemos observar que os dois grupos infartados (ADSC e CONTROLE) encontravam-se
homogéneos 28 dias apds o infarto e imediatamente antes da terapia (linha de base), com os
respectivos valores: (IM%: grupo ADSC = 72,145,07; grupo infartado CONTROLE = 64,6+7,55;
SEM, p>0.05). A partir destes dados, os valores do IM foram normalizados em relagdo a linha de
base. No grafico B da FIGURA 26 podemos observar que houve diferenca significativa entre os
grupos infartados (ADSC: 0,8564+ 0,06 e CONTROLE: 1,412+ 0,22; p=0,0086; SEM), 6
semanas apos a terapia. O grupo infartado ADSC apresentou uma diminui¢do significativa de
15% nos valores de acinesia em relacdo a linha de base (p=0,001) enquanto o grupo infartado

CONTROLE apresentou um aumento significativo de 41% em relacdo a linha de base (p = 0,05).
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FIGURA 26 - Parametros ecocardiograficos: infarto do miocardio; grupos infartados CONTROLE (N=09) e
ADSC (N=11). (A) area de acinesia homogénea entre os grupos infartados CONTROLE e ADSC, 28 dias apés
ligadura permanente (linha de base). (B) grafico de IM% normalizado pelos valores da linha de base. diferenca
significativa com diminui¢do do IM no grupo infartado ADSC vs infartado CONTROLE, 6 semanas apos a terapia
(P=0,0086).

Apesar da diminuicao significativa da area de acinesia da parede do VE nos animais do
grupo infartado ADSC comparado aos animais do grupo infartado CONTROLE 6 semanas apds a
terapia, com relagdo ao tempo de tratamento ndo houve diferenca significativa em ambos os
grupos infartados (ADSC e CONTROLE), vide FIGURA 27.

Assim, os dados ecocardiograficos demonstraram que o tratamento com células
progenitoras obtidas do tecido adiposo (grupo infartado ADSC) foi capaz de conter o
remodelamento cardiaco, promovendo uma melhora funcional quando comparamos com o grupo

infartado CONTROLE e estabilizar o quadro de insuficiéncia cardiaca. Isto foi refletido ndo s6

no aumento dos valores da FE como também na diminuicao da area de acinesia (IM).
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FIGURA 27 — Gréfico de IM% normalizado pelos valores da linha de base. Relagdo tratamento vs tempo.
Tendéncia de aumento da area acinesia na parede anterior do VE no grupo infartado CONTROLE (N=09)e
diminui¢do com estabilizagdo do quadro no grupo infartado ADSC (N=11), ao longo do tempo.

4.6 - AVALIACAO HEMODINAMICA

A TABELA 10 mostra o perfil hemodinamico dos animais através dos parametros médios
do registro de pressdo ventricular esquerda (FC, PS, PDF, PDVE, dP/dT + e dP/dT-) dos grupos:
infartado CONTROLE (N=10) e infartado ADSC (N=11), em ratos anestesiados, no final das 6

semanas do protocolo experimental.

GRUPOS PDF PS PDVE FC DP/DT+ DP/DT-
(mmHg) (mmHg) (mmHg) (bpm) (mmHg/s) (mmHg/s)
Infartado ADSC 10,5+2,45 93,6+£5,27  83,2+4,65  216,2+6,46  4793+215,0 *  -3530+140,8
(N=11)
Infartado 15,6+2,95 87,9+3,41  72,4+£5,23  236,3+£8,09 39994352,3 -3098+273,2
CONTROLE
(N=10)
SEM;
*P=0,0322

TABELA 10 — Perfil hemodindmico dos grupos 6 semanas apds a terapia. Parametros funcionais obtidos do
registro de pressdo ventricular esquerda - PDF: pressdo diastolica final; PS: pressdo sistdlica; PDVE: pressao
desenvolvida pelo ventriculo esquerdo; FC: freqiiéncia cardiaca; dP/dT+: indice de contratilidade cardiaca; dP/dT- :
indice de relaxamento cardiaco. * P<0,05 infartado ADSC vs infartado CONTROLE.
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A dP/dT+ do grupo infartado ADSC foi significantemente maior que a do grupo infartado
CONTROLE (P < 0,05) 6 semanas apds a terapia, indicando um maior indice de contratilidade
cardiaca (funcdo sistélica) no grupo tratado com células (FIGURA 28; C). Em relagdo ao indice
de ralaxamento cardiaco (fun¢do diastolica) do grupo infartado ADSC, a dP/dT- 6 semanas apds
a terapia ndo demonstrou diferenca significativa comparado ao grupo infartado CONTROLE (P =
0,827). Da mesma forma, a pressao sistolica (PS) e a pressdo diastdlica final (PDF) também nao
diferiram significativamente em relagdo aos animais do grupo infartado CONTROLE (P > 0,05).
Vale ressaltar que mesmo apds a terapia celular, apesar da maior capacidade contratil no grupo
tratado com células, tanto a capacidade contratil quanto a capacidade de relaxamento do
ventriculo esquerdo (VE) destes animais encontravam-se bastante comprometidas, ou seja, a
injecdo intramiocdrdica de ADSC em infarto cicatrizado promoveu uma estabilidade na
capacidade hemodindmica dos animais tratados com ADSC em comparagdo com o grupo

CONTROLE, que demonstrou piora progressiva.
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FIGURA 28 — (A-F) Perfil hemodindmico dos grupos infartados: CONTROLE (N=10)e ADSC (N=11), 6
semanas apods terapia (FC, PDF, dP/dT +, PS, PDVE e dP/dT-). (C) aumento significativo no indice de
contratilidade cardiaca (dP/dT +). tendéncia de melhora na fun¢éo hemodinamica no grupo ADSC.

47 - PESQUISA DAS CELULAS MARCADAS COM HOECHST APOS

ADMINISTRACAO INTRAMIOCARDICA DE ADSC

Os animais do grupo infartado ADSC receberam injecdo intramiocardica de células
progenitoras obtidas de tecido adiposo (marcadas com o corante nuclear HOECHST) 28 dias
apods o infarto (linha de base). Apos a avaliagdo hemodinamica, os animais sofreram eutanasia,
seus coragdes retirados, emblocados em OCT e congelados (N=5) para posteriormente
verificarmos se as células seriam capazes de permanecerem no tecido cardiaco submetido a
isquemia permanente.

A analise de 4 cortes histologicos na regido de inje¢do das células em cada um dos
coragdes (N=5) examinados ndo demonstrou presenga de células marcadas com HOECHST 6

semanas apos a terapia celular (FIGURA 29).
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(A)

(B)

FIGURA 29- Imagens de fluorescéncia da fatia C (altura dos papilares) dos cortes cardiacos de um animal
gue recebeu células (ADSC). (A) Foto em campo escuro do tecido cardiaco do VE de animais submetidos a
ligadura permanente, sacrificados 6 semanas apos o tratamento intramiocardico com ADSC marcadas com o corante
nuclear HOECHST e; (B) foto em campo claro. Note que ndo ha presenga de célula no tecido. Imagem original
aumentada 20x. A analise foi feita em 4 cortes histologicos na regido de inje¢do das células em cada um dos
coracgdes examinados(N=5).
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4.8 - ESTUDO ANATOMO-HISTOPATOLOGICO

O exame de coracdes infartados dos dois grupos experimentais 6 semanas apos a injegao
das células ou placebo revelou que em ambos os grupos (ADSC e CONTROLE) havia ainda
infartos de grande extensdo, acometendo aproximadamente 40% do ventriculo esquerdo
(FIGURA 30; A). Entretanto, foi observado efeito da injecdo intramiocardica de ADSC, o
tamanho do infarto estimado por histopatologia (37.11 + 1.735%) foi significantivamente menor

do que no grupo controle (48.28 = 1.974%) (FIGURA 30; B). [N=5]
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FIGURA 30 - Analise morfométrica do infarto do miocardio, post mortem. (A) amostras de fatias C (altura dos
papilares) grupo infartado ADSC (N=05) e infartado CONTROLE (N=05), clara visualizagdo da diferenca da
espessura da parede anterior do VE demonstradas pelas setas; (B) grafico demonstrando a diferneca entre a extensio
do infarto do miocardio em ambos os grupos infartados (ADSC ¢ CONTROLE), (P=0,0028).

5. DISCUSSAO

Embora o reparo cardiaco, através da terapia celular, esteja adquirindo importancia
crescente na cardiologia moderna, evidéncia sélida de um efeito benéfico ainda ndo esta
sedimentada. Em modelos animais, utilizando células derivadas de medula 6ssea (BMSC), a
melhora funcional cardiaca demonstrou ser importante, embora variavel quantitativamente
[ORLIC ¢ cols., 2001 a; BOOMSMA ¢ cols., 2007; HU e cols., 2007]. Em humanos os resultados
obtidos em todos os estudos clinicos ja publicados indicam ter havido uma melhora significativa,
porém modesta, tanto nos parametros hemodinamicos quanto na perfusdo cardiaca nos pacientes
que receberam os transplantes de células derivadas de medula 6ssea humana [DOHMANN e

cols., 2005; KOCHER e cols., 2001; RUAN ¢ cols., 2005; PERIN e cols., 2004]. Tal fato tem
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incentivado a realizacdo de estudos clinicos ainda que o mecanismo de melhora ndo tenha sido
esclarecido.

Uma variedade de fontes de células-tronco tem sido estudada em modelos animais ¢, em
menor escala em pacientes. Clinicamente, as células obtidas da medula 6ssea tem sido a fonte
mais comum para os estudos de reparo cardiaco, provavelmente pelo fato delas serem facilmente
obtidas, e porque esta fonte contém uma populagdo heterogénea, com caracteristicas de células-
tronco hematopoética, endotelial ¢ mesenquimal [FUKUDA e cols., 2006; ORLIC e cols.,
2001a]. Apesar de muitos trabalhos demonstrarem a eficcia terapéutica dessas células, a sua
coleta ocorre de forma invasiva [BUCKNER e cols., 1983].

Dentre outras fontes de células-tronco, o tecido adiposo demonstrou conter uma
populacdo atrativa pela sua capacidade de diferenciagdo em linhagens de células osteogénicas,
condrogénicas, adipogé€nicas, miogénicas, € provavelmente, ligamentar, neurogénica, endotelial,
hematopoética e cardiomiogénica quando tratadas com fatores especificos para cada linhagem. A
capacidade de se obter um numero significativamente elevado de células progenitoras derivadas
do tecido adiposo do préprio paciente, através de um procedimento facil e pouco invasivo pela
localizagdo da gordura no tecido subcutaneo, as tem tornado boas candidatas a serem empregadas
na terapia celular em doencas cronico-degenerativas [HELDER e cols., 2007; NAKAGAMI e
cols., 2006; ROMANOYV e cols., 2005; ZUK e cols., 2001; ZUK e cols., 2002].

Neste presente estudo, demonstramos que a populacdo de células progenitoras obtidas do
tecido adiposo (ADSC) de ratos, em 3* passagem, apresentaram caracteristicas de células-tronco
mesenquimais (CD11b — ; CD29++ ; CD34- ; CD 90++) (TBELA 7), corroborando com
resultados encontrados em 2006 por MCINTOSH e colaboradores, que através de experimentos

realizados por citometria de fluxo, caracterizaram fenotipicamente as ADSC de humanos em
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diversas passagens. Eles puderam observar que a populacdo de células estudada apresentava
caracteristicas heterogéneas e a expressdao de marcadores hematopoéticos classicos variava nas
diferentes passagens. Segundo MITCHELL e colaboradores [2006], as ADSC ap6s duas ou mais
passagens em cultura passam a expressar proteinas associadas ao fendtipo celular de células-
tronco mesenquimais.

YAMAMOTO e colaboradores, em 2007, realizaram experimentos “in vitro” com a
fragdo do estroma-vascular derivada do tecido adiposo de camundongos e demonstraram que
estas células tinham vérias caracteristicas fenotipicas semelhantes aos estudos anteriores
realizados com fragdo do estroma-vascular de humanos. Porém, de acordo com nosso estudo, as
ADSC de ratos em 3% passagem, apresentam uma populacao expressando fraca marcagdo positiva
para CDA45, diferentemente de YAMAMOTO e cols. que observaram uma porcentagem de
células positivas para CD34 baixa e negativa para CD45. Isto nos leva pensar que apesar de
serem cé¢lulas da mesma procedéncia, obtidas de tecido adiposo inguinal, o perfil delas pode
variar em fungdo do tempo, da passagem, da aderéncia ao plastico e da espécie em estudo.

A desmina ¢ um filamento intermediario do citoesqueleto intracelular extremamente
insoluvel, de composi¢do proteica, presente principalmente em células musculares, tanto estriadas
como lisas. Junto com os outros filamentos intermediarios forma uma rede estrutural que conecta
as membranas celulares, organelas citoplasmaticas e o niucleo [POLAK & VAN NOORDEN,
1986]. Assim, a desmina €, portanto, considerada um marcador para células com propriedades
miogénicas [ALLEN e cols., 1991].

Assim como a desmina, a vimentina também é um membro da familia de filamentos
intermediarios de proteinas do citoesqueleto intracelular presentes em células de oriegm

mesenquimal. Ambas sdo proteinas importantes de células eucaridticas.
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Embora a maioria dos filamentos intermediarios estabilizem estruturas, em fibroblastos a
vimentina esta presente como uma estrutura dindmica. Esta natureza dinamica ¢ importante por
oferecer flexibilidade para a célula, ¢ um componente importante por manter a integridade
celular. A vimentina exerce um importante papel de defesa e protecdo do posicionamento de
organelas no citosol. Em esséncia, a vimentina ¢ responsavel por manter a forma da célula,
integridade do citoplasma, e estabiliza¢do da interagdo citoesquelética [KATSUMOTO e cols.,
1990].

Entdo, para nos certificarmos que as células em questdo tinham realmente caracteristicas
fenotipicas de células de origem mesenquimal, optamos por realizar ensaios de imunocitoquimica
para desmina e vimentina em 3* passagem. Pudemos observar que as células apresentaram
marcacdo positiva para ambos os marcadores (FIGURA 21; A e B).

Além da caracterizagdo fenotipica das ADSC, nos preocupamos em cultivar células
indiferenciadas para serem injetadas no estudo in vivo, por isso, para cada cultura expandida,
laminulas de ADSC em 3? passagem foram fixadas e marcadas com OIL RED O. Através de
microscopia oOtica ndo visualizamos presenca de goticulas de lipideos coradas em vermelho nas
laminas analisadas (FIGURA 17; A e B). Este resultado nos mostrou que as células ainda
permaneciam em estdgio indiferenciado no momento do processamento. O corante OIL RED O ¢
o de escolha para analisar diferenciacdo de células-tronco em linhagem adipogénica, por marcar
lipideos na cor vermelha [ZUK e cols., 2001].

No ano de 2008 foram publicados alguns estudos que investigaram a eficacia terapéutica
das ADSC em modelo de infarto agudo do miocardio [SCHENKE-LAYLAND e cols., 2008] e
infarto cronico [MAZO e cols., 2008]. A maioria deles, assim como o presente trabalho,

demonstra melhora cardiaca funcional. Isto refor¢a o fato de que as células progenitoras obtidas
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do tecido adiposo (ADSC) assim como a fracdo do estroma vascular sdo células com potencial
para serem aplicadas na medicina regenerativa.

As células progenitoras de tecido adiposo (ADSC) demonstraram ser multipotentes e ter
capacidade de secretar citocinas angiogénicas que possibilitam promover uma neovascularizacao
no tecido lesionado [REHMAN e cols., 2004]. Além desta vantagem, tais células indiferenciadas
quando transplantadas tém capacidade de agir contra o progressivo remodelamento cardiaco
[MIYAHARA e cols., 2008].

Nosso estudo propds entdo avaliar o potencial terapéutico das células progenitoras de
tecido adiposo no modelo de infarto cicatrizado de ratos Wistar. A inje¢do intramiocardica Unica
de ADSC, neste trabalho, ndo foi capaz de mostrar diferenga nos valores do 4QRS, sugerindo que
todos os animais permaneciam com uma extensdo grande de infarto em ambos os grupos
infartados (ADSC e CONTROLE), mesmo ap6s a terapia celular, quando comparados com o
grupo FO (FIGURA 23, A; TABELA 8). Diferentemente dos nossos resultados
eletrocardiograficos (TABELA 8), trabalho desenvolvido por OLIVARES e cols. em 2004,
obtiveram resultados positivos em relagdo a analise eletrocardiografica (4QRS) e
ecocardiografica usando células-tronco mesenquimais de medula 6ssea (BMSC) em infarto do
miocérdio cicatrizado. Eles observaram que o angulo QRS (24QRS) retornava ao seu valor normal
no grupo dos animais infartados que receberam células-tronco de medula 6ssea, o que sugere que
tenha havido um processo de regeneragdo de cardiomidcitos, restaurando o ventriculo esquerdo
como principal fonte de despolarizacdo no coragdo e indicando que, 2 semanas apds a terapia, o
grupo tratado com BMSC apresentava uma area de infarto significativamente menor comparada
ao grupo infartado CONTROLE, que recebeu apenas veiculo. No entanto, sabe-se que a

eletrocardiografia ndo ¢ o método de andlise de elei¢do para se avaliar a fun¢do cardiaca como
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um todo, este método apenas mensura as variacdes de potencial na superficie do coragdo e nos
possibilita visualizar a presenca de infarto e arritmias acusando a disfun¢do elétrica quando
presentes, mas ndo nos permite analisar a funcdo mecanica das camaras cardiacas e suas
propriedades sistolicas (capacidade de contratilidade) e diastdlicas (capacidade de relaxamento).

Corroborando com os resultados funcionais ecocardiograficos encontrados por
OLIVARES e cols. (2004) que sugeriram que o transplante de BMSC no miocardio originou
novo tecido miocardico e vasos sangiiineos, MAZO e cols. (2008) demonstraram que as ADSC
de camundongo eGFP transplantadas em corac¢des de ratos com infarto cicatrizado promoveram
uma melhora da funcdo cardiaca com aumento da FE% no grupo tratado. Assim como nos
trabalhos desenvolvidos por OLIVARES e colaboradores ¢ Mazo e colaboradores, os valores
normalizados de FE% e IM% encontrados no presente trabalho e mensurados 6 semanas apos a
terapia, mostraram diferencgas significativas entre o grupo infartado ADSC e o grupo infartado
CONTROLE (FIGURA 24, B; FIGURA 26, B).

Em adi¢do, na analise da hemodinamica, o indice de contratilidade cardiaca demonstrou
ter diferenca significativa entre ambos os grupos infartados (ADSC vs CONTROLE), 6 semanas
apos a terapia (FIGURA 28, C). Logo, pudemos concluir que as células progenitoras de tecido
adiposo (ADSC), assim como as BMSC no trabalho de OLIVARES e cols. (2004), foram capazes
de promover melhora da fun¢do cardiaca de animais com infarto cicatrizado, quando comparados
ao grupo infartado CONTROLE.

No nosso estudo ndo encontramos células (ADSC) com nicleo marcado (HOECHST) nos
cortes histologicos na borda do infarto, em 4reas proximas a inje¢do, sugerindo que ndo ha
permanéncia das células no local injetado 6 semanas ap6s a terapia (FUGURA 29; A e B). Estes

dados diferem dos resultados apresentados por MAIA (2006), que encontrou um grande niimero
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de células mononucleares de corddao umbilical com nucleos marcados com Hoechst, apesar de a
marcacao ter sido analisada com 21 dias ap6s a inje¢@o intramiocérdica. Assim como os dados de
MAIA (2006), OLIVARES (2004 ¢ 2007) também conseguiu encontrar as c¢lulas derivadas de
medula 6ssea marcadas com Hoechst e injetadas no bordo do infarto em seus experimentos. Estes
achados nos levam a pensar que as células injetadas permanecem por pouco tempo no tecido
alvo. Esta hipotese ¢ relevante e tem implicacdo sobre os mecanismos de reparo promovidos pela
inje¢do das células. H& outro estudo que mostra que nenhuma célula do doador foi identificada no
tecido cardiaco 4 semanas ap6s a terapia com ADSC em IM cicatrizado. Interessantemente, os
autores verificaram que uma semana apds o transplante, os beneficios na funcao cardiaca ja eram
evidentes e que menos de 0.5% das células ainda permaneciam no tecido [MAZO e cols., 2008].
Esse fato valida a hipdtese da via pardcrina estar envolvida na melhora funcional observada apos
inje¢do de ADSC em modelo de infarto.

O insucesso na sobrevivéncia das células tem sido relacionado a diversos fatores como a
resposta inflamatoria, o microambiente em hipoxia e a auséncia dos sinais de sobrevivéncia do
contato célula-célula. Além disso, a propria inje¢do pode causar uma grande taxa de mortalidade
devido a lesdo mecanica e uma subseqiiente resposta inflamatoria aguda (HU e cols., 2007).

Em relacdo ao tamanho do infarto, os resultados do presente estudo mostram que a
inje¢do de ADSC foi capaz de diminuir a extensdo do infarto (FIGURA 30; A e B) quando
realizada 28 dias apds o IM. A melhora da fungao cardiaca apos terapia celular com ADSC ja foi
observada com a diminuicdo do remodelamento cardiaco e aumento da densidade capilar
(VALINA e cols., 2007).

Alguns autores ainda atribuem a melhora funcional ao processo de diferenciagdo e/ou

fusao celular (SHAKE e cols., 2002; KAWADA ¢ cols., 2004). Entretanto, trabalhos mais
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recentes mostram que a melhora funcional apods terapia com CTM se manifesta mesmo sem
evidéncias de transdiferenciacdo ou fusdo celular significativa (BOOMSMA e cols., 2007; HU e
cols., 2007). Logo, outros mecanismos comecaram a ser sugeridos como responsaveis pela
melhora funcional que foi observada apds terapia celular com CTM. Estudos recentes propdem
que o efeito benéfico da terapia celular utilizando CTM estaria relacionado a um efeito paracrino,
no qual essas células, uma vez presentes no tecido receptor, secretariam fatores angiogénicos
(KINNAIRD e cols., 2004a,b) e/ou antiapoptoticos (GNECCHI e cols., 2005; XU e cols., 2007)
capazes de proteger o tecido da propagacdo do dano isquémico, ndo sendo a incorporacao destas
células ao tecido um pré-requisito para o efeito final da melhora na fung¢ao.

Segundo MAZO e colaboradores (2008) a melhora da fun¢do cardiaca ocorreria pelo
aumento da angiogénese e pela diminui¢cdo do grau de fibrose encontrados no tecido infartado.
Eles especularam que o evento angiogénico estaria envolvido no aumento da viabilidade e da
fun¢do cardiaca, e especulam que, provavelmente, se as células fossem inoculadas no local da
lesdo juntamente com um biomaterial, este efeito se potencializaria por manter as células
enxertadas vidveis secretando fatores angiogénicos por um tempo prolongado beneficiando entdo
as células residentes do 6rgdo alvo.

As ADSC ja demonstraram ter potencial angiogénico e antiapoptdtico por secretarem
fator de crescimento endotelial (VEGF) e fator de crescimento de hepatdcito (HGF). Quando as
ADSC estdo sob condicdes de hipoéxia em cultura, a secrecdo de VEGF aumenta
consideravelmente [REHMAN e cols., 2004].

Ha de se considerar que a indug¢do da vascularizacdo ¢ uma possivel explicacdo para a
reducdo da area de fibrose e um aumento da viabilidade tissular. Especula-se que o aumento do

fluxo sanguineo associado ao enxerto de células ADSC provavelmente resgata cardiomidcitos
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hibernantes ou até mesmo estimula a divisao de células-tronco cardiacas e substitui¢do, limitada,
do tecido contratil perdido. Todos estes efeitos resultam em um aumento do desempenho
cardiaco. Por outro lado, além do suposto efeito paracrino, a capacidade das ADSC em remodelar
o tecido fibroso pode ser também devido a suas propriedades macrofagicas, como foi
demonstrado anteriormente. COUSIN e colaboradores em 1999 mostraram que os pré-adipdcitos
desenvolvem propriedades fagociticas apresentando uma fungdo semelhante a dos macrofagos,
participando da reacdo inflamatoria que se desenvolve durante o processo de reparo apos o
infarto do miocardio, o que provavelmente auxilia na redu¢ao do remodelamento cardiaco [VAN
AMERONGEN e cols., 2007].

Ja em 2007, SADAT e colaboradores investigaram os efeitos protetores das ADSC em
cultura de cardiomidcitos. Os resultados demonstram que cardiomidcitos em co-cultura com
ADSC apresentam um decréscimo da taxa de apoptose de 65.9% para 25%. Quando a expressao
do IGF-1 era bloqueada nas ADSC, a taxa aumentava novamente para 62,5%, e quando se
bloqueava a expressdo do VEGF, aumentava para 34,2%. Estes achados mostraram que a co-
cultura de cardiomiécitos neonatos com ADSC em condi¢des de hipodxia e privagdo de soro
diminuiram a taxa de apoptose dos cardiomiocitos.

Ainda sdo necessarios mais estudos que comprovem a importancia da via pardcrina e que
investiguem os mecanismos moleculares envolvidos na cardioprotecdo para que a terapia celular
se torne uma realidade clinica. Além disso, apesar dos avancos, a disponibilidade das células-
tronco permanece um desafio para os cientistas e clinicos no segmento da medicina regenerativa
[GIMBLE e cols., 2007]. E neste contexto, que nosso trabalho demonstra o potencial das células
tronco derivadas de tecido adiposo, uma fonte de facil acesso e capaz de gerar um niimero de

c¢lulas compativel para a terapia em um curto intervalo de tempo.
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6. CONCLUSOES

Conclui-se que as células obtidas do tecido adiposo, utilizadas neste estudo para a terapia
celular do infarto do miocérdio cicatrizado, apresentaram, principalmente:

e C(Caracteristicas de células aderentes ao frasco de cultura, morfologicamente semelhante ao

fibroblasto, com tamanho minimo de 30 um e com facilidade de expansdo in vitro,

atingindo um grau de 85% de confluéncia em cinco dias de plaqueamento;

e (aracteristicas fenotipicas de células-tronco mesenquimais CD11b — ; CD29++ ; CD34- ;
CD 90++ (citometria de fluxo) e marcacdo positiva para desmina e vimentina que sdo
filamentos intermedidrios de proteinas do citoesqueleto intracelular presentes em células

de origem mesenquimal (imunocitoquimica) ;

e Caracteristicas de células indiferenciadas em linhagem adipogénica demonstradas pela
auséncia de vactolos lipidicos quando marcadas com OIL RED O, antes de serem

injetadas nos animais infartados.
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Apos seis semanas de terapia, as células progenitoras obtidas do tecido adiposo, mesmo que
ndo tenham sido encontradas no local da injecdo pela auséncia de células marcadas com
HOECHST, quando administradas por via intramiocéardica promoveram:

e Diminui¢do da area de acinesia do VE e aumento da fragdo de eje¢do (ECO) no grupo

infartado e tratado com ADSC em relacao ao grupo que recebeu veiculo;

e Aumento da dP/dT+ (Hemodindmica), ou seja, aumento do indice de contratilidade
cardiaca no grupo infartado e tratado com ADSC em relacdo ao grupo que recebeu

veiculo;

e Diminuicdo do perimetro da area infartada (morfometria) no grupo infartado e tratado

com ADSC em relag@o ao grupo que recebeu veiculo.
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