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Resumo

Introducgédo. O fator estimulante de col6nia de granuldcitos (G-CSF) é uma citocina
hematopoiética capaz de estimular a proliferagdo, diferenciacdo, maturacéo e
sobrevivéncia de células da linhagem granulocitica. Recentemente G-CSF tem sido
implicado como terapia de varias doencas por sua capacidade de estimular a
mobilizacdo de células tronco da medula éssea para tecidos ndao-hematopoiéticos.
Além disso, G-CSF exerce efeitos anti-apoptéticos e pro- angiogénicos. No entanto,
poucos estudos relatam a influéncia de diferengas sexuais sobre os efeitos desta
citocina. Objetivos. Diante dessas informagdes nos objetivamos avaliar os efeitos de
G-CSF sobre a mobilizagao de leucdcitos em ratos machos e fémeas. Metodologia.
Ratos Wistar machos e fémeas (12 a 14 semanas de idade) receberam dose unica
de G-CSF (50pg/kg, sc), ou placebo e a contagem de leucdcitos totais foi realizada
antes (basal),3, 6, 12, 18 e 24h apds a administragdo. Outro grupo recebeu a
mesma dose de G-CSF durante sete dias e a contagem foi realizada no mesmo
periodo apds a ultima dose. Para avaliar a resposta ao G-CSF ap6s o infarto do
miocardio, os animais (infartados ou sham) receberam a mesma dose de G-CSF ou
placebo trinta minutos apds o infarto e a contagem foi realizada 12h apos. Para
verificar possiveis influéncias hormonais nos resultados obtidos, machos e fémeas
castrados receberam dose unica de G-CSF, um més apds a castragao. A contagem
de leucdcitos foi realizada antes, 3, 6, 12 e 24 apds. Foi realizada a contagem
diferencial 12h apos. Resultados. A contagem de leucdcitos foi significativamente
maior em machos 6, 12, 18 e 24h apo6s dose unica de G-CSF, atingindo o pico com
12h. O numero de neutrdfilos circulantes também foi maior em machos. Apdos sete
doses diarias, a contagem foi maior em machos, 12h apdés a ultima dose. Nos
animais infartados, a mesma diferenca foi encontrada. Surpreendentemente, nos
animais castrados, a contagem de leucdcitos também foi maior em machos, 12h
ap6s a dose. No entanto, o numero de neutrdfilos circulantes foi reduzido.
Conclusao: G-CSF estimulou maior numero de leucécitos periféricos em machos

comparado a fémeas, e influéncias hormonais nao interferiram nesta diferenca.

Palavras-chave: G-CSF, leucdcitos, diferencas sexuais



Abstract

Background. The granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF) is a cytokine
haematopoietic able to stimulate the proliferation, differentiation, maturation and
survival cell lineage granulocytic. Recently G-CSF has been implicated as therapy
several diseases by its capacity to stimulate the mobilization of bone marrow stem
cells for non-hematopoietic tissue. Furthermore, G-CSF exerts effects anti-apoptotic
and pro-angiogenic. However, few studies reported the influence of sex differences
on the effects of this cytokine. Aims. In agreement with this data, we propose to
evaluate the effects of the G-CSF on the leukocyte mobilization in male and female
rats. Methods: Male and female Wistar rats (12 to 14 weeks old) received single
dose of G-CSF (50ug/kg, sc), or vehicle and total leukocyte count was performed
before (baseline), 3, 6, 12, 18 and 24h after the administration. Another group
received the same dose of G-CSF during seven days and the count was performed
in the same period after the last dose. To evaluate the response to the G-CSF after
myocardial infarction, animals (infarcted or sham) received the same dose of G-CSF
or vehicle thirty minutes after acute myocardial infarction and count was performed
12h after. To verify possible hormonal influences on the obtained results, male and
female castrated received single dose of G-CSF, one month after castration.
Results. The leukocyte count was significantly higher in males 6, 12, 18 and 24h
after a single dose of G-CSF, reaching the peak with 12h. The number of circulating
neutrophils was also higher in males. After seven daily doses, the count was also
higher in males, 12h after the last dose. After myocardial Infarction, the same
difference was found. Surprisingly, in castrated animals, the leukocyte count was
also higher in males, 12h after the dose. However, the count of circulating neutrophils
was reduced. Conclusions. G-CSF stimulated a larger number of peripheral
leukocytes in males compared to females, and hormonal influences did not affect this
difference.

Key words: G-CSF, leukocyte, sex differences
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1. INTRODUGCAO

A hematopoiese consiste na cascata de geragdo de células maduras do
sangue e representa o resultado cumulativo de cascatas de transdugao de sinais
reguladas intrinsecamente, as quais sdo mediadas por citocinas e seus respectivos
receptores. A integragdo dessas vias sinalizadoras forma a base de uma geragao
organizada de diferentes tipos de células.

As células sanguineas se originam de uma populagdo auto-renovavel de
células tronco hematopoiéticas multipotentes que se tornam comprometidas com a
diferenciagcdo das linhagens eritroide, megacariocitica, granulocitica, monocitica e
linfocitica. Contudo, os mecanismos precisos envolvidos na produgcédo coordenada
dos diferentes tipos de células sanguineas e a regulagdo de eventos cruciais
relacionados ao comprometimento com a diferenciacdo e maturacido celular ainda
s&o pouco conhecidos (Rane & Reddy, 2002).

A proliferacao e a diferenciacdo de células hematopoiéticas sdo controladas
por uma familia de polipeptideos soluveis, denominados citocinas, que incluem as
interleucinas, os interferons, os fatores estimulantes de colbnias e eritropoietina
(Metcalf, 1989; Kishimoto et al., 1994).

Durante a divisdo celular, as células progenitoras tém a opg¢do de auto-
renovagao, que é a replicagdo sem comprometimento para a formagdo de uma
progénie diferenciada. Esta auto-renovagdo pode ser suprimida e o
comprometimento com a diferenciagdo pode ser induzido por citocinas (Lord et al.,
1991).

Uma citocina em particular pode exibir uma ampla variedade de fungdes
biolégicas em varios tecidos e células, e varias citocinas diferentes podem exercer

efeitos similares e sobrepostos no mesmo tipo de célula (Selvakumaran et al.,1992).
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Figura 1. A hierarquia do desenvolvimento hematopoiético. (Adaptado de Bryder et al. 2006).

Os fatores estimulantes de colénias (CSFs) sao citocinas chave envolvidas na
sobrevivéncia, proliferagao e diferenciagdo das células progenitoras mieldides, e na
ativacao funcional de células mieldides maduras (Kleemann, 2008).

A identificagdo das CSFs foi feito em ensaios de cultura de células
progenitoras hematopoiéticas realizados na década de 60 do século passado por
Metcalf e colaboradores. Em cultura de células in vitro verificou-se que a
sobrevivéncia, proliferagdo e diferenciagdo de células hematopoiéticas imaturas
eram dependentes da presenga continua de fatores humorais, os quais foram
coletivamente chamados de “atividade estimulante de colbnias” (Demetri & Griffin,

1991).
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O fator estimulante de colbénias de granulocitos (G-CSF) foi originalmente
identificado por uma atividade especifica de induzir diferenciacdo de células
leucémicas mielomonociticas (WEHI-3B+) (Nicola et al; 1983). A identificagdo desta
atividade levou a sua purificagado e posterior clonagem (Nagata et al; 1986).

O G-CSF é o principal fator de crescimento responsavel por regular a
granulopoiese, pois estimula a proliferagcédo, diferenciagcdo, sobrevivéncia e produz
ativagdo funcional de células da linhagem neutrofilica. O G-CSF recombinante
humano tem sido usado para induzir rapida reconstituicdo hematopoiética e imune
apods transplante de medula Ossea, radioterapia da medula 6ssea em casos de
leucemia, dentre outras aplica¢des (Zhang et al, 2009).

O uso clinico do G-CSF tem sido explorado em varias outras doencgas, tais
como sindromes mielodisplasicas, neutropenia congénita, neutropenia idiopatica e
neutropenia ciclica. Em cada um destes casos, G-CSF tem sido potente em
aumentar a contagem de neutrofilos circulantes (Demetri & Griffin, 1991).

G-CSF

/ \ Maturation

Proliferation Induction

Functional
Stimulation

Differentiation
Commitment

Figura 2. Mdltiplas fungdes de G-CSF na célula mieldide. (Metcalf, 2008)
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1.1. G-CSF e seu receptor

Células tronco da medula éssea dao origem a neutréfilos maduros seguindo
um processo que envolve proliferagcdo e diferenciagcdo ao longo da linhagem
granulocitica e maturag&o terminal (Ogawa, 1993).

Varios fatores de crescimento hematopoiéticos incluindo o fator de células
tronco (SCF), interleucina 3 (IL-3), fator estimulante de colénias de macréfagos-
granulécitos (GM-CSF), IL-6 e G-CSF tém sido reconhecidos como reguladores
positivos da granulopoiese e agem em diferentes estagios do desenvolvimento da
célula mieldide (Metcalf, 1989). A maioria dessas citocinas estimula a proliferacado de
células progenitoras mieldides em estagios precoces do desenvolvimento e tem
habilidade limitada para induzir sua diferenciacdo e maturacdo (Molineux et al;
1991).

O G-CSF é o unico entre os reguladores da granulopoiese que n&do somente
estimula a proliferagcdo, mas também induz a maturagdo terminal das células
progenitoras mieléides em granuldcitos neutrofilicos (Avalos, 1996).

G-CSF também exibe atividade hematopoiética sinérgica com outras
citocinas in vitro. Essa sinergia pode ser particularmente atingida quando G-CSF é
usado em combinagdo com outras citocinas que agem em células progenitoras mais
primitivas, tais como IL-3 ou IL-6. Assim, a exposi¢ao de células progenitoras a
combinagao de G-CSF e GM-CSF resulta no aparecimento de mais colonias do que
ambos os fatores isoladamente (Demetri & Griffin, 1991).

Dentro das mesmas condi¢des de cultura, tanto IL-3 como GM-CSF sozinhos
sdo capazes de sustentar efetivamente a formacédo de colénias de neutrodfilos.
Contudo, G-CSF pode exercer agao sinérgica com ambos, IL-3 e GM-CSF,
estimulando a proliferagcdo de células progenitoras nos estagios precoces do
desenvolvimento, enquanto G-CSF é um regulador especifico da linhagem
neutrofilica que estimula potencialmente os estagios terminais do desenvolvimento
dos neutréfilos. Embora G-CSF estimule menos intensamente a proliferacédo de
células do que IL-3 ou GM-CSF in vitro, estudos in vivo, feitos em camundongos,
indicam que G-CSF induz maior aumento da contagem de granul6citos no sangue

periférico comparado com GM-CSF ou IL-3 (Metcalf et al; 1991).
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G-CSF, assim como outros CSFs e ILs, exercem suas atividades bioldgicas
através de ligagao de alta afinidade com receptores especificos na superficie das
células (Demetri & Griffin, 1991).

O receptor de G-CSF (G-CSFR) é uma proteina do tipo | pertencente a
superfamilia dos receptores de citocinas. Consiste de uma cadeia polipeptidica unica
codificada por um unico gene no cromossomo1p35-p34.3 (Barreda et al; 2004).

O G-CSFR é expresso nas células progenitoras pluripotentes, células
progenitoras com comprometimento mieldide e células mieldides diferenciadas,
desde mieloblastos até neutréfilos maduros. A expressao do G-CSFR nao é restrita
a ceélulas mieldides como originalmente se pensava, embora os efeitos biolégicos da
expressdo de G-CSFR em tecidos ndo mieldides permanegam incertos. Varios
pesquisadores tém relatado a presenca de G-CSFR em subtipos de células linféides
e monacitos, plaquetas, células endoteliais vasculares, placenta humana, células
trofoblasticas e, possivelmente, neurénios e células da glia (Anderlini et al; 2008).

O numero de G-CSFRs aumenta com a maturagdo dentro da linhagem
mieldide e neutréfilos possuem o maior numero. Contudo, neutréfilos ainda
expressam um numero relativamente baixo de G-CSFRs (aproximadamente 50 a
500 por célula) e acredita-se que somente a minoria destes receptores necessita ser
ocupado para obter uma resposta biologica maxima (Avalos, 1996; Anderlini, 2008).

Vias sinalizadoras ativadas através da ligacdo de G-CSF com seu receptor
sdo bastante complexas e incluem a ativagdo de Jak/Stat, Ras-Raf-MAPK quinases,
P13-quinase/Akt, Src quinases (lyn e hck) e quinases de tirosina syk-1 (Dong &
Larner, 2000; Rane & Reddy, 2002).

Na via Jak/Stat, o G-CSF induz a fosforilagdo de Jak1, Jak2 e Tyk2, Stat1,
Stat3, Stat5, sendo que Jak1/Stat3 sao especificamente fosforiladas por G-CSF
devido a sua localizacdo dentro do complexo do receptor ou especificidade do
substrato. (Numata et al, 2005; Koning et al; 2000). A ativagdo da Jak (quinase de
tirosina da familia Janus) permite a fosforilagdo de tirosinas de Stat (transdutor de
sinal e ativador de transcricdo) que posteriormente transloca o nucleo, liga-se a
sequéncias especificas do DNA e estimula a transcricdo de genes alvos (Kamezaki
et al; 2005).
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Outra molécula sinalizadora que € ativada por G-CSF ¢é a fosfatidil inositol-3
quinase (PI3k). Recentemente a proteina quinase de treonina/serina (Akt) tem sido
identificada como um alvo da PI3-quinase. A ativagdo de Akt pelo G-CSF é
principalmente mediada por quinases da familia Src quinases, através de um
mecanismo dependente da Pl13-quinase (Dong & Larner, 2000).

Evidéncias indicam que Akt representa um papel positivo na regulacéo da
sobrevivéncia da célula. Akt inibe a apoptose através da fosforilagdo e posterior
bloqueio de proteinas pré-apoptéticas (BAD). Além disso, a Akt induz a expressao
de moléculas antiapoptoticas da familia Bcl-2 e também inibe a atividade da quinase
glicogénio sintase 3, que libera um sinal pré-apoptético (Dery et al., 2003).

O G-CSFR também se acopla a vias que regulam negativamente a
sinalizagao e a indugédo da granulopoiese, incluindo sinais mediados por fosfatases
de tirosina SHP-1 (fosfatase de célula hematopoiética, HCP) e a proteina supressora
da sinalizagdo de citocinas 3 (SOCS3). SOCS3 regula a resposta das células
mieldides ao G-CSF, inibindo a transdugao do sinal da via Jak/Stat (Boyle, 2007). A
regulacdo negativa da sinalizagcdo do G-CSFR também € acompanhada pela
internalizagao e degradagao do receptor (Panopoulos et al., 2008).

Embora estas cascatas sejam claramente distintas com relagdo aos seus
alvos e seus papéis bioldégicos na proliferacdo, diferenciagdo e sobrevivéncia
induzida por G-CSF, evidéncias sugerem que elas sao interdependentes
funcionalmente (Dong & Larner; 2000; Kamezaki et al, 2005).

Raam et al (2008) mostraram que G-CSF retarda a apoptose de neutrofilos
através do controle da atividade de calpainas. O aumento de calcio intracelular ativa
calpainas (proteases de cisteina dependentes de célcio) que representam um papel
importante na regulacéo de apoptose de neutréfilos tanto pela ativagao de fatores
pré apoptoticos (BAX) como pela degradagdo de proteinas antiapoptoticas (XIAP
proteina inibidora de apoptose). A degradagédo de XIAP leva a ativagdo da caspase
3.

Caspases sao proteases que executam a clivagem de alvos especificos que
incluem proteinas nucleares, estruturas citoplasmaticas e elementos do
citoesqueleto. A clivagem destes alvos causa a morte da célula (Maianski et al.,
2002).
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O G-CSF inibe 0 aumento de calcio na célula causando a inibicdo da ativagao
de calpainas, prevenindo a posterior degradagao de XIAP e causando o retardo da

ativacdo de caspases 9 e 3. (Raam et al., 2008).

Death Receptor

Caspase-8 » Bid » Bax

T [Caz+] —— Calpain—— X|AP —— Sma(;‘_\
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N

itochondrion
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Figura 3. G-CSF regula a apoptose de neutréfilos (Bram et al.2008).

1.2. Regulagao da granulopoiese e a homeostase de neutréfilos

Células hematopoiéticas da medula dssea sobrevivem em um microambiente
altamente organizado formado por uma populacgao diversificada de células estromais
e uma matriz extracelular rica em fibronectina, colagenos e varios proteoglicanos. As
HSC (células tronco hematopoiéticas) sao espacialmente distribuidas dentro de
nichos especificos no microambiente da medula éssea. (Papayannopoulou, 2008).
Existem evidéncias de que osteoblastos representam um papel chave na regulagao
da funcdo de HSC, e uma fracdo de HSC s&o associadas fisicamente com
osteoblastos no endosteo da medula 6ssea, definindo um nicho endosteal de células
tronco (Petit et al., 2002).
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Kiel et al. (2005) mostraram que uma fragdo significativa de células tronco
hematopoiéticas da medula Ossea esta associada com células endoteliais
sinusoidais sugerindo que também existem nichos endoteliais para HSC. A interacéo
de HSC com diferentes tipos de células estromais nos nichos endosteal e endotelial
representa um papel importante na regulacdo do trafego, auto-renovagao,
proliferagao e diferenciagdo das HSC (Blank et al; 2008; Kaplan et al; 2007).

Para entrar na circulagdo, HSC migram através da barreira vascular que
separa o compartimento hematopoiético da circulagdo. Os sinusdides venosos séo
os locais de saida de leucécitos do compartimento hematopoiético e representam a
unica barreira completa para o espaco intravascular (Nervi et al., 2006).

O G-CSF estimula a granulopoiese em varios estagios da diferenciagcao
granulocitica. Ele induz o comprometimento de células progenitoras multipotentes,
estimulando a proliferagdo de precursores granulociticos e reduz o tempo médio de
transito através do compartimento granulocitico (Jin et al., 2008). A homeostase de
neutréfilos representa um balango entre a producgao, a liberacédo e a remogao de
neutréfilos da circulagdo. Neutréfilos sdo produzidos na medula 6ssea e liberados no
sangue periférico através de um processo altamente regulado (Furze et al., 2008).

Em condicbes estaveis, apenas uma pequena fragdo do pool total de
neutrofilos da medula 6ssea é liberada dentro da circulagcdo, com meia vida de
aproximadamente 6-8 h. Em condigbes de estresse, tais como uma infecgéo, a
contagem de neutrofilos sanguineos periféricos pode aumentar significativamente
(Eash et al., 2009).

O figado, o bago e a medula 6ssea s&o 6rgaos responsaveis pela remogao de
neutréfilos da circulagdo. Dados recentes sugerem que a sinalizagdo SDF-1/CXCR4
pode contribuir para a remogao de neutrdfilos senescentes do sangue. CXCR4 (o
receptor de SDF-1) &€ um regulador chave da homeostase de neutréfilos dentro de
condigbes basais e de estresse (Link et al., 2005). A expressdo de CXCR4 em
neutrofilos aumenta com a idade e pode contribuir para o homing preferencial de
neutréfilos senescentes para a medula 6ssea. Apds a apoptose, a produgédo de G-
CSF é estimulada através da fagocitose de neutrofilos por macréfagos estromais
residentes (Furze & Rankin, 2008).
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1.3. Modulagao de moléculas de adesao

A retencao e a liberagcao de neutréfilos da medula 6ssea € um processo que
permanece incompletamente entendido. Integrinas e selectinas sao as principais

moléculas de ades&o reguladoras do trafego de neutrofilos. VLA-4 (a4 p1

integrina) e seu ligante VCAM-1 (molécula de adesdo da célula vascular)
apresentam papel central nas interagdes das células tronco hematopoiéticas,
linfécitos e neutrofilos em desenvolvimento na medula (Link, 2007; Thomas et al;
2002).

VLA-4 tem sido implicada no homing e retencdo de células tronco
hematopoiéticas através da ligacdo de VCAM na superficie da célula endotelial e
estromal da medula. Neutréfilos da medula sdo aderidos via VLA-4/VCAM-1, e a
inibicdo de VLA-4 ou V-CAM causa liberagao de neutréfilos da medula 6ssea (Smart
& Riley, 2008).

Estudos mostram que a mobilizagdo de células tronco hematopoiéticas da
medula 0ssea, mediada por G-CSF, acompanha-se de neutrofilia significativa e ¢,
em parte, mediada por down-regulation de VCAM, interrompendo assim a adesao de
VLA-4 (Smart & Riley, 2008). VLA-4 & expressa em altos niveis durante o
desenvolvimento de neutréfilos de camundongos e humanos e declina com a
maturacao.

O receptor CXCR4 quando ativado pela ligagdo de SDF-1 (fator derivado do
estroma) aumenta a ligagdo de VLA-4/VCAM-1 nas células hematopoiéticas.
Portanto, a retencdo e a liberacdo de neutrofilos da medula 6ssea podem ser
reguladas através de interagbes entre SDF-1/CXCR4 e VLA-4/VCAM (Petty et al.,
2009).
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1.4. O papel das proteases

Tem sido proposto que proteases hematopoiéticas representam um papel
importante na regulacdo do trafego de leucdcitos da medula 6ssea. Enzimas
proteoliticas podem degradar a matriz extracelular, clivar moléculas de adesédo e
influenciar a sinalizagao através da degradacgéo de receptores e ligantes (Dar et al.,
2006; Lapidot & Petit, 2002).

Recentemente, a carboxipeptidase M, uma protease dependente de zinco
ligada a membrana que pode degradar SDF-1, foi encontrada sendo expressa em
células CD34+ da medula 6ssea e mobilizadas no sangue periférico e em células
mononucleares do sangue periférico. O G-CSF aumentou significativamente a
expressao desta protease nessas células, facilitando assim a mobilizagdo de células
progenitoras da medula éssea para o sangue periférico (Zhang et al., 2009).

Ap6s a administragdo de G-CSF, o microambiente da medula ossea é
enriquecido com enzimas proteoliticas liberadas por neutréfilos, incluindo
metaloproteinases-9 (MMP-9), elastase neutrofilica, e cathepsina G. (Kim et al.,
2006). Estudos in vitro mostram que estas proteases tém a habilidade de clivar
varias moléculas de ades&o que regulam o trafego de leucdcitos da medula éssea,
incluindo c-kit, V-CAM-1 e SDF-1 (Petit, 2002). No entanto, estudos in vivo
revelaram que a inibicdo combinada de proteases neutrofilicas e metaloproteinases
nao afetou a mobilizagdo de neutrdéfilos, sugerindo que estas proteases podem nao

ser requeridas para o trafego de neutréfilos da medula 6ssea (Wengner et al., 2008).

1.5. O Eixo SDF-1/CXCR4

O receptor de quimocina CXCR4 e seu unico ligante SDF-1 (fator derivado de
célula estromal) representam um papel crucial na retencdo de células
hematopoiéticas dentro da medula 6ssea e sua mobilizagdo para a circulagao
periférica. Quimocinas sao envolvidas na migragdo, homing, mobilizagao,
proliferagdo e sobrevivéncia das células tronco e progenitoras hematopoiéticas
(Broxmeyer et al, 2008; Chae et al, 2008).
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CXCR4 ¢é amplamente expresso nas células hematopoiéticas, incluindo
neutrofilos (Suratt et al., 2004). SDF-1 € uma quimocina produzida constitutivamente
por células estromais da medula 6ssea. (Wengner et al, 2008; Jim et al, 2008).

Existem evidéncias de que a sinalizagdao de SDF-1/CXCR4 pode regular o
trafego de neutréfilos da medula 6ssea (Rankin et al.,, 2009). Eash et al (2009)
mostraram que a delecdo do gene CXCR4 em células hematopoiéticas de
camundongos causa a liberagao constitutiva de neutrofilos; e que o tratamento com
AMD3100, um antagonista seletivo de CXCR4, estimula a rapida mobilizagado de
neutréfilos em humanos e camundongos. Estes dados sugerem que a alta
concentragdo de SDF-1 na medula 6ssea estimula a retengédo de neutroéfilos através
do seu receptor.

Existem evidéncias de que a sinalizagcdo SDF-1/CXCR4 pode ser interrompida
durante a mobilizacdo de neutrdfilos pelo G-CSF. O tratamento diario com G-CSF
durante 4-5 dias € associado com neutrofilia acentuada causada tanto pelo aumento
da producédo quanto pela liberacdo de neutrdfilos (Christopher & Link, 2007). O
tratamento com G-CSF induz uma rapida diminuicdo da expressao de CXCR4 na
superficie da célula. Lavesque e colaboradores mostraram que CXCR4 é clivado nas
células progenitoras hematopoiéticas durante o tratamento com G-CSF. O
tratamento diario com G-CSF resulta na diminuicdo significativa da expresséo de
SDF-1 na medula éssea. SDF-1 é constitutivamente expresso em altos niveis por
osteoblastos da medula 6ssea. Através de mecanismos ainda ndo muito claros, o G-
CSF potencialmente inibe a atividade osteoblastica levando a diminuicdo da
expressdo de SDF-1 (Nervi et al., 20006).

Estudos em camundongos transgénicos que expressam diferentes mutagdes
no G-CSFR revelam que a magnitude da mobilizagdo de neutréfilos por G-CSF é
fortemente correlacionada com a diminuicdo da expressdo da proteina SDF-1 na
medula éssea (Kim et al., 2006).

Apesar da complexidade dos mecanismos envolvidos tanto na retengdo como
na liberagdo de células hematopoiéticas da medula 6ssea para o sangue periférico;
a interrupcao do eixo SDF-1/CXCR4 representa um papel crucial na mobilizagdo de
neutrofilos estimulada por G-CSF.
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Sabendo da importancia clinica e experimental do uso do G-CSF como
terapia de varias doencgas, seja por seus efeitos sobre a mobilizacdo celular ou
regenerativos e/ou de sobrevivéncia, pouco tém sido explorado sobre a influéncia de
diferengas sexuais nos efeitos desta citocina. Portanto, nds verificamos a influéncia

do sexo sobre a mobilizacdo de leucdcitos periféricos estimulada por G-CSF.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Estudar os efeitos de G-CSF sobre a mobilizagdo de leucdcitos em ratos machos e

fémeas.

2.2. Objetivos Especificos

Avaliar os efeitos do tratamento com G-CSF em machos e fémeas sobre:

A mobilizagado aguda e crbnica de leucdcitos totais

A contagem diferencial de leucocitos.

A mobilizagdo de leucécitos 12 horas apoés o infarto agudo do miocardio

A mobilizacao de leucécitos mediada por influéncias hormonais.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais

Foram utilizados ratos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus albinus), machos e
fémeas, provenientes do Biotério do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade
Federal do Espirito Santo. Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas (cinco
animais por gaiola) e receberam agua e ragao ad libitum. As gaiolas foram alojadas

em um ambiente com temperatura controlada e ciclo claro/escuro de 12/12 horas.

3.2. Protocolos Experimentais

3.2.1. Curva dose-resposta ao G-CSF

Foram utilizados 40 ratos, sendo 20 machos e 20 fémeas, com 12 a 14 semanas de
idade. Os animais foram divididos em quatro grupos, dois de machos e dois de
fémeas, cada um recebendo G-CSF ou placebo, respectivamente. Nas fémeas, a
injecao de G-CSF ou placebo era feita na fase de proestro (fase do ciclo estral). Em
cada animal foi administrada dose unica subcutanea (sc) de 25, 50 ou 100pg/kg de
peso corporal de G-CSF recombinante humano (Filgastrim®, Biosintética, Buenos
Aires, Argentina) diluida em salina a 0,9% em propor¢ao de 1:3. O grupo controle
recebeu o mesmo volume de salina. Amostras de sangue foram retiradas 12, 18 e
24 horas apos a administragdo da droga ou salina para a contagem total de
leucdcitos. Cada grupo foi formado por 5 machos e 5 fémeas e diferentes animais
foram usados para testagem de cada dose.

3.2.2. Curso temporal da mobilizagao de leucécitos

Para determinagdo da variagdo temporal de leucocitos no sangue periférico em
animais machos e fémeas apoés tratamento com G-CSF foi escolhida a dose fixa de
50 ug/kg (sc) pois, no protocolo anterior, esta dose mostrou produzir mobilizagao
maxima aproximadamente 12 horas apos o tratamento. Os animais do grupo
controle receberam o mesmo volume de salina correspondente ao peso corporal.

Foram utilizados 20 ratos, 10 machos e 10 fémeas. Nestas, a injecdo foi feita
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independente da fase do ciclo estral. De cada animal foi retirado aliquota de sangue
periférico na condigdo basal (antes da injegdo de G-CSF ou salina) e 3, 6 e 18 horas
apo6s o tratamento. A injegado de G-CSF foi feita em 6 ratos machos e 6 fémeas e a

solucao salina em 4 machos e 4 fémeas.

3.2.3. Mobilizagao de leucécitos em ratos machos e fémeas com infarto do

miocardio.

Neste protocolo foram utilizados 59 animais, sendo 32 machos e 27 fémeas. O
infarto do miocardio foi realizado por ligadura permanente dos ramos anteriores da
artéria coronaria esquerda de acordo com técnica descrita adiante. A injecado de
dose unica de G-CSF (50 ug/kg, sc ou solugao salina) era feita 30 minutos apds a
ligadura coronariana. O grupo controle (sham) foi submetido a uma cirurgia ficticia e
30 minutos apds tratado na mesma dose de G-CSF ou salina.

Amostra de sangue para contagem leucocitaria foi obtida imediatamente antes da

injecao de G-CSF ou salina e 12 horas apos.

3.2.4. Infuéncia dos horménios sexuais na mobilizagao leucocitaria mediada
pelo G-CSF.

Tendo em vista que em todos os protocolos anteriores verificava-se menor
contagem leucocitaria no sangue periférico em fémeas, foi realizado um protocolo
experimental para determinar se tal diferengca decorria das diferengas hormonais
entre os dois grupos. Para tanto, foram utilizados 38 animais, 20 machos e 18
fémeas. A castracdo (ovariectomia e orquiectomia cirurgica) foi feita nos animais
com 21 de idade sob anestesia com ketamina + xilazina. Os animais controles foram
submetidos a procedimento cirurgico ficticio. Trinta dias apds foi feita a injecado em
dose unica de G-CSF (50 ug/kg, sc) ou salina em ratos machos e fémeas sem
castracdo. Amostra de sangue foi coletada na condicdo basal (antes da
administracao da droga) e 3, 6, 12 e 24 horas ap0s para contagem leucocitaria.

A eficacia da castragao na redugdo dos horménios sexuais foi feita em machos e

fémeas pela pesagem da vesicula seminal, prostata e utero, respectivamente. Apos
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a ultima coleta de sangue, os animais foram sacrificados com sobredosagem de
quetamina + xilazina para remogéo do utero e das vesiculas seminais. Os 6rgaos
foram dissecados dos tecidos periféricos em placa de Petri, desidratados

rapidamente em papel de filtro e pesados.

3.2.5. Mobilizagao leucocitaria apdés tratamento prolongado com G-CSF

Para determinar se o tratamento mais prolongado com G-CSF mantém a
mobilizagdo apos a injecéo desta citocina, foi feito um protocolo especifico em ratos
machos e fémeas determinando-se o curso temporal da mobilizacdo de leucécitos
para o sangue periférico apés injecao de G-CSF. Os animais com 8 semanas de
idade (6 machos e 5 fémeas) receberam tratamento diario com G-CSF (50 ug/kg sc)
durante 7 dias. No ultimo dia (72 dose) foi coletado sangue periférico imediatamente
antes da injecdo (medida basal) e 3, 6, 12 e 24 horas apos o tratamento para a

contagem leucocitaria.

3.3. Determinacao da Fase do Ciclo Estral

As fases do ciclo estral das ratas foram determinadas através de esfregagos
vaginais realizados pela manha e a noite. Com o auxilio de uma ponteira acoplada a
um conta-gotas, foram injetados 0,20 ml de solug¢ao salina através do canal vaginal.
Imediatamente apos ser injetado, o fluido vaginal era coletado e colocado sobre uma
ldamina de vidro para confeccdo do esfregagco vaginal. Os esfregagos foram
analisados a fresco em microscépio 6tico (aumento de 400x). As diferentes fases do
ciclo estral foram identificadas através da visualizagdo dos tipos celulares

caracteristicos de cada fase, como mostra a figura 4
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Figura 4. Fotomicrografias de esfregacos vaginais nao-corados mostram as quatro fases do ciclo
estral. Leucécitos (L), células epiteliais (E), células cornificadas (C). A fase do proestro (a) é
caracterizada pela presenga predominante de células epiteliais nucleadas. O estro (b) predominam
células cornificadas ou queratinizadas anucleadas. O metaestro (c) consiste da mesma proporgao
entre células epiteliais nucleadas, cornificadas e leucécitos. O diestro (d) consiste principalmente da
predominancia de leucdcitos. (Adaptado de Marcondes, 2002).

3.4. Coleta de Sangue

Os animais foram contidos e uma das patas traseiras (direita ou esquerda) foi
imobilizada. Apds a tricotomia local, a veia safena lateral foi puncionada com uma
agulha 13 x 4.5 (BD, Brasil) e 20ul de sangue foi coletado com uma pipeta
automatica. A amostra foi imediatamente transferida para tubo Eppendorf contendo
380yl solugao de acido acético a 2% para lise das hemacias (proporgéao de diluigao
1/20). Apdés a homogeneizagéo, foi colocada uma aliquota dessa suspensao em uma
camara de Neubauer. A camara de Neubauer permaneceu por 5 minutos dentro de
uma placa de Petri invertida, contendo um chumacgo de algoddo umido, permitindo
assim a sedimentagao das células. A contagem dos leucdcitos totais foi realizada em

microscopio 6tico sob aumento de 400 X.
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No protocolo de infarto do miocardio, os animais foram submetidos a anestesia com
cloridrato de quetamina (5mg/kg) e xilazina (10mg/kg) 12 horas apo6s a ligadura
coronarina ou cirurgia ficticia. Uma aliquota de 3 ml de sangue foi coletada por
puncado cardiaca e colocada em tubo de vidro contendo anticoagulante EDTA na
proporgao de 1 mg/ml. Apés homogeneizagao foi realizada a contagem das células

(hemograma) em sistema automatico.
3.5. Quantificagédo dos Leucécitos Totais em Camara de Neubauer

A camara de Neubauer (figura 2) é um tipo de lamina de microscopio de vidro
espesso, composta por dois reticulos na regiao central separados por um sulco
transversal. A regido reticular (quadriculada) é dividida em nove quadrantes, cada
qual de dimensdo 1x1mm e 0,1mm de profundidade. Cada quadrante é composto
por dezesseis quadrados menores. A camara é limitada superiormente por uma
laminula especifica, que confere um volume de 0,1mm?® ou 1x10* ml a cada
quadrante (1x1x0,1=0,1mm?®). A contagem total do nimero de leucdcitos é realizada
nos quatro quadrantes externos (localizados em cada extremidade) da camara e o
calculo da contagem das células é feita pela seguinte formula:

N° total de células x 10*x1 (volume) x 20 (Fator de diluicio)

8 (N° de quadrantes)

Figura 5 - Camara de Neubauer.
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Q-3 Q-4

Figura 6. Esquema e sentido da contagem de células na camara de Neubauer

Para uniformizar as quantificagdes, foram contadas apenas as células que estavam

posicionadas em cima dos limites superior e esquerdo do quadrante (figura 3).
3.6. Contagem diferencial de leucécitos

A contagem dos subtipos de leucdcitos foi feita em esfregagos sanguineos corados
(Fig. 8). A preparagédo do esfregaco foi feita da em lamina de vidro previamente
limpa e seca. Uma gota de sangue era colocada a, aproximadamente, um
centimetro de uma das extremidades da lamina. Uma segunda lamina (extensora)
de bordos esmerilados era aproximada da gota de sangue em angulo de 45° e
deslizada ao longo da primeira em um movimento rapido e homogéneo, permitindo
que o sangue fosse espalhado horizontalmente no bordo da lamina formando uma
fina camada uniforme.

Para a identificagdo dos diferentes tipos de células sanguineas (globulos brancos),
foi realizada a coloragao padréao descrita abaixo. Apds secar o esfregaco agitando a
ldmina no ar, a coloracéo foi realizada imediatamente. Depois de posicionada em um
suporte adequado, o esfregaco foi recoberto com 20 gotas do corante May-Griunwald
(Bioclin). Apdés 3 minutos foram acrescentadas 20 gotas de tampéao fosfato (pH =
7,2) e a solugéao foi misturada nos diversos pontos da Iamina. Depois de 2 minutos a
mistura foi desprezada e, sem lavar a lamina, foram acrescentadas 20 gotas da
solugao diluida de Giemsa (Bioclin), preparada no momento da coloragdo (uma gota
de Giemsa para cada mililitro de agua destilada). Ap6s 12 minutos o corante foi
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desprezado e a lamina lavada em agua corrente. Depois de secar em posigcéo
vertical, a qualidade da Iamina foi avaliada com uma objetiva de menor aumento
(10x e 40x) em um microscépio 6tico. Em seguida, foi analisada com objetiva de
imersdo de maior aumento (10x 100x) para a identificagdo dos varios tipos de
glébulos brancos. A contagem diferencial dos leucdcitos foi iniciada no meio em
direcdo ao final da lamina (zona mais uniforme). Foram contadas 200 células,
percorrendo a lamina em ziguezague de uma borda a outra, como mostra a figura 4.

Os resultados foram expressos em % do total de leucécitos contados.

Figura 7. Esquema do procedimento da contagem diferencial de leucécitos.

Figura 8. Figura representativa mostra os subtipos de leucdcitos: linfocitos, neutréfilos, mondcitos,

eosinofilos e basodfilos.
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3.7 Producao do Infarto do Miocardio

O infarto do miocardio foi produzido de acordo com a técnica padrao em nosso
laboratério (Mill et al., 1990). Apds anestesia com ketamina (5mg/kg) e xilazina
(10mg/kg) por via intramuscular, os animais foram posicionados em mesa cirurgica
para animais em decubito dorsal. Foi realizada toracotomia no nivel do 4° espacgo
intercostal esquerdo, e o coragédo era rapidamente exteriorizado. Com um fio de
mononylon 6.0 (Medline, Brasil) acoplado a uma agulha n&o traumatica, foi realizada
a oclusdao permanente da artéria coronaria descendente anterior esquerda,
localizada logo abaixo da borda do atrio esquerdo. O coragao foi reposicionado e o
térax imediatamente fechado com uma sutura em forma de bolsa. A presenga de
infarto era confirmada 24 horas apds através do registro do eletrocardiograma.
Foram considerados infartados os animais com presenga de onda Q patolégica na
derivagao D1, conforme padronizacao do laboratério.

3.8. Técnica de Castragao (Ooforectomia e Orquiectomia)

Ratos machos e fémeas foram submetidos a anestesia geral com cloridrato de
ketamina (5mg/kg) e xilazina (10mg/kg) por via intramuscular. As fémeas foram
colocadas em decubito ventral e, apds tricotomia local, foram realizadas incisdes
laterais de aproximadamente 0,5 cm na pele e na camada muscular, entre o ultimo
rebordo costal e a coxa, a um centimetro da linha mediana. Apds a abertura da
cavidade peritoneal, foi realizada a ligadura das tubas uterinas e os ovarios foram
removidos (ooforectomia bilateral). Em seguida foi realizada a sutura da musculatura
e pele. Os machos foram colocados em posigdo supina e, em seguida, foram
submetidos a uma incisdo de 1 cm na bolsa escrotal até atingir a tunica vaginalis. Os
testiculos foram expostos por compressdao e uma ligadura foi feita em volta do
corddo espermatico. Em seguida os testiculos foram seccionados (orquiectomia

bilateral) e a bolsa escrotal foi suturada.
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3.9. Analise Estatistica

Os resultados estdo expressos como média + erro padrdo da média (epm). A
comparagao de duas médias foi feita por teste t de Student e a comparagédo de mais
de duas médias foi feita por analise de variancia (ANOVA) de duas vias seguida do
teste de comparagdes multiplas de Tuckey quando pertinente. A significancia
estatistica foi considerada para p<0,05. As analises estatisticas foram realizadas
com a utilizagdo do programa GB-STAT v 9.0. Para a construgao dos graficos, foi

utilizado o software OriginPro verséo 7.5.
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4. RESULTADOS
4.1.1 Curva dose-resposta ao G-CSF

Para a escolha da dose ideal para recrutar o maior numero de leucécitos, foram
testadas trés diferentes doses. A contagem de leucdcitos realizada antes da
administragcao da droga ou salina (contagem basal) foi similar em machos e fémeas
com tendéncia a valores maiores (cerca de 20%) em machos do que em fémeas
(10315 + 612 vs 8882 + 532 leucdcitos/mm?, respectivamente). A concentragédo de
leucdcitos no sangue periférico 12 horas apds a inje¢cao de G-CSF foi similar nas
doses de 25, 50, e 100ug/kg tanto em machos como em fémeas, sendo que para
cada dose administrada a concentracao leucocitaria foi sempre maior (p<0.05) em
machos do que em fémeas (figura 4). A mobilizagdo leucocitaria em machos
também foi maior em termos relativos. Assim, considerando os dados observados
ap6s a injecdo da dose intermediaria de G-CSF (50 ug/kg) ocorreu aumento de
cerca de 290% da concentragéo leucocitaria em machos e de 240% em fémeas. A
injecdo de solugdo salina ndo produziu qualquer modificagdo significante na

contagem leucocitaria.

50000

g §# % I M-Salina
45000 I M-GCSF
§H* I F-Salina
I F-GCSF

40000 —-
35000 —-
30000 —-
25000 —-
20000 —-

15000 -

Leucécitos (Céls./mm°)

10000 —

5000

Basal 25 50 100
Dose (ug)



33

Figura 9. Leucécitos 12 horas apds a administragdo de dose Unica de 25, 50 e 100ug/kg de G-CSF
ou volume equivalente de salina. Machos (M) e Fémeas (F). §p<0,05 vs. M-basal, #p<0,05 vs. M-
salina, *p<0,05 vs. F-G-CSF, p<0,05 vs F-basal, *p<0,05 vs. F-salina (n=5 animais/grupo). Os valores

representam a mediatepm

4.1.2. Curso temporal da mobilizagao de leucécitos

Tendo em vista o resultado do protocolo anterior, foi escolhida a dose de 50 ug/kg
de G-CSF para se determinar o curso temporal da mobilizagdo de leucdcitos em
ratos machos e fémeas. A contagem leucocitaria realizada antes do tratamento com
G-CSF (contagem basal) foi similar entre os grupos. Embora sem significancia, a
contagem basal de leucdcitos foi novamente um pouco maior em machos do que em
fémeas. Tanto em machos como em fémeas observou-se incremento significativo da
concentragdo de leucocitos no sangue periférico. Em ambos os sexos o efeito
maximo do G-CSF foi observado no sangue coletado 12 horas ap6s a administragao
da droga, sendo que nesse momento a concentragdo leucocitaria em machos era
cerca de 35 mil/mm® e em fémeas de 20 mil/mm?® (p<0.05). A figura 5 mostra
claramente que a mobilizacdo parece ser também mais rapida em machos, pois 3
horas apos a injegcdo do G-CSF ja se observava aumento significativo da contagem
leucocitaria em machos de modo diferente da observacdo em fémeas. Os dados
também sugerem que a queda da mobilizagdo também é mais lenta em machos,
pois 24 horas apods a inje¢ao do G-CSF a contagem leucocitaria em fémeas ja era
similar a contagem basal, enquanto que em machos ainda se observava maior
concentragdo de leucdcitos (figura 5). Nos diversos momentos de retirada de
sangue, a contagem foi sempre menor em fémeas do que em machos: 6h(76%),
12h(75%), 18h(53%) e 24h(100%). (p<0,05).
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Figura 10. Leucdcitos totais antes (tempo 0 = basal) e 3, 6, 12, 18 e 24 horas apdés a administragéo
de dose Unica de 50ug/kg de G-CSF ou salina em ratos machos (M) e fémeas (F). §p<0,05 vs. M-
basal, #p<0,05 vs. M-salina, *p<0,05 vs. F-GCSF, p<0,05 vs. F-basal, *p<0,05 vs. F-salina (n=5-6

animais/grupo). Os valores representam a médiatepm.

4.1.3. Mobilizacao de Leucécitos em ratos machos e fémeas com infarto do

miocardio

A contagem de leucdcitos totais realizada antes do procedimento cirdrgico néo
diferiu significativamente entre os grupos, apesar de ter sido maior em machos,
como nos protocolos anteriores (figura 6). Interessante observar que a simples
cirurgia de simulagédo de infarto (grupos sham) determinou pequeno incremento na
contagem leucocitaria tanto em machos como em fémeas. Ocorreu elevagao
significante e similar na contagem leucocitaria apos o tratamento com G-CSF em
machos submetidos ao infarto do miocardio ou a cirurgia ficticia, ou seja, a presenca
do infarto ndo modificou o efeito do G-CSF (p<0,05). Em fémeas submetidas aos

mesmos procedimentos a elevagéo da contagem leucocitaria foi pequena e nao foi
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significante (p>0.05). A contagem de leucdcitos 12 h apos o tratamento com G-CSF

foi 65% maior em machos do que em fémeas (p<0,05).
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Figura 11. Leucdcitos totais antes (basal) e 12h apds o infarto do miocardio (M) ou cirurgia ficticia
(sham) em ratos machos (M) e fémeas (F). §p<0,05 vs. M-basal (n=9), #p<0,05 vs. M-salina (n=10),

*p<0,05 vs. F-GCSF (N=7). Os valores representam a médiatepm.

4.1.4. Parametros ponderais

Tabela 1. Valores de peso uterino (p.u) e peso corporal (p.c) de fémeas castradas e nao-

castradas.

Grupos Peso corporal (g) Peso uterino (mg) relagéo p.u (mg)/p.c (g)
Controle (n=5) 1785 35310 1,98

Castrada (n=5) 188110 46+0* 0,24

Valores expressos como médiatEPM. *p<0,05 quando comparado ao grupo controle.
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Tabela 2. Valores de peso de vesicula seminal (p.v) e peso corporal (p.c) de machos

castrados e nao-castrados.

Grupos Peso corporal (g) Peso v. seminal (mg) relagado p.vs (mg)/p.c
Controle (n=5) 251+£10 39210 1,56
Castrado (n=5) 228+10 19+0* 0,08

Valores expressos como média e + EPM. *p<0,05 quando comparado ao grupo controle.

4.1.5. Influéncia dos hormoénios sexuais na mobilizagao leucocitaria mediada
pelo G-CSF

Para determinar se as diferengas apontadas nas figuras 5 e 6 eram decorrentes dos
diferentes perfis hormonais em ratos machos e fémeas, o mesmo protocolo foi
repetido trinta dias apds a castracdo dos animais. A castracao foi feita nos animais
com 4 semanas de vida e os experimentos foram realizados 4 semanas apos.
Novamente, a contagem basal nao diferiu entre os grupos. Em machos castrados
tratados com G-CSF houve incremento do numero de leucécitos 6 horas apds a
droga, tendo atingido o pico leucocitario 12 horas apds, comparado ao grupo
controle. Apos 24 horas o numero de leucdcitos retornou ao nivel basal. Em fémeas
castradas tratadas com G-CSF houve incremento no numero de leucocitos, apds 12
horas apds a droga, comparado ao grupo tratado apenas com solugao salina. Apés
24h o numero de leucécitos retornou ao nivel basal. A contagem leucocitaria foi 65%
maior em machos castrados comparada a fémeas castradas, 12 horas apds a
injecdo de G-CSF.
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Figura 12. Leucdcitos antes (basal), 3, 6, 12 e 24 horas apés a administracdo de 50ug/kg/G-CSF, em
ratos castrados. §p<0,05 vs. M-basal, #p<0,05 vs. M-controle, *p<0,05 vs. F-GCSF, #p<0,05 vs. F-

controle (N=5 animais/grupo). Os valores representam a médiatepm.

4.1.6. Mobilizagao leucocitaria apés tratamento prolongado com G-CSF

Visando determinar se a administracdo de doses repetidas de G-CSF alteraria o
perfil de mobilizagdo leucocitaria, foi realizado protocolo de tratamento por 7 dias,
com injegdes diarias de dose unica de G-CSF em ratos machos e fémeas. No sétimo
dia de tratamento foi feita a contagem de leucécitos antes da ultima dose (sétima) e
3, 6, 12 e 24 horas apos. Os resultados da contagem leucocitaria sdo mostrados na
figura 8. Observa-se que a contagem basal foi maior em machos do que em fémeas,
confirmando os achados anteriores (figuras 5 e 7) de que o retorno aos niveis basais
de leucécitos € mais rapido em fémeas, apds pulsoterapia com o G-CSF. Em

machos a contagem leucocitaria apresentou aumento significativo 3 h apds esta
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ultima dose atingindo-se novamente o pico leucocitario 12 h apds a injegao e retorno
aos niveis basais 24 horas apdés. Embora n&o tenha sido significante, o numero de
leucdcitos em fémeas aumentou 3h apds a ultima dose, com 6h houve queda e 12h
apos, a contagem de leucdcitos apresentou incremento (p<0,05). A contagem

leucocitaria foi 48% maior em machos do que em fémeas, 12h apds a ultima dose.
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Figura 13. Leucdcitos totais apds sete dias de administracdo de G-CSF. #p<0,05 vs. M-basal, *p<0,05

vs. F-GCSF, §p<0,05 vs. F-basal (n=6 animais/grupo). Os valores estdo apresentados como

médiatepm 3, 6, 12 e 24 h ap6s G-CSF injetado em ratos machos e fémeas.

4.1.7. Mobilizagdo leucocitaria em ratos machos e fémeas no 1° e 7° dia de

tratamento com G-CSF

A figura 9 mostra a comparagao do curso temporal da mobilizagao leucocitaria em
ratos machos apos a 1% e a 72 dose de G-CSF. Houve incremento da contagem
leucocitaria 6h e 12h apds a primeira dose (p<0,05). Houve elevagdo na contagem
de leucdcitos realizada antes da ultima dose, porém nao foi significativa. Apds sete

doses diarias, houve aumento na contagem de leucdcitos 3h apds a ultima dose,
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com 6h o numero de leucécitos caiu e 12h depois atingiu o pico leucocitario com
43% de aumento em relagédo a primeira dose (p<0,05). Com 24h retornou préximo
ao nivel basal. Os resultados mostram que a capacidade de mobilizar leucdcitos
para o sangue periférico permanece praticamente inalterada apés administragbes
repetidas de G-CSF. O mesmo perfil de resultados foi observado dentro do grupo de
fémeas tratadas durante o mesmo periodo de 7 dias (figura 10).
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Figura 14. Leucdcitos totais em machos no 1° e no 7° dia de administracdo do G-CSF. #p<0,05 vs M-
basal (1°dia), ,%p<0,05 vs M-basal (7°dia), p<0,05 vs M-GCSF (1°dia). Os valores estdo apresentados

como médiatpm.
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Figura 15. Leucdcitos em fémeas no 1° e no 7° dia de administragao de G-CSF. #p<0,05 vs. F-basal

(7°dia). Os valores estao apresentados como médiatepm.

A tabela 3 mostra os valores da contagem diferencial de leucdcitos, em machos e
fémeas,12h apods o tratamento com G-CSF. A contagem de neutrdfilos circulantes foi
maior em machos comparado a fémeas, tanto apds dose unica quanto apds a ultima
dose de G-CSF.
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Tabela 3. Contagem diferencial de células sanguineas periféricas de machos e fémeas12h

apos dose Unica e tratamento prolongado com G-CSF

Parametros F (1 dose) F (7 doses) M (1 dose) M (7 doses)
Leucécitos 1937513148 26875+1567 27921+1270* 39667+3405*
Neutrdfilos 1 1976+£2105 13732+1840 20257+1017* 31642 +3305*
% L. totais 62+5,1 50+4,1 72,6117 79124
Linfocitos 711211439 127681563 71741495 76171856

% L. totais 36+4,9 48+4 1 25+1,36 20+2,2
Mondcitos 286+55,1 375149,6 576+148 406+106
% L. totais 1,5+0,2 1,4+0,1 4,25+2 2 1,0£0,2

Valores expressos como médiatEPM. #p<0,05 vs.dose unica. *p<0,05 vs.fémeas

4.1.8. Curso temporal da mobilizagcao leucocitaria apés G-CSF em animais
castrados e nao-castrados

A figura 16 mostra o curso temporal da mobilizagdo de leucécitos mediada pelo G-
CSF em machos e fémeas castrados e ndo castrados. A contagem basal de
leucdcitos ndo diferiu significativamente entre os grupos, porém em fémeas nao
castradas a contagem foi menor. Apds a castragdo dos animais houve uma reducgéo
do numero de leucécitos apds o tratamento com G-CSF em machos e em fémeas,
porém essa redugdo nao foi significante. Em machos tratados com G-CSF houve
incremento de leucdcitos em todos os periodos avaliados em relagdo a contagem
basal (3, 6, 12 e 24h) apds (p<0,05). Em machos castrados tratados com G-CSF
houve incremento de leucdcitos apenas 6 e 12h apds a droga. Em fémeas tratadas
com G-CSF houve incremento de leucécitos 6 e 12h apds em relagao a contagem
basal (p<0,05), no entanto, em fémeas castradas ndo houve incremento significativo.
Em machos tratados com G-CSF a contagem leucocitaria foi maior quando
comparada a fémeas (6, 12 e 24h) apds, enquanto que em machos castrados essa

diferengca s6 foi observada com 12h (p<0,05). A tabela 4 mostra os valores da
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contagem diferencial de leucdcitos entre machos e fémeas castrados e ndo-

castrados. Apos dose unica de G-CSF, a contagem de neutrdfilos circulantes foi

significativamente maior em machos nao castrados, porém, apdés a castragcao dos

animais, o numero de neutroéfilos circulantes nao diferiu entre machos e fémeas..
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Figura 16. Leucocitos totais em machos e fémeas castrados e ndo-castrados apés G-CSF. #p<0,05

vs. M-basal, *p<0,05 vs. F-GCSF, §p<0,05 vs. M-castrado,”p<0,05 vs F-basal, (n=6 animais/grupo). Os

valores estao apresentados como médiatepm.
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Tabela 4. Contagem diferencial de células sanguineas periféricas de machos e fémeas

castrados e nao-castrdos, 12h apds dose Unica de G-CSF

Parametros F G-CSF FC G-CSF M G-CSF MC G-CSF
Leucécitos 1937513148 182001914 27921+1270* 28100£1977*
Neutrdfilos 1197612105 1101811047 20257+1017* 161271834
% L. totais 62+5,1 61173 72,6117 5816,89
Linfocitos 711211439 673011822 71741495 1158611498
% L. totais 36+4,9 36482 25+1,36 41129
Mondcitos 286+55,1 253+32,4 576+148 3861127
% L. totais 1,510,2 1,1+0,48 4,25+2,2 1,3+0,3

Valores expressos como médiatEPM. *p<0,05 vs.fémeas

FC: Fémeas castradas, MC: Machos castrados
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DISCUSSAO

O G-CSF é uma citocina capaz de estimular a proliferagao, diferenciacao e a
sobrevivéncia de células da linhagem granulocitica da medula éssea. Tem sido
amplamente usado na clinica para o tratamento da mielosupressdo apés
quimioterapia e neutropenias em geral.

Estudos mostram que as células tronco/progenitoras da medula Ossea
mobilizadas por G-CSF s&o capazes de migrar para tecidos ndo hematopoiéticos e
provavelmente possam contribuir para regenerar tecidos que sofreram injuria através
da sua plasticidade e possivel transdiferenciagao.

Orlic et al (2001) mostraram que células tronco da medula 6ssea mobilizadas
por citocinas tém a capacidade de migrar para o tecido cardiaco e se
transdiferenciar em cardiomiocitos regenerando o tecido infartado. Entretanto,
estudos mais recentes tém questionado a capacidade do G-CSF, mesmo associado
a outras citocinas, a regenerar tecidos lesados por mecanismos de
transdiferenciacgao.

Outros estudos ainda apontam que G-CSF ndo somente estimula a
mobilizagcédo de células da medula 6ssea com capacidade regenerativa, mas também
age nos tecidos através de outros mecanismos como a inibicdo de apoptose e
estimulacédo da angiogénese (Ohtsuka et al; 2004).

Portanto, o uso do G-CSF vem sendo preconizado na terapia de varias
doencas. Entretanto, os resultados sdo ainda bastante controversos. Os diferentes
resultados obtidos por diferentes autores neste campo podem se dever, ainda que
em parte, aos diferentes protocolos de tratamento (como dose e tempo de
tratamento); ao uso de diferentes espécies (Suzuki et al; 2008) ou até mesmo a
protocolos similares realizados em animais de diferentes sexos.

Recentemente Cheng et al. (2008) mostraram que o uso do G-CSF prejudicou
o remodelamento e a fung¢do cardiaca de ratas fémeas submetidas ao infarto do
miocardio. Outro estudo (Dias da Silva et al., 2005) mostrou que o tratamento de
ratas geneticamente hipertensas (SHR) com células mononucleares da medula

6ssea ou com G-CSF era capaz de reduzir a pressao arterial, fato que néo se



45

repetiu em nosso laboratério quando o mesmo protocolo experimental foi realizado
em ratos SHR machos. Portanto, estes achados sugerem que diferengas sexuais
podem interferir diretamente ou indiretamente nos efeitos desta citocina.

Sabendo que o principal efeito do G-CSF é estimular a mobilizacado de células
da linhagem granulocitica da medula éssea para o sangue periférico, surgiu a idéia
de comparar a mobilizagdo de leucécitos para o sangue periférico em ratos Wistar
machos e fémeas submetidos ao mesmo protocolo de tratamento com G-CSF.

Estudos realizados em humanos e camundongos mostram que a
administracdo de dose unica de G-CSF induz uma neutropenia transiente seguida
por um aumento de neutrofilos circulantes, em aproximadamente cinco vezes, que
se inicia apds 30 minutos e alcanga o pico com 12 h pds injegdo. Granuldcitos
maduros e imaturos (bastonetes e metamieldcitos) sdo mobilizados dentro da
circulagdo. Contudo, ndo foi observado aumento significativo de linfocitos, mondcitos
ou eosinodfilos, demonstrando que a mobilizagado induzida por G-CSF ¢é seletiva para
neutroéfilos (Link, 2005).

Em nosso estudo, fizemos inicialmente a escolha da dose ideal fazendo-se
uma curva dose resposta com trés diferentes (25, 50 e 100ug/kg) doses testadas em
ratos machos e fémeas. A hemocitometria foi realizada 12, 18 e 24h apds dose
unica de G-CSF. Observamos que o0 numero de leucécitos aumentou
significativamente nos animais tratados comparado aos animais controles, porém
nao houve diferenga significativa entre as doses. Surpreendentemente, a contagem
de leucdcitos totais foi significativamente maior em machos comparada a fémeas.
Em seguida, um novo protocolo foi proposto no qual avaliamos o curso temporal de
agao do G-CSF. Foi estipulada a dose de 50ug por induzir uma resposta bioldgica
maxima. A contagem leucocitaria foi realizada antes (basal) 3, 6, 12 e 24h apds dose
unica de G-CSF em machos e fémeas.

Um estudo realizado em camundongos mostrou que a contagem basal de
leucdcitos variava de acordo com o ritmo circadiano, € que a resposta ao G-CSF
também era dependente do ritmo circadiano. Os mecanismos envolvidos na
influéncia do ritmo circadiano sobre a contagem basal de leucocitos podem estar
associados com a ritmicidade da proliferacao e diferenciacdo de células progenitoras

da medula éssea, a mobilizacdo de células maduras pré formadas da medula 6ssea
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e a destruicdo ou remocgao destas células (Ohdo et al., 1998). Neste estudo, a
contagem basal de leucécitos realizada as 09:00h da manha foi significativamente
maior comparada a contagem realizada as 21:00h da noite. No mesmo estudo, a
contagem de leucdcitos realizada 24h apdés a injecdo de G-CSF foi
significativamente maior (50%) nos animais que receberam a droga as 07:00 h da
manha comparada aos animais que receberam as 19:00. Culturas de medula 6ssea
obtidas nos dois periodos do dia resultaram em diferentes numeros de colbnias
mieldides mesmo quando tratadas dentro das mesmas concentragcées de G-CSF in
vitro. A atividade formadora de colbonias do G-CSF foi significativamente mais
potente as 07:00 do que as 19:00 horas, sugerindo que a sensibilidade das células
da medula éssea ao G-CSF varia de acordo com o periodo do dia. As concentracoes
plasmaticas de G-CSF foram significativamente maiores em camundongos que
receberam a droga as 07:00 do que as 19:00 horas. Tanto a sensibilidade das
células da medula 6ssea ao G-CSF como a taxa de clearance renal da droga
durante o periodo ativo dos animais, podem ter contribuido para estas variagoes.
Portanto, em nosso estudo a dose foi administrada sempre no mesmo horario, para
evitar possiveis flutuagdes decorrentes do ritmo circadiano.

Em nossos experimentos, a contagem basal de leucécitos sempre foi maior
em machos, embora essa diferenga ndo tenha sido significante. Houve aumento da
contagem de leucécitos 3h apds a administragdo da droga em machos sugerindo um
efeito mais precoce do G-CSF em machos do que em fémeas. Com 6h houve
aumento do numero de leucdcitos em ambos, machos e fémeas, e a contagem
leucocitaria atingiu o pico com 12h tanto em machos quanto em fémeas. Com 24h o
numero de leucdcitos ainda estava alto em machos, porém em fémeas ja tinha
retornado aos niveis basais. Portanto, estes dados sugerem uma diferenca tanto no
numero de leucocitos totais como na cinética de agdo da droga entre machos e
fémeas.

O G-CSF regula a proliferagédo e diferenciacdo de populagdes de células
progenitoras da medula 6ssea e também estimula a mobilizagdo de neutrdfilos
maduros pré-formados da medula 6ssea. A elevagcdo da contagem de leucécitos no
periodo inicial de acdo da droga reflete a mobilizagdo de neutréfilos maduros pré
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formados. No entanto, a elevagdo da contagem de leucdcitos no periodo tardio
reflete a proliferacao e a diferenciacéo de células progenitoras da medula 6ssea.

Tanaka & Kaneko (1991) avaliaram a farmacocinética de G-CSF através de
ELISA em ratos machos e fémeas. Apds a administragao intravenosa e subcutanea
de 5 e 100ug/kg de G-CSF o sangue foi coletado 1, 2, 4 e 8 horas apds a
administracdo. A meia vida da droga foi menor em fémeas comparada a machos. A
cultura de células obtidas da medula 6ssea de machos e fémeas mostrou 0 mesmo
perfil de dose-resposta ao G-CSF. Estudos in vivo revelaram que apds a
administracdo de 100ug/kg de G-CSF, a contagem de neutréfilos foi similar em
machos e fémeas no inicio (4 h) e no pico da mobilizagao (12h), porém apés 24h a
contagem de neutrdfilos foi menor em fémeas.

Existem evidéncias de que o eixo SDF-1/CXCR4 pode ser interrompido
durante a mobilizacdo de neutréfilos por G-CSF. Estudos mostram que o tratamento
diario com G-CSF resulta na diminuicdo significativa da expressdo de SDF-1 na
medula éssea. Além disso, o G-CSF reduz a expressdo de CXCR4 na superficie das
células. Enquanto estes efeitos de G-CSF sao considerados crbnicos, estudos
realizados em camundongos e humanos mostram que unica injegao de G-CSF leva
a um rapido aumento do numero de neutrdfilos circulantes. Esses resultados
sugerem que G-CSF pode também inibir rapidamente a retengao do sinal liberado
por SDF-1 agindo via CXCR4, enquanto estimula a mobilizagédo aguda de neutréfilos
da medula 6ssea. A administracdo diaria de G-CSF, aumenta o numero de
neutréfilos na medula 6ssea e no sangue, sugerindo que G-CSF estimula tanto a
producao quanto a liberagao de neutrofilos. (Furze & Rankin, 2008).

Para avaliagédo dos efeitos a longo prazo do G-CSF, os animais receberam o
tratamento diario durante sete dias. Apds sete dias, o numero de leucécitos em
machos aumentou significativamente comparado com a contagem realizada no
primeiro dia, porém em fémeas ndo houve aumento significativo, sugerindo uma
distinta cinética de producdo e liberacdo do pool de células da medula éssea
estimulada por G-CSF.

Para avaliar se as diferencas do G-CSF na mobilizacdo de leucdcitos em
machos e fémeas também ocorriam apos injuria cardiaca, elaboramos o protocolo

de infarto em ratos machos e fémeas submetidos a ligadura coronariana para
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producgao de infarto do miocardio. Os animais receberam dose unica de G-CSF trinta
minutos apos o procedimento cirurgico, e apos 12h, o sangue foi coletado através de
puncdo cardiaca para a realizagdo de hemograma com contagem automatica de
células. Doeing et al (2003) mostraram que diferengas na contagem de leucdcitos
podem ser detectadas dependendo do tipo de técnica e da fonte sanguinea utilizada
para a coleta. Neste estudo, a contagem basal de leucdcitos do sangue coletado
através da puncdo da veia safena ou da veia caudal de camundongos foi
significativamente maior comparada com a contagem realizada no sangue coletado
através da puncgao cardiaca, tanto em machos quanto em fémeas. O estresse fisico
local aplicado durante a coleta do sangue através da veia safena pode causar a
liberacdo de leucdcitos dentro da circulagao, alterando a concentracido de leucdcitos
no sangue circulante. A resisténcia vascular e a estase sanguinea criada pela
grande area de superficie no leito capilar podem ser responsaveis pela alta
contagem de leucdcitos no sangue coletado de locais periféricos. Diferentes tipos de
anestésicos utilizados para a coleta de sangue através da pungao cardiaca também
podem interferir na contagem de leucécitos. (Diehl et al; 2001). Apesar disso, as
diferentes fontes sanguineas e técnicas utilizadas para a coleta neste estudo, néo
alteraram nossos resultados.

Surpreendentemente, o resultado obtido através do hemograma foi similar ao
encontrado através da hemocitometria, apesar dos diferentes locais de coleta das
amostras e técnicas utilizadas. A resposta ao G-CSF nao foi alterada apds o infarto
do miocardio e a contagem de leucdcitos totais também foi maior em machos
comparada a fémeas. Nos animais submetidos ao infarto ou a cirurgia ficticia
(controles), a contagem de leucécitos também foi maior em machos.

Sinha et al. (2006) mostraram que o estrogénio exerce um efeito
antinflamatério, limitando a infiltragdo de neutrofilos e macrofagos através da
depressao (downregulation) da expressao de varias citocinas e quimocinas. O
estrogénio também reduz a adesao de leucdcitos (Santizo & Pelligrino, 1999).

Estudos realizados com machos e fémeas submetidos ao infarto do miocardio
corroboram, pelo menos em parte, com nossos resultados, os quais mostraram que

a infiltracdo de neutrodfilos no tecido cardiaco durante a fase aguda do infarto foi
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maior em machos comparada a fémeas (Wuang et al; 2007). Recentemente, outro
estudo confirmou o mesmo achado (Piro et al; 2010).

Um estudo feito com ratas submetidas ao infarto do miocardio mostrou que G-
CSF nao exerceu nenhum efeito sobre a infiltracdo de células c-kit+ e leucdcitos no
miocardio infartado (Cheng et al., 2008).

Para avaliarmos possiveis influéncias hormonais nos resultados iniciais
obtidos em nosso estudo, animais pré-puberes (machos e fémeas) foram castrados
e ap6s um més de castragdo receberam dose unica de G-CSF. A contagem
leucocitaria foi avaliada antes, 3, 6, 12 e 24h apds a droga. Houve aumento maior do
numero de leucocitos mobilizados em machos castrados em comparagdo com as
fémeas castradas 12h apds o tratamento. Esses dados sugerem que a castragéo
nao interferiu na diferenca de mobilizacdo entre os sexos. No entanto, apds a
castracdo, o numero de leucécitos diminuiu em ambos os sexos quando comparado
ao grupo ndo castrado; embora esta diminuicdo ndo tenha sido significativa. No
grupo nao-castrado, o numero de neutréfilos circulantes também foi maior em
machos, porém apds a castragao, ndo houve diferenga significativa entre machos e
fémeas. Este achado sugere uma possivel influéncia hormonal nos niveis basais de
leucdcitos e mesmo na mobilizagdo induzida pelo G-CSF.

Doeing et al. (2003) mostraram que a contagem basal de leucdcitos no
sangue periférico foi similar em camundongos machos e fémeas, porém na
contagem diferencial, o numero de neutréfilos em fémeas foi significativamente
menor comparado a machos. Estes dados sugerem que hormdnios sexuais exercem
um efeito na regulagéo de leucdcitos circulantes.

Estudos mostram que hormoénios esterdides femininos, 17 g-estradiol e

progesterona, podem modular a expressdo de moléculas de adesédo nos leucécitos
sanguineos periféricos humanos, enquanto afetam sua circulagdo e ativagéo
(Chernyshov et al; 2002). Camundongos tratados com estradiol apresentam
diminuicdo do numero de neutréfilos que pode estar relacionado com a infiltragao de
neutrofilos dentro do utero (England & Bain, 1976). Outros estudos tém indicado a
influéncia do estado reprodutivo (ciclo estral) nas concentragbes e fungdes dos
neutréfilos (Subandrio et al; 2000).
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Shevde & Pike (1996) mostraram que a perda da fungdo ovariana em ratas
ovariectomizadas causou aumento do numero de CFU-GM (unidades formadoras de
coldnias de granuldcitos-macréfagos) e células tronco/progenitoras mais primitivas, e

que a administracdo de 17 p-estradiol em ratas ovariectomizadas bloqueou o

aumento tanto de CFU-GM quanto de progenitores mieldides primitivos.

A consequéncia da agao do estrogénio nas células tronco hematopoiéticas
primitivas pode se estender além da osteoclastogénese. O efeito supressor do
estrogénio nas células tronco mieldides multipotentes sugere a probabilidade de que
varias linhagens hematopoiéticas podem ser afetadas, incluindo as que produzem
eritrécitos, plaquetas, mondcitos e neutrdfilos. Existem evidéncias de que o
estrogénio representa um amplo papel na hematopoiese, e que o papel desse
horménio ndo é restrito exclusivamente a ontogénese dos osteoclastos. Estudos
mostram que o tratamento com estrogénio induziu anemia, neutropenia e
trombocitopenia em cdes e aumentou a eritropoiese e megacariocitopoiese em
camundongos.

Perry et al (2000) mostraram que a administragao de alta dose de estrogénio
causou um rapido declinio do numero de leucécitos dentro da medula 6ssea de
camundongos. Outro estudo relatou que a administracdo de doses fisioldgicas de
estrogénio inibiu varias linhagens hematopoiéticas em ratas ovariectomizadas
(Erben et al; 1998). Outro estudo mostrou que a administragdo de alta dose de
estrogénio reduziu o numero de células linféides e granulociticas duas semanas
apos o tratamento (Gaunt & Pierce, 1985).

Rosenblun et al. (1974) mostraram que diferengas sexuais podem afetar a
formacdo de colbnias mielociticas in vivo e in vitro, sugerindo uma influéncia
inibitoria de estrogenos e um efeito estimulatorio de andrégenos. O tratamento com
estradiol em camundongos irradiados reduziu o numero de colénias mielociticas no
baco, e o tratamento com estradiol de doadores de medula 6ssea reduziu a sua
capacidade de formar coldnias mielociticas apods o transplante.

Hormonios sexuais, incluindo androgenos e estrégenos, tém sido implicados
diretamente na regulagéo funcional da célula hematopoiética (Notta et al; 2010).

Ray et al. (2008) mostraram a influéncia de diferengcas sexuais sobre as

concentragdes de células progenitoras hematopoiéticas em amostras de sangue
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coletadas no corddo umbilical. Em meninos as concentragdes de células CD34+
foram significativamente maiores do que em meninas. Essa diferengca também foi
observada em humanos adultos. Homens tém maior numero de células formadoras
de colbnias, colbnias eritroblasticas e macrofago-granulociticas no sangue periférico
comparado a mulheres.

Esses estudos mostram claramente a influéncia de horménios sexuais sobre
a hematopoiese, em diferentes espécies, modulando a expressdo de moléculas de
adesao, citocinas e quimocinas. Contudo, o papel dos hormdnios sexuais sobre a
linhagem granulocitica e a sua relagcdo com outros fatores estimulantes de coldnias,
especificamente o G-CSF, ndo sdo claros. Em nosso estudo, néo foi estabelecida
nenhuma correlacdo entre hormébnios sexuais endogenos e as diferengas
encontradas apos a administracdo de G-CSF, visto que a castracdo dos animais nao
modificou os resultados obtidos, embora tenha reduzido o numero de neutrdfilos
circulantes. Futuros estudos sdo necessarios para elucidar os mecanismos pelos
quais G-CSF age sobre o numero de células da linhagem granulocitica em machos e
fémeas, e se realmente existe alguma influéncia hormonal ou se a diferenca

encontrada reflete apenas um efeito constitutivo.



52

6. CONCLUSAO

De acordo com as informagdes obtidas em nosso estudo, podemos concluir que o

tratamento com G-CSF:

e Induziu maior mobilizacdo de leucdcitos periféricos em ratos machos

comparada a fémeas, tanto apds dose unica quanto apos doses sucessivas;

e Induziu maior mobilizagdo de leucocitos em machos apds o infarto do

miocardio;

e Estimulou maior numero de neutréfilos circulantes em machos;
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