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... In the members and in the extremities the blood passes from the arteries into the
veins either directly by means of an anastomosis or indirectly through the porosities
of the flesh, or by both these means.

William Harvey



RESUMO

TUCHE, Fabio Antonio Abrantes. Visualizacao in vivo de células mononucleares de
medula 6ssea na microcirculacdo coronariana apos isquemia miocardica. 2010. 85 f.
Tese (Doutorado em Fisiopatologia Clinica e Experimental) — Faculdade de Ciéncias
Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2010.

A terapia celular para doencas cardiovasculares representa uma nova e
promissora opc¢ao terapéutica, principalmente para a cardiopatia isquémica. A
injecdo de células mononucleares de medula Ossea (CMMO) pela via
intracoronariana (ICO) é a mais estudada em ensaios clinicos. Embora ja se tenha
documentado efeitos benéficos com essa terapia, dados relativos aos mecanismos
de interacdo entre as células transplantadas e o ambiente microvascular cardiaco
sdo escassos. A avaliagdo das CMMO na microcirculagdo miocardica tem o
potencial de esclarecer seus mecanismos de acdo, abrindo novas possibilidades
terapéuticas. O objetivo do estudo foi descrever e avaliar uma inovadora técnica de
injecdo ICO direta e visualizagao in vivo das CMMO na microcirculagdo miocardica
de pequenos roedores, apés um periodo de isquemia miocardica global (IMG)
seguida de reperfusdo, na presenca e na auséncia da aterosclerose. Materiais e
Métodos: A técnica de transplante cardiaco heterotopico cervical (TCHC) em
murinos foi modificada com a insercéo e fixacdo de um microcateter conectado a
uma seringa, no tronco braquiocefalico do animal doador. IMG foi induzida ocluindo-
se a artéria nutridora do enxerto com um microclamp vascular, por 1 hora. As CMMO
foram isoladas e marcadas antes da injecao ICO. Microscopia intravital de
fluorescéncia (MIF) foi usada para analise da microcirculacdo coronariana do
ventriculo direito (VD), incluindo arteriolas, capilares e vénulas pdés-capilares.
Parametros de perfusdo e permeabilidade microvasculares e as interacfes entre as
CMMO e células endoteliais foram estudados. O impacto da aterosclerose na
recuperacdo, fendtipo e funcdo celular também foi avaliado. Resultado: A MIF
permitiu analise detalhada da microcirculacdo coronariana e da cinética das CMMO
injetadas pela via ICO. A IMG afetou a microcirculacdo, reduzindo a densidade
capilar funcional (DCF). Tal redugédo foi maior na presenca de aterosclerose. A
principal area de retencao celular foi a rede capilar e ndo as arteriolas ou vénulas.
Nem a presenca de isquemia, nem de aterosclerose alterou o ndmero de células
retidas. O numero de CMMO retidas ndo aumentou na presenca de isquemia, nem
de aterosclerose e nédo se correlacionou com a perfusdo microvascular ou
inflamacédo prévios a injecdo. Houve forte correlacdo entre o nimero de CMMO
retidas e a expressdo de CXCR4. A injecdo de CMMO néo afetou negativamente a
DCF e a microcirculacdo. Aterosclerose nao alterou o numero de CMMO obtidas
apos isolamento por gradiente de Ficoll. A expressao de CD54 estava reduzida em
camundongos ApoE”. CMMO de doadores ateroscleréticos geraram um ndmero
aumentado de unidades formadoras de colonias de granuldcitos e macréfagos. A
analise ecocardiografica da funcédo do VD do enxerto cardiaco cervical foi exequivel.
Conclusfes: A injecao ICO direta e a visualizacdo detalhada da cinética das CMMO
na microcirculacdo coronaria in vivo por MIF foi possivel. A IMG provocou reducao
da densidade capilar funcional. A retencdo das CMMO ap0s injecao ICO se deu nos
capilares e provavelmente depende da expressao de CXCRA4.

Palavras-chave: Células Mononucleares de Medula Ossea. Isquemia Miocéardica.
Microcirculagdo. Aterosclerose. Microscopia Intravital.



ABSTRACT

Cell therapy for -cardiovascular disease represents a promising new
therapeutic option, especially for ischemic heart disease. The intracoronary (1Co)
injection of bone marrow mononuclear cells (BMMC) is the most commonly studied
rote in clinical trials. Although it has been documented beneficial effects with this
therapy, data pertaining the mechanisms of interaction between transplanted cells
and cardiac microvascular environment are lacking. Assessment of BMMC in
myocardial microcirculation has the potential to clarify its mechanisms of action,
opening new therapeutic possibilities. The objective of the study was to describe and
to evaluate an innovative technique of direct ICo injection and in vivo visualization of
BMMC in myocardial small rodents, after a period of global cardiac ischemia (GMI)
and reperfusion, in the presence and absence of atherosclerosis. Materials and
Methods: The syngeneic murine cervical heterotopic heart transplantation (CHHT)
technique was modified by inserting and fixing a catheter connected to a syringe into
the donor animal brachiocephalic trunk. GMI was induced occluding the nutritive
artery of the graft for 1 hour. Bone marrow mononuclear cells were isolated and
labeled prior to ICo injection. Intravital fluorescence microscopy (IFM) was used for
analysis of the coronary microcirculation of the right ventricle (RV), including
arterioles, capillaries and venules. Parameters of microvascular perfusion,
microvascular permeability and the interactions between the BMMC and endothelial
cells were studied. The impact of atherosclerosis on the recovery, phenotype and
cellular function was also evaluated. Results: The IFM has allowed detailed analysis
of both the coronary microcirculation, as the kinetics of BMMC. The GMI affected
microcirculation, reducing the functional capillary density (FCD). This reduction was
higher in the presence of atherosclerosis. The main area of cell retention was the
capillary network, not the arterioles or venules. The number of BMMC retained was
not increased in the presence of ischemia, neither of atherosclerosis and didn’t
correlate with microvascular perfusion or inflammation before injection. Cell retention
was strongly correlated with BMMC expression of CXCR4. BMMC injection didn’t
affect negatively the FCD and microcirculation. Atherosclerosis didn’t change the
number of BMMC recovered after Ficoll gradient isolation. BMMC expression of
CD54 was reduced in ApoE” mice. BMMC of atherosclerotic donors have generated
a greater number of colony forming units of granulocytes and macrophages. The RV
function analyses of the cardiac graft could be performed by echocardiography.
Conclusions: The direct ICo injection and detailed visualization of BMMC kinetics in
the coronary microcirculation in vivo was possible. The IRCG caused reduction of
functional capillary density. Retention BMMC after ICo injection occurred in the
capillaries and probably depends on the expression of CXCR4.

Keywords: Bone Marrow Mononuclear Cells. Ischemia. Microcirculation.
Atherosclerosis. Intravital Microscopy.
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INTRODUCAO

Continuum cardiovascular aterosclerético: da ativacdo endotelial a

insuficiéncia cardiaca

O termo ateroma foi criado por Albrecht Von Haller em 1755, se referindo ao
acumulo de lipidios, células e debris nas paredes arteriais; desde entio, é crescente
o entendimento do complexo processo fisiopatolégico da aterosclerose e de suas
consequéncias nos leitos vasculares, que principalmente se manifestam
clinicamente como: doenca arterial coronariana (DAC), doenga cérebro vascular
(DCV) e doenca arterial periférica (DAP)(1).

Na dultima década, houve um avango significativo no conhecimento dos
aspectos moleculares e celulares, envolvidos na génese e na progressao da
aterosclerose.

A aterosclerose se caracteriza por um processo inflamatério continuo,
intimamente relacionado a crdnica exposicdao a conhecidos fatores de risco
cardiovasculares (FRCV) tais como: tabagismo, hipertensao arterial sistémica,
obesidade, dislipidemia, sedentarismo, histéria familiar de coronariopatia precoce e
diabetes mellitus(2). Ha evidéncias tanto experimentais quanto clinicas, da presenga
de inflamagao ao longo de todos os estagios da doenca(2;3). No curso inicial da
aterosclerose ocorre ativacdo das células endoteliais vasculares, com infiltracdo
secundaria de lipoproteinas oxidadas. A presenca de inflamacao e disfungao
endotelial ocorre mesmo antes do aparecimento de lesdes macrovasculares
detectaveis(1). O endotélio, uma vez ativado, expressa uma série de moléculas de
adesao que seletivamente recrutam diferentes classes de leucécitos, que tendem a
se acumular nas regides onde as placas ateroscleroticas surgem. Os mondcitos, que
sao as células inflamatérias mais numerosas dentre as que povoam as placas,
aderem a superficie endotelial disfuncional, se ligando a moléculas de adeséao
celular que ndo sado expressas em endotélios saudaveis, mas sim mediante o
estimulo de mediadores tais como citoquinas pré-inflamatérias, angiotensina Il e
lipoproteinas oxidadas(2). Apos adesdo ao endotélio ativado os mondcitos,
adentram a camada intima estimulados por quimiocinas pré-inflamatérias, onde se

transformam em macréfagos capazes de fagocitar as particulas de lipoproteinas
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modificadas. Tais macrofagos com citoplasmas ricos em particulas lipidicas sao as
chamadas células espumosas, que localmente se proliferam, sustentam e
amplificam o processo inflamatorio, liberando uma série de fatores de crescimento e
promovendo localmente um aumento de citoquinas aterogénicas, que induzem a
apoptose de células musculares lisas, degradagdo da matriz de colageno e
consequente aumento do conteudo lipidico(3). Mesmo lesbes aterosclerdticas
incipientes ja possuem uma regido central rica em particulas de colesterol e células
espumosas. Cronicamente ocorre progressao dessas lesdes ateroscleréticas, com
crescente grau de obstrugdo arterial. Diferentes territorios vasculares e orgaos
podem ser acometidos, tais como o coragdo, os vasos arteriais cervicais e dos
membros inferiores, determinando o estabelecimento de diferentes vertentes da
aterosclerose. No curso da doenga aterosclerética, eventos agudos de
desestabilizacdo, fratura e secundario rompimento da placa aterosclerética sao
responsaveis pela exposi¢do do conteudo lipidico aos componentes do sangue, com
imediato e crescente acumulo local de plaquetas. Em dultima instadncia ocorre
obstrugcdo aguda da passagem de sangue, secundaria a trombose e espasmo
vasculares locais. No caso de uma significativa obstrucao arterial, ocorre o processo
de isquemia do 6rgao irrigado pela artéria acometida, podendo evoluir com necrose
celular e posterior fibrose teciduais. A extensdo da area de lesao tecidual é
principalmente dependente do tempo de interrupcdo do fluxo sanguineo e da
localizacdo anatébmica da lesao obstrutiva. O infarto agudo do miocardio (IAM) e o
acidente vascular encefalico isquémico representam as formas potencialmente mais
graves desses quadros.

Nas ultimas décadas houve um avango no tratamento emergencial do IAM , o
que gerou uma situacdo paradoxal. A mortalidade relacionada ao evento agudo
diminuiu, porém houve um aumento dos casos de insuficiéncia cardiaca (IC)
secundaria ao estabelecimento da cardiopatia isquémica(Cl)(4). A IC é um
importante problema de saude publica neste inicio de século que afeta cerca de 5
milhdes de pessoas nos Estados Unidos da América (EUA) com cerca de 550.000
novos casos anualmente(4). No Brasil a taxa de mortalidade anual é de cerca de
5,31 em individuos com idade entre 20-59 anos, aumentado para 6,17 entre 60-69,
7,43 entre 70 e 79 anos e atingindo 10,02 em pacientes com 80 anos ou mais. No

ano de 2002, o numero de internagdes por IC foi de 372.604, com um gasto pelo
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Sistema Unificado de Saude (SUS) da ordem de R$198.836.488,73 e um total de
25.984 o6bitos, o que corresponde a 7,75% dos o6bitos em todas as internacdes
realizadas(5).

Na maioria das vezes durante a fase inicial da IC, apds o insulto cardiaco, os
pacientes cursam assintomaticos ou minimamente sintomaticos, mesmo com a
diminuicdo da capacidade do coragdo de bombear do sangue. Isso provavelmente
se deve a ativacdo de mecanismos compensatorios, locais e sistémicos, apos a
injuria miocardica. Tais mecanismos incluem a ativagdo do sistema nervoso
adrenérgico e do sistema renina-angiotensina, que levam a uma manutengao do
débito cardiaco através de uma maior retengcdo de agua e sodio, vasoconstricgdo
periférica e maior contratilidade miocardica. Apdés o insulto miocardico, que inclui
necrose de cardiomiocitos com formacdo de tecido cicatricial sem capacidade
funcional contratil, o balango de pressdes intracavitarias e forcas de estiramento
tentem a gerar um remodelamento ventricular com dilatacdo das cavidades
cardiacas. Com o passar do tempo, dado o carater progressivo da cardiomiopatia
isquémica, 0os mecanismos compensatérios ndo sao mais capazes de evitar o
surgimento e/ou agravamento dos sintomas de IC, que incluem dentre outros, a
angina, a dispnéia aos esforcos e o edema de membros inferiores(4).

Atualmente as diferentes modalidades de tratamento preconizadas para os
distintos elementos que compdem esse continuum cardiovascular (fatores de risco,
disfuncdo endotelial, aterosclerose, sindromes coronarianas agudas, cardiopatia
isquémica, insuficiéncia cardiaca), sdo oriundas da unido entre o conhecimento
fisiopatoldgico referente a esses elementos com as melhores evidencias cientificas
disponiveis. E crescente a nogdo de que a Cl e a IC ndo sdo doencas apenas do
musculo cardiaco, que perde sua fungcdo hemodindmica de bomba, mas sim
condigbes nas quais diferentes sistemas estdo interligados, pela interacdo de
variadas moléculas e populagdes celulares. Apesar do carater progressivo do
continuum cardiovascular aterosclerético, existe algum grau imanente de reversao

dessas condigdes.

17



Aterosclerose, cardiopatia isquémica e o novo paradigma do reparo

enddgeno

Nos ultimos anos, houve o surgimento de novos conceitos e conhecimentos
relacionados a patogénese da doenga aterosclerdtica e as suas consequéncias,
principalmente no que diz respeito a doenga arterial coronariana, dentre os quais se
destaca o paradigma do reparo enddgeno(1), segundo a qual virtualmente varios,
senao todos os 6rgaos do corpo humano, incluindo o coragéo, possuem algum grau
de manutencéo reparativa, que sofre influéncia de varios fatores, tais como a idade e
a presenga de co-morbidades agudas ou crénicas. No caso do sistema
cardiovascular, o processo de reparo endogeno € complexamente regulado,
intimamente relacionado a presenga de injuria endotelial e tecidual, envolvendo a
mobilizacdo e recrutamento local de variados tipos celulares com potencial
reparador.

No continuum cardiovascular aterosclerético, o reparo endoégeno é definido
como o processo pelo qual, mediante insultos agudos ou crdnicos ao endotélio
vascular e ao musculo cardiaco, a acao de diferentes células tronco e células
progenitoras contribuem para a regressdo no crescimento das lesdes
aterosclerdticas, restauracéo do binbémio integridade-funcéo endotelial e ainda para
algum grau de reparo e preservagao do musculo cardiaco(6;7). Em estados basais
fisioldgicos, tais células sdo encontradas, na medula éssea, na circulagdo sanguinea
periférica, na parede vascular e no coragdo(6-8). A mobilizagdo dessas células para
os locais de injuria vascular e tecidual se da principalmente a partir da acdo de
citoquinas e quimiocinas hematopoiético-regulatérias do tipo Th2 (antiinflamatdrias).
Tais células ’reparadoras” ,exercem um efeito contrario aquele de células
progenitoras “danosas” e de citoquinas do tipo Th1(pré-inflamatorio), que sao
recrutadas para os segmentos endoteliais ativados, promovendo a progressdo da
doenga aterosclerética localmente(1). Diferentes tipos de insulto ao endotélio
vascular e ao musculo cardiaco, tais como a agédo de radicais livres, lipoproteinas
oxidadas, toxinas virais ou bacterianas, ou ainda, processos fisiolégicos (p.ex.
isquemia), podem alterar o ambiente tecidual, estimulando a degranulagdo de
macrofagos residentes com consequente liberagdo de uma série de citoquinas pro-

inflamatdrias do tipo Th1, com capacidade de recrutar essas células consideradas
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“‘danosas”. Com isso, o endotélio ativado, se torna rapidamente hiperpermeavel
tanto a essas células “danosas” quanto a essas citoquinas pro-inflamatodrias,
ocorrendo o estabelecimento de um processo inflamatério local continuo e
perpetuador da injuria vascular e tecidual. Em contrapartida, ocorre paralelamente
no tecido acometido, a secregao de citoquinas do tipo Th2 e quimiocinas (IL-3, IL-8,
fator estimulante de colonias de granuldcitos, etc.) que participam da mobilizagao de
células consideradas “reparadoras”. Provavelmente, quando um numero suficiente
de células reparadoras sdo mobilizadas e retidas no local da injuria em variados
contextos (lesdo da camada endotelial vascular, aterosclerose, isquemia ou necrose
tecidual), ocorre diminuicdo do processo inflamatorio deletério, prevalecendo o
reparo endotelial e tecidual(1).

Portanto, no continuum cardiovascular ateroscleroético (Figura1), o conceito de
reparo endégeno ineficaz se aplica tanto as situagdes de insulto e disfungao
endotelial que levam ao remodelamento vascular e a progressao da
aterosclerose(1;9), quanto aos casos de necrose miocardica secundaria a isquemia
que evoluem com o remodelamento cardiaco, estabelecimento da cardiopatia
isquémica e insuficiéncia cardiaca progressiva(6;7;10). Sendo assim o conceito de
terapia celular € baseado na idéia de que a disponibilizacdo de células apropriadas
pode sobrepujar as deficiéncias de um ineficaz sistema de reparo endoégeno pré-
existente, reduzindo inflamagao, limitando dano e restaurando a integridade vascular
e tecidual(1;7).
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Figura 1: Continuum cardiovascular aterosclerético. O continuum cardiovascular aterosclerético envolve o
surgimento e progressdo da doenga aterosclerdtica vascular a partir a acdo negativa dos fatores de risco
cardiovasculares. Numa fase inicial, ocorrem a disfungao endotelial e o consequiente remodelamento vascular.
Com o tempo, a capacidade de reparo endégeno se reduz e a doenga aterosclerética se estabelece e progride.
O infarto agudo do miocardio ocorre mesmo na auséncia de lesdes ateroscleroticas significativas e pode levar
ao remodelamento ventricular com estabelecimento da cardiopatia isquémica. A doencga vascular e a doenga
cardiaca progridem simultaneamente. Nas fases mais avangadas surge a insuficiéncia cardiaca clinicamente
manifesta, com doenca aterosclerética avancada difusa e minima capacidade de reparo endégeno. A morte € o
evento final desse processo.

Papel das células da medula 6ssea no reparo enddégeno: uma janela

terapéutica

A medula 6ssea constitui um reservatorio de células tronco e células
progenitoras que possuem a capacidade de proliferacao e diferenciagdo em diversos
outros tipos celulares, destacando-se as células progenitoras adultas multipotentes,
as células tronco mesenquimais (CTM), e os hemangioblastos, supostos precursores
comuns as linhagens hematopoiéticas e endoteliais(8). E crescente o estudo da
aplicagao dessas células em medicina regenerativa, devido ao seu papel tanto no

desenvolvimento do sistema cardiovascular, quanto na manutencdo e reparo dos
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tecidos vascular e cardiaco, na senescéncia ou em condi¢des patolégicas ao longo
da vida adulta. Varios estudos recentes demonstram de forma cada vez mais
consistente que células originadas na medula éssea (MO) participam intensamente
da regeneracao de varias estruturas do sistema cardiovascular.

Atualmente técnicas de citometria de fluxo baseadas na avaliagédo e
quantificagdo da presenga de um conjunto de moléculas na superficie celular (CD,
do inglés cluster of differentiation), associadas ao uso de anticorpos monoclonais
permitem a identificagdo e até a selecao de populagdes de células tronco e de
células progenitoras com fenotipos especificos(11). As células tronco
hematopoiéticas (CTH), capazes de auto-renovacdo e diferenciagao ilimitadas,
constituem uma pequena parcela de uma populagéo celular heterogénea identificada
pelo expressao do epitopo CD34(8). O restante das células CD34+, dentre as quais
se encontram as células progenitoras endoteliais (CPE), sdo células com
capacidade limitada de regeneragdo da MO(8). Atualmente, existem diferentes
metodologias por citometria de fluxo, para a enumeragao de células CD34+, tanto

derivadas da MO quanto do sangue periférico(12;13).

Até o momento as CPE representam a subpopulagao progenitora celular mais
estudada em humanos. Tais células nao se localizam apenas na MO mas também
no sangue periférico e na camada adventicia vascular(14). A mobilizagdo de células
progenitoras da MO para a circulagao periférica e a posterior retencdo dessas nos
locais de injuria vascular e miocardica envolve um sistema complexo, influenciado
por diferentes variaveis fisioldgicas e patolégicas. Notadamente a senescéncia, os
FRCV e a insuficiéncia renal diminuem a mobilizacdo de CPE enquanto que a
atividade fisica, diferentes classes de farmacos cardiovasculares, isquemia e

necrose miocardica aumentam o numero de CPE circulantes(8).

Em 1997, as CPE foram caracterizadas pela primeira vez e desde entao,
diferentes metodologias tém sido relatadas na literatura(15). Visto que apenas
critérios morfolégicos nao sao suficientes, para a analise e obtencdo de CPE, é
necessaria a utilizacdo de métodos mais especificos, tais como a citometria de fluxo
com anticorpos apropriados ou métodos de cultura para enriquecimento dessa
populagao celular seguidos do emprego de coloragdes capazes de identificar células
endoteliais(16;17).
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As CPE podem ser caracterizadas e quantificadas a partir de culturas de
células mononucleares ou de analises por citometria de fluxo de células circulantes.
A exata definicdo das CPE continua controversa e inconsistente, baseada tanto em
critérios fenotipicos quanto funcionais. Devido a sua origem comum, as CPE
compartiiham com as CTH muitos antigenos de superficie, tais como o CD133,
CD34, VEGRF2 (também conhecido como KDR ou Flk-1), Tie-2, c-Kit, Sca-1, CD31
e VE-caderina. Nao existe um melhor marcador descrito para se caracterizar e
identificar as CPE circulantes, o que torna dificil a padronizagao e a comparagao de
resultados de diferentes estudos publicados. Na maioria das vezes a combinacio de
um marcador de CTH [CD34, CD117 (também conhecido como cKit) e CD133], com
um marcador de células endoteliais (VEGRF2 e VE-caderina), tem sido utilizada
para se identificar as CPE, mais frequentemente a combinagdo CD34/VEGFR2(18).
A capacidade de células CD133+ gerarem CPE tem sido questionada(17). Estudos
recentes demonstram que subpopulacdes mieldides de células CD14+ também
possuem capacidade angiogénica contribuindo para reparo endotelial(18). A partir
de diferentes técnicas ja descritas para o cultivo de células mononucleares isoladas
do sangue periférico, com variadas metodologias, dois tipos celulares principais tém
sido descritos: as CPE de crescimento precoce e as de crescimento tardio. Esses
dois tipos de CPE possuem diferengas no que diz respeito ao tempo em que surgem
nas culturas celulares, morfologia, taxa de proliferagao, perfil de expresséao génica e
propriedades funcionais(16;17). Asahara e colaboradores observaram que as CPE
originadas na MO participam no processo de angiogénese poés-natal, segundo o
qual, o surgimento de novos vasos na vida adulta € possivel(15). As CPE possuem a
capacidade nao so de diferenciacdo em células endoteliais mas também em
cardiomiocitos, quando em co-culturas com células musculares cardiacas
neonatais(19). A injecdo de CPE no miocardio apos um IAM resultou em melhora da
funcdo cardiaca, promovendo angiogénese sem transdiferenciacdo em

cardiomiécitos(19).

Em 2001, o classico estudo de Orlic e colaboradores levantaram a
possibilidade de que CTH injetadas na zona de borda, ao redor do miocardio
infartado, seriam capazes de regenerar o musculo cardiaco e estruturas
vasculares(20). Estudos mais recentes contestaram tal teoria(19). As CTM podem

derivar da MO, do tecido adiposo dentre outros e possuem a capacidade de
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diferenciagdo em linhagens mesodérmicas (adipécitos, condrécitos e células dsseas)
e em cardiomiécitos in vitro (19). Quando transplantadas no miocardio infartado

houve melhora funcional sem diferenciagao em cardiomidcitos(19).

O mecanismo de acao das diferentes populagdes celulares da MO estudadas
até o momento é desconhecido. Ha crescentes evidencias de que CT e CP da MO
sejam capazes de produzir de diferentes fatores paracrinos (fatores de crescimento
e citoquinas), que normalmente sao secretados por células cardiacas em resposta a
injuria. Sendo assim o transplante de células tronco e células progenitoras da MO,
apoés um infarto do miocardio parece aumentar a sinalizacdo local e sistémica,
potencializando os mecanismos de reparo vascular e do miocardio, através da
modulagdo no coragdo de eventos bioldgicos relacionados a neovascularizagao,
fibrose, inflamacdo, integridade celular, contratiidade, remodelamento e

bioenergética(8;21).

Baseados inicialmente nos conhecimento gerado a partir de resultados
obtidos em estudos experimentais, de forma translacional, um grande numero de
estudos clinicos, avaliando a terapia celular em pacientes com doencga
cardiovasculares ja foram publicados e muitos estudos de fase Ill estdo em
andamento(22). Em todo o mundo, cerca de 1500 pacientes cardiopatas ja foram
tratados com células progenitoras adultas(23). Atualmente a terapia celular é

considerada uma perspectiva promissora para o tratamento do IAM e da IC.

Em 2001 foi publicada a primeira descricdo de exequibilidade e seguranca do
método de transplante de células de MO pela via ICO, em pacientes com
IAM(24;25). A via ICO, segundo a qual se utiliza um cateter baldo insuflado durante
a infusdo de células dentro da artéria relacionada ao infarto, permite o
direcionamento das células diretamente para a area acometida. Devido a sua
praticidade e seguranga quando comparada as vias de injegcao direta,
transepicardica ou transendocardica, que na fase aguda apés um |IAM podem
aumentar o risco de perfuragao cardiaca, a via ICO tem sido a mais utilizada em
estudos clinicos(26). Tal procedimento parece permitir um maior acumulo de células
no musculo cardiaco infartado, quando comparada a via de injegdo transvenosa

retrograda(27).
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Em uma metanalise de 6 estudos clinicos prospectivos, controlados e
randomizados, com um total de 517 pacientes, realizada a partir de uma revisao
sistematica da literatura, avaliou-se a seguranga e o impacto na fungdo miocardica,
do tratamento com células-tronco/progenitoras de medula éssea, pela via ICO, na
fase aguda pos-IAM. Comparados com os grupos controles, os grupos tratados com
essa terapia evoluiram com melhora significativa da fragdo de ejecdo (FE) do
ventriculo esquerdo (VE) (2.53%, 95% intervalo de confianga: 0.67-4.39, P=0.008)
em um seguimento de 3 a 6 meses. A taxa de eventos adversos cardiovasculares
maiores, incluindo arritmias ventriculares, re-hospitalizagcéo por IC e outros eventos
cardiovasculares (morte cardiaca, recorréncia de |AM, procedimento de
revascularizagdo da artéria relacionada ao IAM e acidente vascular encefalico), ndo
foi significativamente diferente entre os grupos(28). Em uma sub-analise do maior
desses estudos, o REPAIR-AMI, demonstrou-se através de analise por ressonancia
magnética cardiaca (RMC) que o tratamento com células de MO foi capaz de limitar
o processo de remodelamento do VE em até um ano apés o 1AM, que sabidamente
possui um importante papel na predicdo de desfechos clinicos(29). De fato no
seguimento desses pacientes em até 2 anos apdés o IAM, demonstrou-se redugao
significativa de eventos CV adversos importantes e a manutengdo da melhora da
funcdo miocardica devido a administragédo ICO de CMMO(30). Além da infusdo ICO
de CMMO néo selecionadas, o transplante de populagdes celulares especificas
também tem sido testado. Em 2004 foi relatada a seguranga e exequibilidade da
infusdo de células tronco mesenquimais em pacientes com |IAM, observando-se uma
melhora da fungdo miocardica em 3 meses de seguimento (31). O estudo REGENT
comparou o transplante de CMMO n&o selecionadas, ao uso de células positivas
para os marcadores de superficie CD34 e CXCR4. Tal estudo demonstrando
beneficios clinicos semelhantes entre ambos os grupos(32). Nesse estudo, a grande
perda do seguimento de pacientes e o ndo cegamento dos investigadores pode ter

influenciado os resultados (33).

Atualmente, segundo os preceitos da medicina baseada em evidéncias, as
intervengdes e cuidados estabelecidos para a doenca aterosclerdtica e todas as
suas vertentes, derivam das melhores evidéncias cientificas disponiveis, a partir dos
resultados obtidos em estudos clinicos que avaliaram desfechos relevantes. A

aceitacdo da terapia com CMMO para pacientes com doenca aterosclerética, mais
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especificamente aqueles acometidos por um I|AM, é ainda hoje amplamente
debatida, visto que muitas sdo as duvidas relativas a sua aplicabilidade. Pontos
importantes, tais como os mecanismos de agdo, a existéncia de populacdes
celulares ideais a serem transplantadas, o numero de células injetadas, o momento
ideal do transplante, o tempo de duracdo dos efeitos benéficos, a seguranga em
longo prazo, dentre outros, permanecem nado esclarecidos. Varios estudos
experimentais e clinicos estdo em andamento visando esclarecer esses pontos
pendentes. Sendo assim, somente com a integragdao dos conhecimentos obtidos em
estudos experimentais e clinicos, através da medicina translacional, a terapia celular
com células de MO para pacientes com |IAM podera se estabelecer na pratica

clinica.

Fundamentagdes tedricas para a realizagdo do estudo

Desde as descobertas que varios 6rgaos, incluindo o coragao, possuem uma
capacidade, mesmo que limitada, de reparo e que células-tronco e células
progenitoras originadas na MO participam ativamente desse processo, varios
estudos experimentais e clinicos tém sido publicados avaliando a terapia celular em
pacientes com |IAM.

Atualmente existe consenso que a terapia com a infusdo ICO de CMMO
autélogas em pacientes com IAM é segura e determina um efeito de melhora da
funcdo contratil cardiaca, principalmente em pacientes que evoluem com disfungéo
ventricular esquerda na fase aguda da evento. Uma das principais questdes a serem
respondidas, diz respeito ao comportamento das células infundidas nos ambiente
vascular e muscular do coracao, ou seja, sua cinética de interagdo com os diferentes
componentes microcardiovasculares. Teoricamente, para se responder essa
pergunta, a metodologia de avaliacdo ideal deve cumprir 4 pré-requisitos: 1-
capacidade de avaliacao in vivo; 2- capacidade de avaliagdo com resolugao visual
ao nivel celular individual; 3- capacidade de avaliagdo do ambiente miocardico
microvascular propriamente dito e 4- auséncia de citotoxicidade, quer seja em
relacdo as células injetadas quer seja em relacdo a células cardiacas . Até o
momento nenhuma das tecnologias utilizadas para a visualizagdo de células

transplantadas no coragcdo, pela via |ICO, preencheu esses critérios
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simultaneamente. Por exemplo, sdo varios os estudos que avaliaram in vivo a
retencao, destino e localizagdo das células injetadas no coragédo usando a aplicagao
de marcadores bioldgicos nas células antes da inje¢cao para posterior visualizagéao
das células marcadas no coragdo. As metodologias com uso com marcadores
radioativos para visualizagdo das células injetadas mediante técnicas de medicina
nuclear e outras com o0 uso de nano ou microparticulas conjugadas a RMC ou
ecocardiografia sdo exemplos, que embora possam ser aplicadas de forma segura,
in vivo no coracgao, ndo possuem a resolucado de imagens ao nivel celular individual
(34;35). Por outro lado, as técnicas post mortem de histopatologia e
imunohistoquimicas, que por definicdo sdo indcuas, permitem a visualizag&o nitida e
individualizada das células no miocardio, porém sio técnicas que nado permitem o
estudo no momento da injecdo, implicando a impossibilidade de se avaliar
mecanismos dinamicos de interagdo das células injetadas com as constituintes do
ambiente microvascular cardiaco. De fato tais mecanismos sdo amplamente
especulados, porém até hoje sdo desconhecidos. E fato que, com base no amplo
conhecimento adquirido sobre a cinética microvascular de leucdcitos, durante reagao
inflamatodria, acredita-se que as células originadas da MO desempenhem um papel
coordenado e semelhante ao mecanismo de retengdo leucocitaria na
microcirculagédo cardiaca, quando injetadas pela via ICO. A cascata de eventos de
adesao dos leucécitos a camada de células endoteliais depende de uma interagao
complexa e dinamica entre fatores reoldgicos, moleculares e celulares sendo, de
forma reducionista, dividida nas seguintes etapas: rolamento, ativagdo, adesao firme
e transmigracéo(36;37). Técnicas de MIF sdo as mais frequentemente descritas na
literatura, para ao estudo dessa cadeia de fendbmenos que envolve a interacao
leucdcito-endotélio(38). Tais técnicas podem ser aplicadas, principalmente em
animais de pequeno porte, para o estudo dessa sequéncia de eventos celulares em
diversos orgéos, inclusive no coragdo mediante injuria miocardica(39).

Atualmente, na era das pesquisas moleculares e genéticas, o uso de modelos
murinos oferece a grande vantagem da utilizacdo de animais com uma série de
genes silenciados, o que possibilita o estudo de condigbes patoldgicas especificas.
No caso do estudo da aterosclerose, o uso de camundongos com o gene da
Apolipoproteina-E silenciado € um modelo efetivo de mimetizagdo da doencga(40).

Dessa forma, o estabelecimento de uma técnica, que permita a observagao in vivo,
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na microcirculagdo do musculo cardiaco, do comportamento das células-tronco e
progenitoras transplantadas pela via ICO, tanto em situagdes de perfusdo sanguinea
normal, quanto durante a isquemia/reperfusao € fundamental para a elucidacédo dos
mecanismos de agao dessas células. Além disso, tal técnica permite o estudo de
diferentes condicbes e intervencdes, potencialmente capazes de aumentar a

retencao celular local, com consequente incremento do efeito reparador.

Nos proximos capitulos da tese apresentamos os objetivos, seguidos da
metodologia utilizada no protocolo, descrevendo os grupos e os procedimentos
experimentais, com énfase na técnica modificada do TCHC murino, que nos permitiu
tanto a injegcao ICO das CMMO quanto a realizagdo de IMG (isquemia “quente”) do
orgao transplantado. Segue posteriormente a metodologia de aquisicdo e analise
das imagens de MIF da microcirculagédo cardiaca do enxerto cervical e o restante da
metodologia incluindo estudos in vitro comparando as CMMO de animais com e sem
aterosclerose. Por fim, sdo apresentados os resultados, a discussdo dos mesmos,

as conclusdes do estudo, as perspectivas futuras e as referencias bibliograficas.
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1 HIPOTESES DO ESTUDO

e A cinética das CMMO na microcirculagdo cardiaca, quando injetadas pela via
ICO, é semelhante aquela apresentada por leucdcitos durante estados
inflamatadrios (rolamento, firme adesao e transmigragao).

e A isquemia miocardica altera a cinética das CMMO na microcirculagao

cardiaca.

e Apods isquemia miocardica a presenca de aterosclerose altera a cinética das

CMMO na microcirculagao cardiaca.



2 OBJETIVOS DO ESTUDO

2.1 Objetivos primarios
¢ Desenvolver um novo modelo experimental que permita o transplante celular
pela via ICO em camundongos.
e Realizar a visualizacdo in vivo das CMMO transplantadas na microcirculagao

cardiaca antes e apos a inducao de IMG.

2.2 Objetivos secundarios
e Comparar através de estudos in vitro as caracteristicas quantitativas,
fenotipicas e funcionais de CMMO em camundongos com e sem
aterosclerose.
e Avaliar a relacdo entre as caracteristicas das CMMO transplantadas e

parametros de MIF.

29



3 MATERIAIS E METODOS
3.1 Animais

Camundongos, C57BI/6 selvagens (BI6), C57BI/6 knockout (KO) para o gene
da Apolipoproteina E (ApoE”") e C57BI/6 KO para o gene da PECAM-1(Pecam™),de
ambos 0s géneros e pesando acima de 26 g, foram utilizados (Charles River
Laboratories, Wilmington, Mass, USA). Os animais foram mantidos em ciclos diarios
de 12 horas de escuridao, alternadas com 12 horas de exposi¢ao a luz, tendo livre
acesso a agua e ragado padrao (Altromin, Lage, Alemanha). Os animais ApoE
receberam racdo com alto conteudo lipidico durante pelo menos 8 semanas.
Animais endogamicos foram utilizados para garantir o transplante singeneico, tanto
do enxerto cardiaco quanto das CMMO, de um unico animal doador, para um animal
receptor, por experimento in vivo, visando evitar a rejeicdo dos tecidos
transplantados. Todos os animais foram submetidos a procedimentos experimentais
de acordo com a legislagdo de protecao a animais alema, aprovados pelo Comité de
Etica em Pesquisa e Experimentacdo Animal do Estado de Saarland, Alemanha. Em
todos o0s experimentos os camundongos foram anestesiados com injegc&o
intraperitoneal (i.p.) de quetamina (75 mg/kg de peso, Pharmacia GmbH, Erlangen,
Alemanha) e xilazina 2% (15 mg/kg de peso, Rompun, Bayer, Leverkusen,
Alemanha). Durante os procedimentos de transplante cardiaco, MIF e analise do
enxerto cardiaco por ecocardiografia e ressonéncia magnética, os animais foram
mantidos sedados com isoflurano 2% sob fluxo de O2 e aquecidos (37°C). Os
animais foram sacrificados ainda anestesiados, mediante esternotomia,

diafragmotomia e ventriculotomia.

3.2 Protocolo de avaliagdo in vivo do transplante intracoronariano de CMMO

marcadas na microcirculagdo cardiaca, ap0s isquemia miocéardica global
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3.2.1 Descricao dos grupos experimentais estudados

Os animais foram divididos em 5 grupos distintos:

GRUPO 1 - camundongos BI6 (n=6) que 3 horas apds receberem o coragéo
singeneico transplantado, foram submetidos a infusdo ICO de CMMO, sem a prévia
realizacdo de IMG do enxerto cervical. GRUPO 2 - camundongos BI6 (n=6) que 3
horas apos receberem o coragdo singeneico transplantado, foram submetidos a
infusdo ICO de CMMO, com a prévia realizacdo de IMG do enxerto cervical, durante
1 hora. GRUPO 3 - camundongos ApoE” (n=6) que 3 horas apds receberem o
coragao singeneico transplantado, foram submetidos a infusdo ICO de CMMO, com
a prévia realizacdo de IMG do enxerto cervical, durante 1 hora. GRUPO 4 -
camundongos BI6 (n=6) que 3 horas apds receberem o coragdo singeneico
transplantado, foram submetidos a ICO de meio sem CMMO, com a prévia
realizacdo de IMG do enxerto cervical, durante 1 hora. GRUPO 5 - camundongos
PECAM™ (n=2) que 3 horas apos receberem o coragao singeneico transplantado,
foram submetidos a infusdo ICO de CMMO, com a prévia realizacdo de IMG do

enxerto cervical, durante 1 hora (Tabela 1).

Tabela 1. Descri¢do dos grupos experimentais estudados

Animais* N** Isquemia Isquemia Injecéo IC de
fria® quente’’ CMMO *
Grupo1 BI6 6 Sim Nao Sim
Grupo2 BI6 6 Sim Sim Sim
Grupo3 ApoE™" 6 Sim Sim Sim
Grupo4 BI6 6 Sim Sim Nao
Grupo5 Pecam-17"" 2 Sim Sim Sim

*doadores e receptores; ** Numero de procedimentos; ' durante o TCHC; ﬁIMG do enxerto cervical
iniciada 1h apés o TCHC, durante 1h; *1h apés final da isquemia quente. N-numero de
procedimentos por grupo; IC-intracoronariana; CMMO-células mononucleares de medula 0dssea;
TCHC-transplante cardiaco heterotépico cervical; IMG-isquemia miocardica global

3.2.2 Técnica de transplante cardiaco heterotépico cervical modificada

O animal doador anestesiado foi colocado sobre uma plataforma
microcirdrgica na posi¢ao supina. A artéria caroétida comum foi acessada e isolada

através de uma incisdo paramediana longitudinal na face ventral cervical. O vaso foi
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ligado distalmente, antes de sua bifurcagdo entre artérias carotidas interna e
externa. A porgao proximal foi clampeada, logo apds a sua emersao pela abertura
superior da caixa toracica. Uma pequena incisao foi feita proximalmente a ligadura
distal e o vaso foi embebido topicamente com heparina (5Ul/0.1ml salina). Um
pequeno microcateter de polietileno, acoplado a uma seringa (1 ml) com solugao
salina, foi introduzido retrogradamente através da incisdo. O clamp microvascular foi
removido e o microcateter progredido, fixando-se sua ponta na artéria carétida, com
uma ligadura circunferencial (fio de sutura, 11-0, nylon). A seguir, uma laparotomia
com incisdo na linha mediana foi realizada, seguida do isolamento dos grandes
vasos abdominais. O tronco celiaco e a artéria mesentérica superior foram ligados, 5
Ul de heparina foram injetados na veia cava abdominal e cerca de 0.4 mL de sangue

foram aspirados da mesma, para subsequiente preparo de meio das CMMO.

Para a conservagao do coracgao transplantado, foi infundida uma solucéo de
preservacgao de 6rgaos Perfadex gelada (Viaspan, Suécia) retrogradamente na aorta
abdominal (10 min., 100 mmH20). O inicio dessa infusdo definiu 0 comego do
periodo de isquemia fria. A caixa toracica foi concomitantemente aberta através de
uma esternotomia na linha média. Apds um periodo de 10 minutos de infusdo, a veia
cava inferior foi ligada e dissecada até a sua jungdo com o atrio direito. A superficie
ventral do coragao foi recoberta por uma gaze embebida em solu¢do de preservagéo
gelada. Posteriormente realizou-se o isolamento da aorta ascendente e do tronco
braquiocefalico, juntamente com a artéria subclavia direita e a artéria carétida
comum direita, incluindo o cateter acoplado a seringa, fixado previamente. A artéria
subclavia direita foi ligada na sua origem e cortada distalmente. A artéria carétida
comum direita também foi cortada distalmente ao ponto de inser¢cao do cateter. O
arco aortico foi isolado incluindo a origem da artéria carétida comum esquerda e da
artéria subclavia esquerda, sendo entdo cortado na porgdo proximal da aorta
descendente. Entéo, o tronco da artéria pulmonar foi isolado e cortado logo abaixo
da bifurcagdo entre as artérias pulmonares direita e esquerda. Uma ligadura (9-0
nylon) posterior ao coracao foi realizada incluindo todas as conexdes vasculares
restantes. Finalmente, os enxertos foram rapidamente excisados e mantidos no gelo

para posterior transplante.

No animal receptor, uma incisdo paramediana foi realizada na face direita

ventral cervical. A artéria carétida comum e a veia jugular externa foram dissecadas,
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ligadas distalmente e clampeadas proximalmente. As por¢des distais livres de
ambos os vasos foram lavadas com heparina. A administracdo de heparina
sistémica nao foi realizada. Na parede anterior da porcdo mais distal de ambos os
vasos foi realizada uma sutura transmural visando puxar os vasos através dos
manguitos de polietileno, cada um medindo aproximadamente 1 mm de
comprimento (0,6 mm e 0,8 mm de didmetro para os “cuffs” arterial e venoso
respectivamente). Posteriormente, as porgbdes distais dos vasos foram evertidas
sobre os cuffs e fixadas nos mesmos com ligaduras circunferenciais (9-0, nylon). O
implante do enxerto cardiaco foi realizado simplesmente acoplando-se a luz do arco
aortico e do tronco da artéria pulmonar do enxerto cardiaco os cuffs previamente

fixados a artéria carétida e a veia jugular do recipiente, respectivamente (Figura 2).
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Figura 2: Técnica modificada do transplante cardiaco heterotépico cervical. A - Método de preparagao dos vasos
cervicais do animal receptor com a utilizagdo de “cuff’. Apds aplicagdo do microclamp vascular na porgao
proximal do vaso,o vaso é seccionado e a extremidade distal é passada através do orificio interno do "cuff" ,
depois evertida e firmemente fixada com ligadura circunferencial. B —Exemplo de preparo de enxerto cardiaco
convencional. Tanto a artéria carétida comum quanto a veia jugular externa do animal receptor, com cuffs ja
fixados, sdo acopladas as luzes internas da aorta e da artéria pulmonar do enxerto cardiaco, respectivamente,
com posterior fixagdo mediante adicionais ligaduras circunferenciais. C — Técnica modificada e preparo do
enxerto cardiaco com preservagao do tronco braquicefalico no qual esta fixado o cateter de injegado das CMMO.
Cl,Cateter de injegdo; TBC, Tronco braquiocefalico; Ao, Aorta; AC, Artéria carétida; AP, Artéria pulmonar; VJ,
veia jugular.
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A fixacdo das anastomoses foi feita com ligaduras circunferenciais (9-0,
nylon). A reperfusdo do coragédo transplantado ocorreu com a remogédo dos
microclamps vasculares que ocluiam, tanto a veia jugular externa direita quanto a

artéria carétida direita do animal receptor (Figura 3).

Figura 3: Técnica de reperfusdo do enxerto cardiaco cervical apds isquemia “fria”. A - Apos estabelecimento
das anastomoses entre os vasos cervicais do animal receptor € os vasos do enxerto cardiaco, 0 mesmo
encontra-se pronto para a reperfusao que determina o final do periodo de isquemia “fria”. B - Primeiramente o
microclamp que oclui a veia jugular é retirado. C - Posteriormente é removido o microclamp que oclui a artéria
cardtida do animal receptor, responsavel pela irrigagdo sanguinea do enxerto. Imediatamente apoés o
restabelecimento do fluxo sanguineo, observa-se a mudancga da coloragdo do enxerto. D - Enxerto totalmente
perfundido com visualizagdo macroscopica dos vasos subepicardicos. (Seta branca — ponta do microcateter
de injecédo fixada no tronco braquiocefalico do enxerto cardiaco).

Todos os procedimentos de transplante foram realizados por um cirurgido
treinado e experiente. Apos a reperfusdo, para se evitar o ressecamento da
superficie epicardica, o coragao transplantado foi recoberto por uma gaze embebida

em PBS, até a realizagao dos procedimentos subseqtientes.
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3.2.3 Inducéo de isquemia miocardica global (“isquemia quente”)

Exatamente uma hora apés o momento de reperfusdao pods-transplante, foi
realizada novamente a colocagdo de um microclamp vascular, apenas na artéria
carétida direita do animal receptor, proximalmente ao local da anastomose desse
vaso com a aorta do coracdo transplantado. Apés um periodo fixo de 1 hora, durante
o qual o coragao transplantado ficou inteiramente desprovido de aporte sanguineo
(isquemia miocardica global), o microclamp foi retirado, com imediata reperfusao do
enxerto (Figura 4). Entdo, o coragao transplantado foi novamente recoberto por uma
gaze embebida em PBS, até a realizagdo dos procedimentos de MIF.
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Figura 4: Técnica de reperfusao do enxerto cardiaco cervical apds isquemia “quente”. A -Microclamp aplicado
sobre a artéria carétida direita do animal receptor, gerando isquemia global de todo o enxerto cardiaco.
Miocardio de aspecto acinzentado e sem perfusdo. B-Momento imediatamente apds a retirada do microclamp,
com perfusdo inicial miocardica e enchimento do ventriculo direito. C-Enxerto cardiaco com miocardio
totalmente perfundido, de coloragado avermelhada e evidentes vasos epicardicos. D-Contragdo miocardica do
enxerto com discreta redugédo volumétrica, opacificagdo dos vasos epicardicos e efetivo enchimento do atrio
direito.

3.2.4 Separacao das CMMO

A separagao das CMMO foi realizada tanto para o procedimento de injegao
ICO in vivo, durante a realizagdo da MIF, quanto para os estudos in vitro, seguindo
protocolo baseado naquele utilizado no estudo clinico REPAIR-AMI . Todos os
procedimentos de injecao in vivo tiveram como fonte de células a MO dos mesmos
animais que doaram o coragao. Nesses casos a separagao das CMMO se deu logo
apés terminada a explantagdo do coracdo doado. Resumidamente, os membros
inferiores foram retirados e seus ossos longos(tibias e femurs) isolados. A medula
0ssea no interior dos ossos foi obtida mediante a irrigagdo com solugéo salina (10
mL), diretamente em um tubo contendo 25Ul de heparina em 0,5 mL de NaCl 0,9%.
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A solucéo foi homogeneizada e filtrada (100um, BD Falcon), visando a eliminagéo de
eventuais fragmentos indesejaveis de tecido 6sseo ou musculares. As CMMO foram
isoladas por centrifugagdo (2200 rpm, 20 min) em gradiente de Ficoll (Biocoll,
densidade = 1.077 g/mL, Biochrom AG). O anel de CMMO foi obtido, as células
lavadas 2 vezes em PBS (2000 RPM, 5 minutos), contadas de forma automatizada e
ressuspendidas em PBS (2 x 10° células/ml) para procedimentos posteriores. Todo o

procedimento foi realizado de forma estéril em capelas de fluxo laminar.

3.2.5 Marcacio e preparo para a injecdo das CMMO isoladas

Para a marcagédo duradoura das CMMO injetadas pela via ICO in vivo e sua
visualizacdo, durante a realizacdo da MIF, foram utilizados dois marcadores
fluorescentes simultaneamente, a PKH26 (PKH26-GL, Sigma-Aldrich, Steinheim,
Alemanha) e a Rodamina 6G (Sigma Chemicals, St. Louis, MO, EUA).
Primeiramente 2 mL da solugdo de CMMO (4 x 10° células) foram centrifugados
(2000 rpm, 5 min) e as células ressuspendidas em 0,4 mL de diluente C (proprio do
kit utilizado). O mesmo volume do diluente C com 1,6 uL de PKH26 foi adicionado a
solugdo. As células foram incubadas durante cerca de 5 minutos, no escuro, em
temperatura ambiente até a adicdo de 0,8mL de meio XVIVO 10 (Stemcell tech)
contendo 20% de soro autdlogo, para a interrupgcao da reagcédo de marcagao.
Posterior injecdo as CMMO foram lavadas 1x em PBS (2000 rpm, 5 min) e
ressuspendidas em 1 mL do mesmo. Tal solugdo (4 x 10° CMMO marcadas com
PKH26) foi entdo incubada com 20 yL de Rodamina 6G também durante cerca de 5
minutos, no escuro e em temperatura ambiente. As células entdo foram lavadas em
PBS (2000 rpm, 5 min) e ressuspendidas na concentracao de 10° células/mL, em
meio X Vivo 10 (Stemcell tech) contendo 20% de soro autélogo, para posterior
injecéo ICO.

3.2.6 Técnica de microscopia intravital de fluorescéncia

Primeiramente o animal receptor foi colocado sobre a mesa de um
microscopio Zeiss Axiotech modificado (Zeiss, Oberkochen, Alemanha), equipado

com uma lampada de mercurio de 100 W , sistema de filtros para epi-iluminagao
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com luz azul (comprimento de onda para excitagdo: 450-490nm; comprimento de
onda para emissdo: de verde >520nm), Iluz verde (excitacdo: 530-560nm;
emissdo:>580nm), luz ultra-violeta (excitagdo: 330-390nm; emissdo: de verde
>430nm) e 3 lentes objetivas com aumentos distintos (10x, abertura numérica AN =
0.30; 20x, AN=0.50 e 50x, AN=0.55; Zeiss, Oberkochen, Alemanha). As imagens
microscopicas foram televisionadas e gravadas utilizando-se uma camera (FK6990,
Pieper, Schwerte, Alemanha) acoplada ao microscépio e um gravador de DVDs para

posterior analise.

Uma lamina circular de vidro pequena e fina foi aplicada gentiimente sobre a
area de observacao da microcirculagdo na superficie superior do ventriculo direito do
coracao transplantado, para se evitar a compressao do tecido e de microvasos do
miocardico. A posigdo da lamina de vidro foi ajustada utilizando-se um
micromanipulador de modo que a superficie epicardica, que foi umedecida com
PBS, ficasse aderida a face inferior da lamina de vidro. O inicio da aquisicdo das
imagens se deu apos um periodo de equilibrio (cerca de 10 min apos a colocagao do
animal na mesa do microscépio). Utilizando-se o microcateter (acoplado ao tronco
braquicefalico do coragdo transplantado), as  observagdes dos vasos sub-
epicardicos foram realizadas, mediante repetidas infusbes de FITC-dextrana
(150.000, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) até um volume total de 0,2 ml
(Figura 5).Utilizou-se o filtro de luz azul e a lente com aumento de 10x para uma

primeira observacao da microcirculagao.
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Figura 5: Visualizagdo da microcirculagdo coronariana mediante infusdo de FITC-dextrana. A — Visualizagédo
de uma arteriola pré-capilar (seta branca cheia) e das primeiras redes capilares (seta branca vazia)
perfundidas pelo FITC-dextrana. B — Redugdo da perfusdo da arteriola pelo FITC-dextrana e aumento
generalizado da perfusdo de multiplas redes capilares. C — Auséncia de visualizagdo da arteriola, perfusao
final das redes capilares e perfuséo inicial das vénulas pos-capilares (setas brancas cheias). D — Predominio
de FITC-dextrana no leito das vénulas pés-capilares. Barra branca — 240um.

Foram obtidas, com a lente de maior aumento (50x), antes e apds a injegao
das CMMO marcadas, pelo menos 3 imagens de campos contendo vénulas pos-

capilares e pelo menos 3 imagens de campos contendo exclusivamente capilares.
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Figura 6: Visualizagdo de capilares e vénulas pds capilares. A-Visualizagdo de vénula pés-capilar (aumento
20x). B - Mesma vénula pés-capilar visualizada em maior aumento (50x). C-Selegdo de campo com rede de
capilares. D-Mesmo campo de capilares em maior aumento. Barras brancas: Ae C - 130 pym; Be D — 50 ym .

Os seguintes parametros microvasculares foram avaliados antes e apds a
infusdo das CMMO marcadas: velocidade de fluxo de hemacias nas venulas pos-
capilares (expressa em mm/s), permeabilidade microvascular, definida como a
relacdo entre a intensidade da fluorescéncia da FITC-dextrana extravascular e a
intravascular (expressa em percentual), densidade capilar funcional, definida como o
comprimento de capilares nutritivos perfundidos dividido pela area da rede de
capilares subepicardica (expressa em cm/cmz), velocidade de fluxo de hemacias nas
capilares perfundidos (expressa em mm/s) e didmetro capilar médio (média dos
valores de 10 capilares por campo; expresso pm).

Para aquisicdo das imagens durante a injecao intracoronariana das CMMO
marcadas, também através do microcateter, utilizou-se o filtro de luz verde e a lente
com aumento de 20x. Durante cerca de 2 minutos, foram infundidas lentamente,
cerca de 2 x 10° CMMO marcadas, diluidas em 0,2 ml de meio X Vivo 10 (Stemcell

tech) contendo 20% de soro. As interagdes adesivas entre as CMMO marcadas e o
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endotélio microvascular foram avaliadas durante a infusdo das células e nos
primeiros 5 minutos apos o término da infusdo. Os seguintes parametros foram
avaliados durante a infusdo das células: rolamento de CMMO, definido pelo numero
de CMMO que rolaram ao longo da superficie endotelial microvascular das vénulas
pos-capilares e ultrapassaram um ponto de referéncia durante um periodo de
observacdo de 30 segundos (expresso em células/min/mm de circunferéncia
microvascular) e firme adesdo de CMMO definida pela contagem do numero de
CMMO marcadas que permaneciam estacionadas na superficie endotelial
microvascular de um segmento de uma vénula pos-capilar, por pelo menos 30
segundos (espressa em células/mm? de superficie endotelial). Imediatamente apds a
infusdo, o numero de CMMO marcadas retidas na rede capilar do miocardio foi
avaliado, em 5 campos consecutivos contendo apenas capilares. Tal parametro foi
denominado de “plugging cells” e foi expresso em numero de células por campo de

grande aumento (células/HMF).
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Figura 7: Visualizagdo de CMMO marcadas na microcirculagdo coronariana. A e B - Visualizagdo das CMMO
com distribuicdo difusa mediante uso do filtro de luz verde com aumento de 10x. C e D — Mesmos campos
salientados (retangulo branco) nas imagens A e B. Imagens utilizadas para a contagem do nimero de CMMO
apos injecao IC. E e F - Exatos campos salientados (retangulo branco) nas imagens C e D, demonstrando as
CMMO individualmente, agrupadas, algumas alinhadas paralelamente. Barras brancas: Ae B—-240 ym; Ce D
—130 ym; Ee F =50 pm.

Todos os parametros microcirculatorios foram medidos em 3 a 5 areas
diferentes da microcirculagcédo subepicardica coronariana do VD do enxerto cardiaco.
As medidas foram realizadas com analise das imagens com o programa Caplmage

(Zeintl, Heidelberg, Alemanha).
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3.2.7 Histologia

Os animais foram sacrificados segundo as regras locais da comissdo de
cuidados animais. Em 4 animais (grupo1=1, grupo2=1, grupo3=1 e grupo4=1),
espécimes do coragao transplantado e do coragao nativo do receptor, foram usados
para avaliagao histolégica de rotina (coloragdo HE) e para identificacdo microscopica

das células injetadas, imediatamente apds a MIF.

3.2.8 Estudo ecocardiografico do coracao transplantado

As imagens do enxerto cardiaco foram obtidas com o animal sedado,
posicionado em decubito lateral esquerdo, apds depilagdo quimica (Nair hair
removal lotion, Church & Dwight Canada Corp., Mississauga, ON, Canada) da regiao
cervical, utilizando-se o aparelho de ecocardiografia de alta resolugao (VisualSonics,
Toronto, ON, Canada) e uma sonda de microvisualizagdo em tempo real
(VisualSonics) com frequéncia central de 40Hz e profundidade focal de 6 mm.
Foram realizadas 3 medidas consecutivas, a partir do tragado no modo M, do
espessamento das paredes e do didmetro interno cavitario (DIC), tanto no eixo curto
quanto no longo. Dessas medidas foram calculadas a fragdo de encurtamento

(FEnc) e a fragao de ejecéo (FE) do VD, ambas dadas em percentuais.

3.3 Protocolos de contagem, avaliacdo fenotipica e proliferacao celular
comparando CMMO de camundongos saudaveis com CMMO de camundongos
ApoE-/-

Para se avaliar o impacto da presenca de aterosclerose em caracteristicas
quantitativas, funcionais e fenotipicas das CMMO, comparou-se 10 camundongos

saudaveis com 10 animais ApoE-/- .
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3.3.1 Avaliacdo da recuperacéao celular apés o gradiente de Ficoll

Foi realizada a contagem do numero de CMMO obtidas apdés a separagdao em
gradiente de Ficoll, tanto de camundongos BI6 quanto de camundongos ApoE'/'.
Cerca de 40 pl da solugao de CMMO ressuspendidas em PBS (2 x 10° células/ml)

foram utilizados para a contagem automatizada.

3.3.2 Caracterizacao fenotipica por citometria de fluxo

As caracteristicas fenotipicas das CMMO foram avaliadas por citometria de
fluxo, nos dois grupos visando a quantificagdo de diferentes subpopulag¢des
celulares. Utilizou-se o marcador CD45 para determinar a populacao de leucdcitos
(leucogate) e o percentual de progenitores hematopoiéticos (CD34+) com baixa
expressdo de CD45 (CD45Lo) foi quantificado utilizando-se o método de Ishage
(13). Além disso, outros marcadores de superficie caracteristicos de células tronco,
de células progenitoras, além de relevantes moléculas de adesao celular foram
pesquisados. As CMMO foram incubadas no escuro, por 30 minutos, com anticorpos
contra os seguintes marcadores de superficie: CD45 (clone 30-F11, BD), CD34
(clone MEC14.7, BD), CD133 (clone 13A4, eBioscience), KDR (clone Avas 12a1,
BD), Sca-1 (clone E13-161.7, BD) , CD11a (clone M17/4, BD), CD11b (clone M1/70,
eBioscience), CD62L (clone MEL-14, BD) , CD31 (clone MEC13.3, BD), CD54 (clone
3E2, BD), CD162 ( clone 2PH1, BD) e CXCR4 (clone 2B11/CXCR4, BD). Os
leucécitos foram diferenciados segundo a avaliagdo do tamanho relativo da célula
(“Forward scatter — FSC”) e da granulosidade ou complexidade interna da célula
(“Side Scatter — SSC”) permitindo a classificacdo dos leucécitos em linfécitos,
mondcitos e granulécitos. Foram calculados tanto o percentual absoluto de células

com os receptores quanto a intensidade média de fluorescéncia.

3.3.3 Ensaios clonogénicos in vitro

Foram realizados ensaios clonogénicos in vitro, tanto com CMMO de
camundongos BI6 quanto de camundongos ApoE'/', para a avaliacdo da capacidade

de proliferacéo e diferenciacdo de progenitores hematopoiéticos. Cerca de 2 x 10*
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CMMO por placa (35 mm) foram semeadas em meio semi-solido e na presenga de
fatores de crescimento (MethoCult® GF M3534, Stem Cell Technologies inc.,
Vacouver, Canada). A contagem de unidades formadoras de colbnias granulécitos-
macrofagos (UFC-GM) se deu apds 14 dias de incubagdao em atmosfera umedecida,
a 37 °C e 5% de CO2. As colbnias foram contadas macroscopicamente e com um
microscopio invertido (aumento de 25X). Os experimentos foram realizados em

duplicata.

3.4 Anédlise estatistica

Devido ao numero reduzido de animais PECAM-1 KO no grupo 5 (n=2), ndo
foram realizadas comparagdes estatisticas entre os seus dados e aqueles dos
outros quatro grupos experimentais. Os dados foram apresentados como os valores
meédios * erro padrdo da média e n representa o numero de animais, conforme
indicado. Diferengas estatisticas foram calculadas através da analise de variancia
seguida de apropriada analise post hoc incluindo a corre¢do do erro tipo a de acordo
com as probabilidades Bonferroni, visando a compensagcdo por multiplas
comparagoes (Sigma Stat Software, Jandel Scientific, EUA). Diferengcas foram

consideradas significativas para valores de p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Avaliacédo in vivo do transplante intracoronariano de CMMO marcadas na

microcirculacdo cardiaca, ap6s isquemia miocéardica global

A taxa de sucesso do procedimento de TCHSC singeneico foi superior a 90%.

4 1.1 Tempo de isquemia “fria” durante o transplante cardiaco

Nos grupos avaliados, nao houve diferengca nos tempos de isquemia “fria” do
enxerto cardiaco (Grafico 1), que ocorreu durante o procedimento do transplante
cardiaco, com a infusdo da solugdo de preservacgao fria para conservagéo do érgéo,

iniciada antes da explantacido do mesmo.
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Grafico 1: Tempo de isquemia “fria” do enxerto (em minutos) durante o procedimento de transplante cardiaco.
Barra preta — grupo1(n=6), composto de camundongos BI6 saudaveis, que ndo foram submetidos a isquemia
miocardica global (isquemia “quente”) e que receberam transplante de CMMO. Barra vermelha — grupo 2(n=6),
composto de camundongos BI6 saudaveis, que foram submetidos a isquemia miocardica global e posterior
transplante de CMMO. Barra verde — grupo 3(n=6), composto de camundongos com aterosclerose, que foram
submetidos a isquemia miocardica global e posterior transplante de CMMO. Barra amarela — grupo 4(n=6),
composto de camundongos BI6 saudaveis, que foram submetidos a isquemia miocardica global e posterior
transplante de meio com 20% de soro. Barra azul — grupo 5(n=2), composto de camundongos deficientes de
Pecam-1, que foram submetidos a isquemia miocardica global e posterior transplante de CMMO.



Tanto no final do periodo de isquemia “fria” (Figura 3), quanto no final do
periodo de IMG (isquemia “quente”) (Figura 4), os enxertos cardiacos foram
efetivamente reperfundidos, apés a remogao dos microclamps colocados nas
artérias cardtidas dos animais receptores. Esse procedimento mudou-os
macroscopicamente, de o6rgdos sem batimento, com miocardio de coloragao
acinzentada, para coragdes de cor vermelha vivida e com batimentos regulares,

iniciados até cerca de 2 minutos apds a reperfusao.

4.1.2 Aquisicido de imagens e avaliacdo dos parametros de MIF

Foi possivel a visualizacdo das arteriolas pré-capilares, das redes de
capilares e das vénulas poés-capilares com sucesso, apos a infusdo de FITC-
dextrana. Além disso, a aquisicdo de imagens antes e apos os procedimentos de
injecdo, para posterior analise de parametros microcirculatorios, foi realizada com
sucesso em todos os animais. Em alguns animais foi possivel a identificacdo de

vasos linfaticos cardiacos.

4.1.3 Influéncia da isguemia quente nos pardmetros microcirculatorios

Na avaliacdo do impacto da IMG nos parametros microcirculatorios, antes da
infusdo de CMMO marcadas observou-se uma redugdo significativa da densidade
capilar funcional no grupo 2 (70531 cm/cm?) comparado ao grupo 1(866+51
cm/cm?) (Gréafico 2). A presenga de aterosclerose pareceu estar relacionada a uma
diminuicdo ainda maior da densidade capilar funcional apés a IMG. Foram
comparados os resultados dos grupos 2 e 3 e observou-se que, na presenca de
aterosclerose, comparada a auséncia da mesma, houve uma reducéao significativa
da densidade capilar funcional (593+34 cm/cm?) (Grafico 2) . Os demais parametros
de perfusdo microvascular (velocidade de fluxo de hemacias nas venulas pos-
capilares, velocidade de fluxo de hemacias nos capilares perfundidos e diametro
capilar médio) e o parametro de inflamagao (permeabilidade microvascular) foram

semelhantes nos dois grupos, apés a IMG (Tabela 2).

48



4.1.4 Influéncia da injecdo de CMMO nos pardmetros microcirculatérios

Nos grupos 1, 2, 3 e 5 as CMMO foram injetadas rigorosamente 3 horas apos
o término do periodo de isquemia fria. No grupo 4, a injegdo de meio com 20% de
soro se deu também no mesmo momento. A influéncia da injecdo de CMMO na
microcirculagdo do miocardio isquémico, foi avaliada comparando-se os parametros
microcirculatorios dos grupos 2 e 4. Nos dois grupos, os valores basais dos
parametros microcirculatérios (pds isquemia e antes da inje¢cdo das células ou do
meio) foram semelhantes e por tanto comparaveis (p= 0,347). Apds a infusdo de
CMMO no grupo 2 e de meio no grupo 4 nao houve alteragcado significativa em
nenhum dos parédmetros microcirculatérios, quer seja na comparagdao entre o0s
grupos, quer seja na comparagdo dos valores prévios a infusdo com os valores
obtidos apdés a infusdo, dentro dos grupos individualmente. Os valores dos
parametros microcirculatorios, tanto de perfusdo microvascular quanto de

inflamacéo, estao representados na Tabela 2.
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Tabela 2. Pardmetros microcirculatérios coronarianos avaliados na MIF

Grupo 1
(n=6)

Grupo2
(n=6)

Grupo3
(n=6)

Grupo4
(n=6)

Grupo5
(n=2)

Al
DI

Al
DI

Al
DI

Al
DI

Al
DI

Perfusao microvascular

DCF
(cm/cm?)
866+51*
837136

70531
660+19

593+34*
65542

76347
76360

833+22
74915

VFHC

(mm/seg)
0,38+0,04
0,31+0,05

0,39+0,07
0,24+0,06

0,47+0,14
0,30+0,04

0,36+0,06
0,41+0,06

0,44+0,09
0,28+0,01

DCM
(Mm)
5,12+0,12
5,22+0,23

4,97+0,23
5,05+0,34

5,01+0,21
4,64+0,29

4,87+0,19
4,90+0,14

4,74+0,19
5,23+0,07

VFHV

(mm/seg)
1,191£0,15
0,96+0,11

1,5+0,21
1,66+0,21

1,56+0,22
1,64+0,21

1,47+0,16
1,48+0,26

1,16+0,02
1,30+0,42

Inflamacéao
PM
(%)

0,69+0,01

0,70+0,02

0,73+0,04
0,76+0,04

0,81+0,10
0,73+0,04

0,72+0,04
0,69+0,02

0,84+0,07
0,82+0,22

A microcirculagdo subepicardica foi avaliada por microscopia intravital de fluorescéncia. Parametros de perfuséo
microvascular e de inflamagéo foram determinados atraves de analise posterior das imagens gravadas, com uso
de um programa especifico. Dados apresentados sobre a forma de médiatEPM. Foram avaliados animais
saudaveis (grupos 1,2 e 4), animais com aterosclerose (grupo3) e animais com deficiéncia para Pecam-1(grupo
5). Nos 5 grupos foram realizadas avaliagdes antes (Al) e depois (DI) da injegdo de CMMO (grupos 1,2 3 e 5) ou
de meio com 20% de soro (grupo 4). Apenas o grupo 1 nao foi submetido a 1 hora de isquemia miocardica global
(isquemia “quente”). *p<0,05 vs grupo 2. MIF, microscopia intravital de fluorescéncia; DCF, Densidade capilar
funcional; VFHC, velocidade de fluxo de hemécias nos capilares perfundidos; DCM, diametro capilar médio;

VFHV, Velocidade de fluxo de hemacias nas venulas pds-capilares; PM, Permeabilidade microvascular.
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Grafico 2: Influéncia da isquemia miocardica global (isquemia “quente”) na densidade capilar funcional. Na
mensuragdo da densidade capilar funcional, antes da infusdo de CMMO marcadas observou-se uma redugao
significativa no grupo 2 (70531 cm/cm?) composto de animais BI6 (n=6) submetidos a 1 h de isquemia miocardica
global, comparado ao grupo 1 (866+51 cm/cm?), também composto de animais BI6 (n=6), porém nao submetidos &
isquemia “quente”. A presenca de aterosclerose no grupo 3, composto de animais ApoE-/- (n=6), pareceu estar
relacionada a uma ainda maior diminuicdo da densidade capilar funcional apds a isquemia miocardica global.
Foram comparados os resultados dos grupos 2 e 3 (593134 cm/cmz) e observou-se na presenca de aterosclerose,
comparada a ausencia da mesma, uma redugao significativa da densidade capilar funcional. * p<0,05.
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Grafico 3: Influéncia da injecdo de CMMO na densidade capilar funcional da microcirculacao coronariana. Nos
grupos 2 e 4 animais BI6(n=6 em cada grupo) foram submetidos a 1h de isquemia miocardica global. No grupo 2,
CMMO foram injetadas 3 horas apds o término do periodo de isquemia fria. No grupo 4, a inje¢cdo de meio com 20%
de soro se deu no mesmo momento. A influéncia da injecdo de CMMO na microcirculagdo do miocardio isquémico,
foi avaliada comparando-se os par&metros microcirculatérios dos grupos 2 e 4. Em ambos os grupos, os valores
basais da densidade capilar funcional (pés isquemia “quente” e antes da injecdo das células ou do meio) foram
semelhantes e por tanto comparaveis (p= 0,347). Apos a infusdao de CMMO no grupo 2 e de meio no grupo 4 nao
houve alteragéo significativa da DCF, quer seja na comparagao entre os grupos, quer seja na comparagao dos
valores prévios a infusdo com os valores obtidos apds a infusdo, dentro dos grupos. Al, antes da injegao; DI, depois
da injecéo.

4 1.5 Visualizacdo da cinética das CMMO injetadas na microcirculacdo

Durante a infusdao das CMMO, diretamente nas artérias coronarias do coragao
transplantado, inicialmente ndo foi documentada nenhuma interagdo das mesmas
com o endotélio das arteriolas pré-capilares.

A ocorréncia da classica e esperada sequéncia de eventos de rolamento
seguido de adesao celular ao endotélio das vénulas pos-capilares, nao foi
evidenciada, exceto em um animal do grupo 3. Ao invés disso, nos demais 19

animais que receberam as CMMO, ficou evidente o abrupto (sem prévio rolamento)



acumulo de uma porgéo das células injetadas, mediante uma repentina firme adesé&o
das mesmas na rede de capilares miocardicos, enquanto que a grande maioria das
células nao ficou retida no coragao, seguindo para a circulagéo sistémica do animal
receptor, através das vénulas poOs capilares do enxerto cardiaco, em grande
velocidade. As células retidas nos capilares exibiram freqientemente aspecto de
enfileiramento, onde em um unico capilar, varias CMMO se acumularam em

sequéncia (Figura 8).

B-05 DR N

r

Figura 8: Retengdo de varias CMMO em um unico capilar (“plugging’microvascular). A - CMMO visualizadas
com o uso do filtro verde durante microscopia intravital de fluorescéncia. B — Visualizagdo da rede de capilares
na mesma regido em que se encontram as CMMO (retédngulo azul). C — Fusdo das imagens A e B, em maior
aumento, possibilitando a identificacdo das células (em vermelho) exatamente na topografia do capilar. Barras
brancas A, B e C - 50 uym.
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Outras vezes as células retidas, tanto individualmente quanto em grupos,
apresentaram um formato semelhante a semente de um feijédo (Figuras 7E e 7F).
Algumas poucas CMMO exibiram durante sua passagem na rede capilar, uma
diminui¢do da velocidade, chegando até a aderir por alguns segundos ao endotélio
capilar, porém se desprendendo do mesmo e seguindo posteriormente, com uma
maior velocidade, através das vénulas pds-capilares, sem que houvesse nenhuma
interacao subseqliente, com as células endoteliais venulares.

Nao houve diferenga estatistica no numero de células retidas na rede capilar
(células por campo) ao final da inje¢cdo intracoronariana na comparagdo entre os
grupos 1 (47+7), 2 (4918) e 3 (54+8), (Grafico 4).
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Grafico 4: Numero de células retidas por campo (“plugging cells”) nos diferentes grupos estudados. Contagem
realizada apods a inje¢do de CMMO (grupos 1,2,3 e 5) ou de meio (grupo 4). Apds a injegao intracoronariana (2x106
células), ndo houve diferenga no nimero de células retidas na rede capilar do enxerto cardiaco (grupo 1 (47+7), grupo
2 (4948) e grupo 3 (5418); p=NS). Nao foi realizada avaliagdo estatistica comparando o grupo 5 com os demais
grupos devido ao pequeno numero de animais (n=2).



4.1.6 Visualizacdo post mortem das CMMO injetadas

Na avaliagdo histologica de rotina (coloragdo HE) foi possivel identificar
edema tecidual associado ao processo de isquemia nos animais submetidos a
isquemia miocardica global.

No coragao transplantado e no coragcédo de 3 animais (grupo1=1, grupo2=1 e
grupo3=1), explantados imediatamente apds a realizacdo da MIF, foi possivel a
identificacdo das CMMO marcadas com rodamina e PKH, utilizando-se microscopio
de fluorescéncia (BZ-8000, Kyence , Japao). No animal controle do grupo 4, a

identificacao foi negativa.
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CD31

CMMO marcadas

Figura 9 : Andlise histolégica de uma mesma regido do miocardio do enxerto cardiaco de um camundongo do
grupo 2 (BI6 submetido & isquemia “‘quente” e injegdo de CMMO marcadas [setas brancas]). A - Coloragéo com
Hematoxilina-eosina (HE). B - Imunohistoquimica com identificacdo de células com o marcador de superficie
CD31. C - Identificagdo das CMMO marcadas com PKH e rodamina (vermelho), com concomitante identificagao
dos nucleos celulares por coloragdo com bisbenzimida. Barras representam aproximadamente 150 um.
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4.1.7 Estudo ecocardiografico do coracio transplantado

No seguimento pés-injecdo ICO de CMMO, a avaliagdo morfologica e
funcional do coragéo transplantado foi realizada em um total de 12 animais (grupo 1,
2 animais; grupo 2, 3 animais; grupo 3, 4 animais; grupo 4, 2 animais e grupo 5, 1
animal). Mediante sedagdo com isoflurano 2% foi possivel a realizagao de imagens
do enxerto cervical com boa qualidade na maioria dos animais. Imagens no modo M
foram usadas para a avaliacido do espessamento do septo interventricular, didametro
da cavidade ventricular direita e espessamento da parede posterior do VD, tanto no
final da sistole quanto da diastole. Os volumes cavitarios, a fracdo de encurtamento
(FEnc) e a fragdo de ejegéo foram estimados indiretamente. A frequéncia cardiaca
também foi observada. Foram avaliados 4 tempos distintos apos o transplante (1 -
entre o primeiro e o terceiro dia, 2 - no sétimo dia, 3 — no décimo quarto dia e 4 -
vigésimo oitavo dia), sendo realizadas trés mensuragdes de cada parametro, tanto
em imagens do eixo longo cardiaco quanto do eixo curto. A frequéncia cardiaca
diminuiu, enquanto que a FEnc e a FE aumentaram gradativamente (Grafico 5).
Devido ao pequeno n de animais ndo foi possivel analise estatistica dos dados,

entretanto a técnica se mostrou exequivel (Figura 10).

57



VEd =
0 bESh-mn

=il
¥
Hearl Fake RvPwad = | RYE-a
HA191 Ir'F'fI (1] ¢ PO oas mm
= . - -
— —

e e —

Figura 10. Imagens do enxerto cardiaco cervical por ecocardiografia. Imagens (modo B) do enxerto cardiaco
cervical no eixo curto durante a diastole (A) e a sistole (B). Imagem no eixo longo, onde o ventriculo direito
encontra-se com volumes aumentados e inferior (seta branca) em relagédo ao ventriculo esquerdo (seta escura).
No modo M (D), foram avaliados o espessamento do septo interventricular e da parede posterior do ventriculo
direito, além do didmetro cavitario, tanto no final da diastole (no ponto de maximo didmetro) quanto no final da
sistole (no ponto de maxima excursdo da parede posterior associado ao menor didmetro interno cavitario). A
frequéncia cardiaca também foi medida, usando-se o tragado do modo M. Todos os valores foram apresentados
como a média de 3 mensuragdes, usando técnica e formulas convencionais para o calculo da fragdo de
encurtamento (FEnc) e da fragéo de ejegéo (FE).
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Gréfico 5: Avaliacdo do enxerto cardiaco cervical por ecocardiografia. Foram avaliados os animais do grupo 3
(n=4), formado por camundongos ApoE-/- que foram submetidos a injecdo de CMMO apds isquemia global do
enxerto cardiaco. Ao longo de quatro semanas houve uma gradativa diminuicdo da frequiéncia cardiaca do
enxerto (A). Tanto a FEnc (circulos pretos) quanto a FE (circulos brancos), aumentaram ao longo do primeiro
més apas o transplante cardiaco e a injegdo ICO de CMMO (B).
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4.2 Recuperacao celular da populagcdo mononuclear isolada da medula 6ssea
de camundongos com e sem aterosclerose

Nao houve diferenga estatistica no numero de células recuperadas a partir do
gradiente de Ficoll. (Grafico 6).
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Gréfico 6: Recuperagao celular apds gradiente de Ficoll. Numero de CMMO recuperadas em camundongos BI6
(n=10) sem aterosclerose (barra azul escuro) e em animais ApoE"' (n=10) com aterosclerose (barra azul claro).
Nao houve diferenga na contagem do numero de CMMO isoladas entre os grupos.

4.3 Caracterizacao fenotipica da populacdo mononuclear isolada da medula

0ssea de camundongos com e sem aterosclerose

Quanto as caracteristicas fenotipicas das CMMO isoladas em ambos os
grupos nao se observou diferengca no percentual de células CD45lowCD34+ em
relacado ao total de CMMO obtidas segundo a metodologia ISHAGE (Grafico 7).

Em relagédo ao total de CMMO, nem o percentual das células CD34+, nem a
IFM das mesmas foram significativamente diferentes na comparagcédo entre os
grupos.

Ao avaliar-se as células CD45lowSca-1+ (segundo os mesmos passos do

protocolo ISHAGE, avaliando o marcador Sca-1 ao invés do CD34), n&o se observou
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diferencas nem no percentual de células com esse fendtipo, nem nos valores de

IMF, na comparagéo de animais com e sem aterosclerose.
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Gréfico 7: Avaliagéo de células CD45lowCD34+ (%) segundo o protocolo ISHAGE. Os valores percentuais de
CMMO com o fenétipo CD45lowCD34+ foram semelhantes quando comparados em camundongos BI6 (n=10)
sem aterosclerose (barra azul escuro) e em animais ApoE'/' (n=10) com aterosclerose (barra azul claro).

Quanto ao estudo das células CD133+ os percentuais e os valores de IFM
das mesmas, em relagdo ao total de CMMO foram semelhantes em ambos os
grupos. Também nao houve diferenga na comparagao entre os animais com e sem
aterosclerose, quanto aos valores percentuais de células Sca-1+/VEGRF2+,
avaliados em relacéo ao total de CMMO. Quanto ao estudo de moléculas de adesao
celular, observou-se um aumento significativo do percentual de células CD54+ em
relacdo ao total de CMMO, no grupo de animais saudaveis comparado ao grupo de
animais ApoE-/- (81,4412,29 vs. 74,37+3,10; p=0,018). Nao houve diferencas
estatisticas nas comparagdes realizadas para as demais moléculas de adesao
(CD11a, CD11b, CD31, CD62L e CD162). Resultados semelhantes, sem diferenca

entre os grupos, foram observados para as células CXCR4+.
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Tabela 3. Avaliagao dos marcadores de superficie de células tronco/progenitoras por
citometria de fluxo

CD34+ Sca-1+ CD133+ CD45°“CD34+ CD45°“Sca-1+ Sca-1+KDR+

(%) (%) (%) (%) (%) (%)
BI6 23,536 19,018  48,6+37 2,15£0,4 0,62+0,05 2,004
ApoE 16,2423  21.9+32 40,845 1,56%0,8 0,96+0,2 1,540,2
p 0,093 0,549 0,219 0,192 0,438 0,228

CD34+ Sca-1+ CD133+ CD45°"CD34+ CD45°"Sca-1+ Sca-1+ KDR+

(IFM) (IFM) (IFM) (IFM) (IFM) (IFM)

BI6 22,931 20,2£1,0 147,9+16,0 NA NA NA

ApoE  15,2+23  289+44  132,2+11,8 NA NA NA
p 0,059 0,098 0,433 - - -

Na comparagao entre animais com e sem aterosclerose, ndo houve diferenga significativa entre os percentuais
de CMMO positivas para marcadores de células-tronco / progenitoras. A intensidade de fluorescéncia média
(IFM) também foi semelhante. NA - ndo avaliado.

Tabela 4. Avaliacdo das moléculas de adeséao celular por citometria de fluxo.

CDlla (%)  CD1lb (%) CD31(%) CD54(%) CD62L (%) CD162 (%)
BI6  88,7+1,4 64,9+2,5 39,4435 81,4423 31,624, 1 91,0+1,8
ApoE  88,2+2.0 70,1+4,8 35,6457 74,431 41,4+2,3 93,70,7
p 0,860 0,373 0,593 0,018 0,056 0,532

CD1la(IFM) CD11b (IFM) CD31(IFM) CD54 (IFM) CD62L (IFM)  CD162 (IFM)

BI6 159,4+3,3 396,55+71,3 24,2%4,5 29,8+3,4 21,0£2,0 715,7+£36,8
ApoE 164,3+3,8 433,74%53,3 27,7+4,6 27,5%3,2 29,0£3,5 709,3+49,4
p 0,359 0,554 0,593 0,622 0,066 0,919

Dentre as moléculas de adesédo avaliadas na CMMO, tanto em camundongos BI6 saudaveis quanto em animais
com aterosclerose, apenas a expressdao de CD54 (%) estava aumentada no grupo saudavel. As demais
moléculas apresentaram percentuais e intensidade de fluorescéncia média (IFM) semelhantes.
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Nos experimentos in vivo o numero de células retidas ndo se correlacionou
nem com os parametros de MIF (perfusdo microvascular e inflamagao), nem com o

tempo de isquemia “fria”.

Tabela 5. Correlagao entre o numero de células retidas e o tempo de isquemia “fria” /
parametros microcirculatorios de MIF

Perfusdo microvascular Inflamacéo
TIF DCF VFHC DCM VFHV PM
“Plugging cells” r 0.0109 0.192 0.363 -0.269 -0.0482 0.206
p 0.966 0.432 0.126 0.265 0.845 0.398

MIF, microscopia intravital de fluorescéncia; TIF, Tempo de isquemia “fria”; DCF, Densidade capilar funcional;
VFHC, Velocidade de fluxo de hemacias nos capilares perfundidos; DCM, diametro capilar médio; VFHV,
Velocidade de fluxo de hemacias nas venulas pds-capilares; PM, Permeabilidade microvascular. Coeficiente de
Pearson (r). Valores significativos para p<0,05.

Dos 20 animais usados como doadores de CMMO, 5 participaram dos
protocolos in vivo de inje¢ao intracoronariana (1 animal no grupo 1, 2 animais no
grupo 2 e 2 animais no grupo 3) e também tiveram suas CMMO submetidas a
analise por citometria de fluxo. A partir da avaliacdo dos dados desses animais
observou-se uma forte correlagao linear positiva entre a IMF de células CXCR4+ e o
numero de células retidas no miocardio (coeficiente de correlagdo de Pearson r =
0,972; p = 0,005).
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Gréfico 8: Correlagdo entre o numero de células retidas e a expressao de CXCR4. Em cinco animais
que participaram do projeto in vivo, foi realizada a avaliagdo por citometria de fluxo de marcadores de superficie
celular. Houve forte correlagdo positiva entre o a expressdo de CXCR4 nas CMMO injetadas e o numero de
células retidas na rede capilar do enxerto cardiaco cervical, apos a injegédo pela via intracoronariana (coeficiente
de Pearson r = 0,972; p = 0,005).

4.4 - Avaliacado funcional da populacdo mononuclear isolada da medula 6ssea

de camundongos com e sem aterosclerose

Na avaliagdo da capacidade de proliferagdo e diferenciacédo de progenitores
hematopoiéticos observou-se um aumento significativo no niumero de colénias de
granulécitos-macrofagos, obtidas a partir das CMMO de animais ApoE comparados
aos BI6 sem aterosclerose, tanto na avaliagdo macroscopica, quanto na contagem

microscopica. Os resultados estao no Grafico 9.
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Grafico 9: Ensaios clonogénicos in vitro. CMMO (2 x 10%) de camundongos BI6 e de camundongos ApoE™,
foram semeadas, na presenga de fatores de crescimento, para a avaliagdo da capacidade de proliferagéo e
diferenciagéo de progenitores hematopoiéticos. Apds 14 dias as coldnias foram contadas macroscopicamente e
com um microscopio invertido (aumento de 25X). Animais com aterosclerose exibiram contagem de unidades

formadoras de colbnias granuldcitos-macrofagos (UFC-GM) aumentada em relacao aos camundongos BI6.
*p<0,05 vs.BI6.
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4.5 Enumeracéo dos principais resultados

1. Ainjecdo de CMMO pela via ICO em camundongos, com posterior analise da
cinética das células, na microcirculagao cardiaca, apos isquemia foi possivel.

2. A isquemia miocardica induziu redugdo da DCF, em camundongos sem
aterosclerose.

3. Apos isquemia miocardica, a DCF foi ainda mais reduzida na presenca de
aterosclerose.

4. A injecdo ICO de CMMO n&o alterou negativamente os parametros de
perfusdo ou de inflamag&o na microcirculagao cardiaca.

5. As CMMO quando injetadas pela via ICO, n&do exibiram rolamento na
superficie microvascular endotelial, ficando retidas nas redes de capilares
miocardicos e ndao em arteriolas pré-capilares ou em vénulas pos-capilares.

6. A indugao de isquemia miocardica ndao aumentou o numero de CMMO retidas
na microcirculagdo, na auséncia de aterosclerose.

7. No miocardio pds-isquemia, a presenca de aterosclerose ndo aumentou o
numero de CMMO retidas na microcirculagao, apoés injecao ICO.

8. O numero de CMMO retidas ndo se correlacionou com parametros de
perfusdo microvascular ou de inflamacéo, avaliados previamente a injecéo.

9. A expressdao de CXCR4 nas CMMO injetadas se correlacionou fortemente
com o numero de células retidas nos capilares.

10.A aterosclerose nao alterou o numero de CMMO obtidas apos gradiente de
Ficoll.

11.A expressao de CD54 em CMMO diminuiu na presenca de aterosclerose.

12.As CMMO na presenca de aterosclerose aumentaram o potencial clonogénico
in vitro.

13.A viabilidade funcional do enxerto cardiaco pode ser avaliada pela
ecocardiografia, dentro do primeiro més apoés o TCHC, em camundongos

singeneicos.



5 DISCUSSAO

A circulagao coronariana, assim como todos os leitos vasculares, possui uma
estrutura fractal. As duas maiores artérias coronarias, tronco comum esquerdo (que
se divide em artéria descendente anterior e artéria circunflexa) e artéria coronaria
direita, sdo as primeiras ramificacbes da Aorta, que conduzem um grande volume de
sangue para o coragao e repousam sobre a superficie epicardica. Seus ramos
penetram o miocardio, consistindo de vasos de resisténcia (pequenas artérias e
arteriolas), com cerca de 75 a 200 ym de didametro e sdo os principais responsaveis
pela regulacéo do fluxo sanguineo local. A partir das arteriolas emerge uma série de
redes densas de capilares, que se distribuem paralelamente aos cardiomiécitos e
sao responsaveis pelas trocas de nutrientes e de O, que ocorrem no coragdo. A
microcirculagado cardiaca € composta por vasos com diametro abaixo de 300um tais
como as pequenas artérias, arteriolas, capilares e vénulas pds-capilares. O estudo
in vivo da microcirculagao cardiaca pode ser realizado tanto em humanos como em
animais. No primeiro caso, técnicas nao invasivas disponiveis, tais como a
tomografia por emissao de pdésitrons, a tomografia computadorizada, a ressonancia
magnética e a ultrasonografia, permitem avaliagdes indiretas da perfusao
miocardica, enquanto que métodos invasivos, tais como o Doppler intracoronariano
permitem a avaliagao de parametros de fluxo microvascular(41).

O impacto da infusdo ICO de células progenitoras derivadas da medula 6ssea
(CPDMO) na fungdo microvascular miocardica humana, apos um IAM, foi avaliado
no estudo REPAIR-AMI, através do uso de Doppler intracoronariano. O transplante
ICO de CPDMO associou-se a normalizacdo da reserva de fluxo coronariano e
melhora na capacidade de condutancia vascular maxima na artéria relacionada ao
infarto, no acompanhamento de quatro meses (42). Além de parametros
microcirculatorios, o grau de retencdo de CMMO no miocardio infartado, também
pode ser avaliado por diferentes técnicas, tanto em animais quanto em humanos
(43). Em estudos avaliando espécimes de tecido cardiaco, o uso de marcagao
celular direta permite a visualizagdo das células injetadas pela via ICO, em nivel
individual no tecido miocardico, porém sem a possibilidade de avaliagao da dindmica
das células. Ja os modelos in vivo, experimentais e clinicos, permitem a avaliagao

das células injetadas marcadas diretamente, de forma dinamica, utilizando diversas
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técnicas tais como ultrasonografia, RM e medicina nuclear. Por questbes de
seguranga, a marcagao celular indireta incluindo manipulagéo genética, é possivel
apenas em animais. Até o momento sdo escassas as informacdes referentes a
quantificacdo das células injetadas pela via ICO que ficam retidas no miocardio,
principalmente em humanos, onde as técnicas de avaliacdo sao mais limitadas. Em
estudo realizado no Brasil, evidenciou-se que em pacientes com IAM, o grau de
retencdo de CMMO autdlogas, nas primeiras 24 horas apos inje¢ao pela via ICO foi
superior a técnica de injecao retrograda através do seio venoso coronariano (27). Ly
e colaboradores utilizaram um modelo de IAM anterior em suinos, onde foi avaliada
in vivo, a injec&o ICO de diferentes populagdes de células progenitoras multipotentes
marcadas, incluindo células mesenquimais, CMMO e células mononucleares do
sangue periférico (44). Na primeira hora ap6s a injegao, as células mesenquimais
emitiram um sinal de maior intensidade em relacdo as outras populagdes(44). A
cinética de células mesenquimais na microcirculagao também ja foi descrita. Toma e
colaboradores utilizaram a técnica de MIF e observaram a microcirculacdo do
musculo cremaster de ratos, para avaliar células mesenquimais marcadas injetadas
pela artéria femoral, até 48 horas apds a injecao. A injecao direta transepicardica de
cardiomiocitos fetais marcados com CM-DiL, na parede livre do ventriculo esquerdo
e posterior avaliacdo por MIF, da retencédo dessas células no musculo cardiaco, foi
descrita por Ruhpawar e colaboradores em céaes(45). Agnoletti e colaboradores
descreveram uma técnica de infusdo ICO de CMMO marcadas com PKH26, tanto
em camundongos quanto em hamsters. Nesse estudo realizou-se a injecdo de
células pela artéria carétida (com concomitante clampeamento da aorta, para
redirecionamento das células injetadas diretamente para o coragédo) e também pela
veia jugular. Em alguns animais foi realizada isquemia miocardica por ligadura
temporaria (30 minutos) da artéria coronaria descendente anterior. A visualizagao
das CMMO foi realizada imediatamente e um més apos a injegéo, através de analise
histoldgica.

Nosso modelo possibilitou a unido, de uma s6 vez, de caracteristicas
metodologicas diferentes e relevantes dos estudos citados, possibilitando a
visualizagao in vivo da cinética de CMMO marcadas, na microcirculagdo miocardica,
apos a injegao ICO, mediante isquemia miocardica, em camundongos. A utilizagéo

da técnica de TCHC singeneico como modelo basico para esse estudo incluiu uma
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série de vantagens sobre os modelos até entdo descritos na literatura.
Primeiramente, a analise por MIF da microcirculagdo do enxerto cardiaco nao
necessitou de toracotomia e nem de ventilacdo invasiva do animal, evitando a
influéncia dos movimentos pulmonares que tornariam impossivel a aquisicao de
imagens estaveis. A modificagdo da técnica de TCHC, com canulagdo prévia do
tronco braquiocefalico, unida ao fechamento da valvula adrtica do enxerto pelo fluxo
de sangue que chega ao enxerto cardiaco cervical retrogradamente, asseguraram
uma injecdo de CMMO diretamente nas artérias coronarias, sem perdas para a
circulagao sistémica. A técnica de indugdo de IMG, por clampeamento da artéria
cardtida que irriga o enxerto cardiaco cervical, permitiu uma isquemia homogénea
com reperfusdo controlada, o que tem a vantagem de ndo depender da variagéo
anatbmica que ocorre quando se usa modelos tais como o de ligadura das artérias
coronarias. A utilizagdo do transplante singeneico (transplante realizado entre
animais da mesma espécie) permitiu o estudo exclusivamente da fisiopatologia da
lesdo por isquemia e reperfusdo miocardica, sem influéncia de reacbes mediadas
pelo sistema imune adaptativo. Isso € comprovado pelo fato de que coracdes
murinos transplantados de forma singeneica nao sao rejeitados apds o transplante,

mantendo-se viaveis por pelo menos 120 dias(46).

Mesmo com atual conhecimento do substancial beneficio clinico obtido com a
restituicdo precoce do fluxo sanguineo em artérias coronarianas relacionadas a
eventos agudos, a fisiopatologia da injuria microvascular ocasionada pela isquemia e
reperfusdo (IR) miocardica, representa talvez a atual fronteira do conhecimento
nessa area. A IR miocardica esta associada clinicamente a necrose de
cardiomiocitos, arritmias, diminuicdo do débito cardiaco e ao fendmeno de
atordoamento miocardico(47). Os mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos na IR
incluem o comprometimento metabdlico tecidual, geracdo de espécies reativas de
02, sobrecarga de calcio intracelular, rapida alteragado do pH local e inflamagéo (com
ativacao do sistema complemento, aumento da expressdo de moléculas de adesao
endoteliais, secregao de citoquinas inflamatorias e recrutamento local de leucdcitos).
Ocorrem ainda, injuria endotelial e miocitaria, hipercontratura de cardiomidcitos,
embolia aterotrombdtica e/ou plaquetaria, edema e espasmo microvascular. dano

mitocondrial e finalmente necrose miocardica e endotelial(48).
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Varios estudos em animais ja utilizaram a MIF para a visualizagéo direta dos
fendbmenos microvasculares ocasionados por I/R em diferentes 6rgéos(49;50). Até
recentemente a avaliacdo desse fendmeno na microcirculagdo cardiaca so era
possivel indiretamente, com estudos do coragao isolado pelo método de
Langendorff(51) ou extrapolando-se dados obtidos em estudos da microcirculagéo
da musculatura esquelética(52). Schramm e colaboradores demonstraram a
exequibilidade da avaliagdo in vivo por MIF da microcirculagdo cardiaca
subepicardica, em modelo murino do TCHC, apés IR de forma acurada e
reprodutivel. Tempos prolongados de I/R relacionados ao TCHC (240 minutos)
ocasionaram deterioracdo da perfusdo miocardica e aumento no recrutamento de
leucécitos e na resposta inflamatoria relacionada a injuria de reperfusdo poés
transplante(47). Em nosso estudo o tempo de isquemia relacionado ao TCHC foi
inferior (em torno de 90 minutos) e nao variou significativamente entre os grupos
estudados. Sendo assim, € bem provavel que as alteragdes de diminuicdo da DFC
observadas no grupo 2 quando comparado ao grupo 1, sejam atribuidas
preferencialmente a IMG (isquemia “quente”) e ndo a isquemia “fria’relacionada ao
transplante cardiaco.

No presente estudo foi observada ainda uma DCF significativamente menor
no grupo de camundongos com aterosclerose quando comparados aos animais sem
aterosclerose, que também foram submetidos a IMG por uma hora. Devido a falta de
um grupo controle com aterosclerose, nao submetido a IMG nao se pode afirmar que
tal reducéo tenha sido exclusivamente relacionada a IMG, uma vez que os valores
da DCF no grupo de camundongos ApoE-/- poderia ja estar diminuido previamente a
inducdo de isquemia “quente”do enxerto cardiaco. Tal fato ndo diminui a importancia
da observagao, uma vez que se constatando uma diferenca na resposta a isquemia
do coragdo na presenca de aterosclerose, pode-se ter uma informagao importante
do ponto de vista translacional. A grande maioria dos estudos na literatura que
avaliam a fisiopatologia da doencga isquémica miocardica e da propria terapia celular
nesse contexto utilizou animais sem aterosclerose. Pode ser que o uso de modelos
experimentais com animais ateroscleroéticos reflita mais fielmente o que acontece em
humanos. De fato em camundongos ApoE-/- as placas aterosclerdticas possuem
similaridades com aquelas que se desenvolvem em humanos, apresentando em

estagios iniciais grande conteudo de células inflamatdrias, mais especificamente
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macrofagos com conteudos ricos em lipideos, formando células espumosas. Com a
progressao da doenga as lesdes se tornam mais complexas, apresentando nucleo
necrotico.e capa fibrosa. Na analise histolégica das artérias coronarianas de
camundongos ApoE -/- as lesdes ateroscleréticas se concentram na regidao proximal
das artérias, incluindo suas origens, poupando os primeiros segmentos e primeiros
ramos vasculares, que sido os sitios preferenciais de lesbes em humanos Lesdes
independentes também pdem estar presentes nas artérias intramiocardicas desses
animais, chegando até a ocasionar oclusdo total do vaso, sem evidéncias de
IAM(53). Camundongos ApoE-/- também podem desenvolver placas
aterosclerdticas instaveis, principalmente no tronco braquiocefalico, inclusive com
risco de ruptura(54). Foteinos e colaboradores demonstraram que células derivadas
de MO participam do processo de reparo endotelial em areas de disfungao endotelial
mais propensas a formacao de lesbes ateroscleréticas nas aortas de camundongos
ApoE-/-(55). A infus&o intravenosa de células progenitoras de MO foi testada em
modelo de isquemia de membros inferiores em camundongos ApoE-/- com e sem
diabetes. Nos dois grupos houve evidéncia de melhora da perfusdo microvascular e
da densidade capilar com a terapia celular(56).

O processo de retengao de leucdcitos em sitios inflamatorios, estudado
amplamente por técnicas de MIF(38), ja estd bem descrito na literatura e se da
preferencialmente nas vénulas pds-capilares (36;37), enquanto que 0s mecanismos
de recrutamento e retencado de células tronco e células progenitoras, tanto na MO,
quanto em tecidos e Orgdos submetidos a terapia celular, ainda sdo pouco
conhecidos.

O modelo sequencial de adesdo de leucdcitos envolve trés etapas: 1-
rolamento, mediado por selectinas; 2-ativagdo, desencadeado por quimiocinas; 3-
firme ades&do e retengdo, mediados por integrinas. A transmigragdo endotelial
compde a quarta etapa dessa cascata inflamatéria. Durante a fase inicial de
rolamento, € comum a fraca e temporaria adesdao dos leucdcitos as células
endoteliais, devido a interacdo entre selectinas nas superficies das células
endoteliais e ligantes na superficie celular dos leucocitos. Nesse momento, mediante
a exposicao a diferentes quimiocinas(p. ex. TNF-a) aumentadas no microambiente
local inflamado, os leucdcitos se tornam ativados. Além disso as proprias células

endoteliais passam a expressar importantes moléculas de adesao (p.ex. ICAM e

70



VCAM). Em paralelo, varias quimiocinas (p. ex. interleucina-8, MCP-1e SDF-1)
produzidas ou apresentadas pelas células endoteliais, atraem os leucdcitos em
diregdo aos sitios inflamatoérios. A ligacdo dessas quimiocinas aos receptores de
superficie dos leucdcitos resulta em rapida ativacdo de integrinas B-1 e B-2. A
terceira etapa desse processo, a firme adesdo, € promovida pela afinidade
aumentada entre as integrinas da superficie leucocitaria tais como aa4p1 (VLA-4),
alLp2 (LFA-2, CD11a/CD18) e aMB2 (Mac-1, CD11b/CD18) e as moléculas de
adesao da superficies das células endoteliais (p. ex. VCAM e ICAM). Ao final do
processo, apos a firme adesao, inicia-se a diapedese ou transmigracdo endotelial
dos leucocitos(36;37).

A cinética dos leucdcitos apos IR em diversos 6rgaos ja foi descrita, inclusive
no coragcdao. Schramm e colaboradores demonstraram que apds IR o numero de
leucdcitos acumulados nas vénulas poés-capilares, apds rolamento e firme adesao,
era diretamente dependente do tempo de duragédo da isquemia miocardica(47). A
deposicdo de leucécitos na microcirculagao coronariana € um dos primeiros eventos
na injuria inflamatéria apds isquemia miocardica e ndo se da apenas nas vénulas
pos-capilares, mas sim nas redes capilares. Tal acumulo parece depender de varios
fatores. Quando em contato com o ambiente inflamatorio pds isquémico, leucocitos
sofrem diminuicdo da capacidade de deformidade, produzem substancias
vasoconstrictoras que atuam na microcirculagdo local e aumentam a agregagao
plaquetaria(57). Ritter e colaboradores avaliaram a cinéticas na microcirculagao
coronariana de leucécitos nos primeiros minutos apos a indugcdo de isquemia e
reperfusdo de coracdes isolados de ratos. Nos primeiros cinco minutos, mesmo sem
isquemia prévia, o “plugging’de leucdcitos nos capilares foi observado, havendo
adesdo de leucocitos nas vénulas pos-capilares com e sem isquemia cardiaca
prévia.

Apos 35 minutos de perfusdo as células permaneceram retidas nos capilares
mais frequentemente do que nas vénulas pos-capilares, onde houve um maior
“‘washout’celular(58). Em nosso estudo as CMMO ficaram retidas no miocardio pos
isquémico mediante o acumulo na rede de capilares sem nenhuma interagao do tipo
rolamento seguido de firme adesdo nas vénulas pos capilares. Apenas em um
animal foi observado tal fenbmeno. Mesmo nesse caso a grande maioria das CMMO

exibiu retengdo nos capilares e ndo nas vénulas pos capilares. Estudos prévios
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avaliando a cinética na microcirculacdo de populacdes celulares derivadas de MO
especificas, mediante MIF foram realizados. Ruster e colaboradores demonstraram
em murinos, através de estudo in vivo da microcirculagdo da orelha com MIF, que
CTM da MO sao capazes de rolar no endotélio de vénulas pds capilares,
dependendo da expressdo de P-selectina e ainda aderir firmemente através da
interagcédo entre as moléculas VLA-4 e VCAM-1(59). A infusao sistémica de CTM, em
ratos submetidos a IAM, se acompanha de retencdo dessas nas bordas do
miocardio infartado e ainda, nos pulmdes, figado e baco, provavelmente devido ao
maior diametro dessas células(60). Quando avaliadas por MIF na microcirculagéo do
musculo cremaster, CTM injetadas pela artéria femoral ocasionaram redugao
significativa do fluxo sanguineo apds retengdo nos capilares(61). Ha evidéncias de
que a infusdo intracoronariana de CTM, em modelo suino de IAM, possa causar
obstrugdo aguda microvascular e consequente interrup¢cdo do fluxo sanguineo
miocardico (62).Vulliet e colaboradores observaram que a injegdo IC de CTM em
coragdes saudaveis de cades pode causar micro-obstrugdo aguda e até IAM(63).
Porém em estudo comparando diferentes velocidades de infusdo das CTM pela via
IC apés IAM em porcos, observou-se diminuicdo da mortalidade e melhora
significativa da perfusdo miocardica, com velocidades de infusdo maiores(64). De
fato, em humanos apos um IAM, a infusdo IC de CTM derivadas de MO parece ser
segura e provavelmente eficaz em termos de melhora da fungédo miocardica(65). Em
nosso estudo nao observamos diferengcas nos paradmetros microcirculatorios
(perfusdo microvascular e inflamagao) antes e apés a infusao IC das CMMO, o que
pelo menos demonstra a seguranga da inje¢cdo na fase imediata apos a reperfusao
miocardica. Quando comparadas as CMMO, as CTM permanecem retidas na
microcirculacdo miocardica pos-IAM, em numero significativamente maior, dentro da
primeira hora apoés a injegéo IC, que foi realizada 3 a 4 dias apds o IAM e ainda, a
observagao de “plugging” microvascular se deu apenas em relagdo as CTM (44). Em
nosso estudo, tal mecanismo de retengdo de CMMO injetadas pela via IC, foi
observado como o principal em todos os animais, inclusive naqueles com deficiéncia
de PECAM-1, uma molécula importante no processo de adesao leucocitos durante
processos inflamatorios(46).

Ha evidéncias de que o microambiente do miocardio isquémico nao seja

apenas propicio mas essencial para a retencdo de células progenitoras. Em tese,
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varios fatores podem influenciar uma maior ou menor retengdo de CMMO injetadas
pela via IC. Em nosso estudo a indug¢ao de isquemia do enxerto durante uma hora,
com posterior inje¢cdo IC das CMMO, ndo aumentou o numero de células retidas no
miocardio em relagdo a injecdo sem inducdo de isquemia, mesmo com DCF
diminuida (Unico parametro microvascular alterado pela indugdo de IMG). A micro-
obstrucdo da microcirculagcdo, muitas vezes relacionada a micro-trombose, consiste
em um dos mecanismos responsaveis pela diminuicdo da DCF. De fato, nosso
achado parece estar de acordo com estudo clinico que avaliou a injegao IC de
CMMO em pacientes apés um IAM, onde a presenga de micro-obstrugcdo nos
capilares do miocardio, avaliada por RM coronariana ndo se correlacionou com uma
maior retencdo de CMMO(27). A influéncia da isquemia propriamente dita, na
retencdo de células injetadas pela via ICO, também ja foi avaliada em outros
estudos. A indugao de isquemia, através da técnica de insuflagdo de um balao,
durante a infusdo IC de CMMO no miocardio pos- infartado foi avaliada em suinos.
Tossios e colaboradores estudaram a infusdo IC de CMMO com e sem a ocluséo
coronariana com a insuflacdo de um baldo, em porcos, cinco dias apds a indugao de
IAM por oclusdo coronariana (por 4 horas). Nao houve diferenga no numero de
CMMO retidas na comparagdo das duas estratégias de infusdo(66). Mais
recentemente, Meluzin e colaboradores, também em porcos, avaliaram a retencao
de CMMO mediante repetidas insuflagbes de um baldo com interrupcdo do fluxo
sanguineo, durante o transplante IC, trés dias apos o IAM. Tal técnica demonstrou
aumentar o numero de células retidas quando comparada a infusao ICO continua,
sem oclusdo coronariana concomitante(67). No nosso estudo a infusdo das CMMO
se deu de forma continua, sem interrup¢ao do fluxo sanguineo durante a infuséo e
apenas 3 horas apos a inducédo de injuria miocardica global pelo periodo de uma
hora com posterior reperfusdo. E possivel que apds trés horas o ambiente
microvascular ndo tenha se alterado tanto ao ponto de se tornar mais propicio ao
aumento da retencdo das CMMO. Tal suposi¢ao é corroborada por estudo recente
que avaliou a expressdo génica no miocardio infartado tanto de camundongos
infartados quanto de animais submetidos a isquemia por 30 minutos seguida de
reperfusdo. Nas primeiras 6 horas apds o insulto isquémico a expressdo de genes
relacionados ao processo inflamatério estava aumentada enquanto que estava

inalterada ou até diminuida a expressao de genes associados ao processo de
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quimiotaxia (p. ex. SDF-1) de células tronco e progenitoras, juntamente com genes
associados a angiogénese(68).

A relacdo entre a aterosclerose e a microcirculacdo € tema de intenso
estudo. O paradigma de que a microcirculagdo coronariana ndo é afetada pela
aterosclerose vem mudando. Recentes evidéncias demonstram disfungcéo endotelial
e reduzida capacidade de vasodilatagdo da microcirculagdo coronariana em
pacientes com fatores de risco cardiovascular e sem obstrucdo das artérias
coronarias epicardicas, sugerindo que o envolvimento da vasculatura coronariana na
aterosclerose seja difuso, incluindo a microcirculagdo, provavelmente a partir de
estagios precoces do continuum cardiovascular aterosclerético(69). Em nosso
estudo a avaliacdo de retencdo das CMMO foi também testada no miocardio
submetido a isquemia “quente” em animais ateroscleréticos, mimetizando mais
fielmente o contexto dos estudos clinicos da atualidade. Os fendmenos que
envolvem a retengdo de CMMO na microcirculagdo sao complexos e dependem de
caracteristicas ndo sé do ambiente microvascular coronariano mas provavelmente
também das caracteristicas inerentes as células injetadas e ainda a propria medula
0ssea, de onde as células sdo obtidas. Hokama e colaboradores demonstraram que
o0 acumulo de leucdcitos nos capilares e nas vénulas pos-capilares em coragoes
submetidos a I/R é mais intenso na presenca de diabetes, provavelmente devido a
uma maior expressao de CD11b nos leucécitos, menor taxa de cisalhamento nas
vénulas poés-capilares e diminuigdo da produgdo de oxido nitrico pelas células
endoteliais(70). Zhu e colaboradores demonstraram que em porcos, a exposi¢do a
HAS e hipercolesterolemia induziu, na fase inicial da aterosclerose, a proliferacao
de microvasos no coracdo e que em tais animais, quando submetidos a isquemia
miocardica aguda, a diminuicdo na perfusdo miocardica e o0 aumento na
permeabilidade microvascular,eram atenuados, quando com parados a animais
saudaveis(71).

Em nosso estudo avaliamos também a correlagdo entre parédmetros de
microcirculacao pré infusao IC das CMMO e o numero de células retidas, nao sendo
evidenciada nenhuma correlagdo. Mesmo no grupo com aterosclerose, no qual a
DCF prévia a infusdo das CMMO era menor, quando comparada ao estudo em
animais sem aterosclerose também submetidos & isquemia. E possivel que o tempo

decorrido entre o término da inducao de isquemia e a injegdo das CMMO néao tenha
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sido suficiente para alterar os parametros microcirculatorios, alterando o numero de
células retidas.

E possivel ainda que no continuum cardiovascular aterosclerético, a resposta
local coronariana microvascular a isquemia curse com variagdes, onde em fases
iniciais, a capacidade de retencdo de CMMO injetadas pela via ICO seja diferente
daquela em fases mais tardias. Em nosso estudo utilizamos animais com até um ano
de vida, ndo tendo sido feita avaliagdo em animais mais idosos.

A quimiocina SDF-1 e seu receptor especifico CXCR4 possuem importante
papel no desenvolvimento cardiovascular normal assim como nos processos de
neovascularizagao pos-natal(72). O SDF-1 é produzido em resposta a hipoxia e atua
como um dos mais importante fatores de recrutamento de células que expressam o
CXCR4 em locais de isquemia, incluindo o coragao(73). Células progenitoras
hematopoiéticas, células progenitoras endoteliais, células estromais, células
endoteliais e linfécitos expressam o CXCR4, o qual possui importante papel nos
processos de migracédo celular, retengdo na MO e recrutamento de células pro
angiogénicas(72). Recentemente foi demonstrado que aumento da expressao de
CXCR4 induzida por hipoxia potencializa os efeitos benéficos da terapia celular(73).
Ainda, células da MO que expressao o receptor CXCR4 possuem maior capacidade
de migracdo, tanto basal quanto em resposta ao SDF-1, maior efetividade em
neovascularizacdo em modelo in vivo de isquemia de membros inferiores e maior
producao citoquinas pré angiogénicas(72). Em nosso estudo observamos uma forte
correlacao linear positiva entre a expressao de CXCR4 pelas CMMO e o numero de
células retidas nos capilares da microcirculacdo cardiaca apos infusdo IC, sendo
bem provavel que tal receptor participe desse processo de retencdo celular, ndo
sendo este apenas dependente de fatores reoldgicos ou de caracteristicas fisicas
das células.

Devido a importancia da MO no processo de reparo enddgeno ao longo do
continuum cardiovascular foram realizadas diferentes avaliagcbes comparando as
CMMO de animais com e sem aterosclerose. Na avaliagdo da recuperagao de
CMMO apos o gradiente de Ficoll, ndo observamos diferenga no numero de células
recuperadas o que pode indicar que a aterosclerose ndo afeta quantitativamente o

conjunto total de células.
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Avaliamos também a expressao de marcadores de superficie frequentemente
encontrados em células tronco e células progenitoras e também n&o foi encontrada
nenhuma diferenga entre os grupos. A idade avangada principalmente no curso do
continuum aterosclerético pode influenciar negativamente o potencial de reparo
endogeno através da redugdo quantitativa de determinadas populagdes de células
progenitoras(74).

E provavel que as composi¢des das MO de animais com aterosclerose néo
muito idosos, como os avaliados por nds, sejam semelhantes do ponto de vista
fenotipico, sofrendo alteracdo de determinadas populagcdes celulares apenas em
fases mais tardias da vida. Apenas o numero de unidades formadoras de colénias
de granuldcitos e macrofagos foi superior na presenga de aterosclerose, refletindo
talvez o continuo estimulo isquémico e/ou inflamatério sobre a MO dos animais
ApoE-/-, onde a proliferagao celular esteja aumentada em compensacao a uma piora
funcional das células do ponto de vista de reparo cardiovascular. De fato células
originadas da MO de pacientes coronariopatas possuem um menor potencial
regenerativo, quando comparadas a células da MO de controles saudaveis(75).

Por fim observamos a exequibilidade da avaliagdo por ecocardiografia do
enxerto cardiaco apos o TCHC. Embora a avaliacdo funcional propriamente dita do
enxerto cardiaco cervical seja questionavel, dado que a dindmica de fluxo sanguineo
intracavitario ndo corresponde aquela fisiolégica. Atualmente a técnica de avaliagao
de rejeicao pos transplante em camundongos € subjetiva, mediante palpacao direta
do orgao transplantado(76). Em modelos de transplante do enxerto para a cavidade
abdominal, estudos ja demonstram a possibilidade de monitoramento com
ecocardiografia. Sendo assim, € bem provavel que se possa monitorar a viabilidade
do enxerto em estudos de rejeicdo cardiaca pos transplante cervical, como o

realizado em nosso estudo.
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6 CONCLUSAO

A injecao ICO direta e a visualizagdo detalhada da cinética das CMMO na
microcirculagado coronaria in vivo por MIF foi possivel. A IRCG provocou redugao da
densidade capilar funcional, que se encontrou mais diminuida na vigéncia de
aterosclerose. A retencdo das CMMO apéds injecédo ICO se deu nos capilares e
provavelmente foi depende da expressdo de CXCR4. Apds injecéo ICO, as CMMO
nao demonstraram interacdo com as vénulas pds-capilares, como normalmente
acontece com leucdcitos. A aterosclerose afetou o fenétipo e fungédo das CMMO. A
analise da funcdo miocardica do enxerto cardiaco durante o TCHC pode ser

realizada através de ecocardiografia.
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS

Em tese, uma maior compreensao dos aspectos fundamentais da terapia
celular em cardiopatias € possivel, uma vez que podem ser realizados, tanto o
estudo da injegdo ICO de populagdes celulares especificas, permitindo a
comparacgao direta da cinética das mesmas na microcirculagdo cardiaca, quanto o
uso de enxertos obtidos a partir de animais com IAM prévio, por ligadura
permanente da artéria coronaria podem ser realizados ou ainda de animais com
outros tipos de cardiopatias (p.ex. cardiopatia chagasica). Ainda, uma variagdo na
duragédo do tempo de isquemia do enxerto, ou ainda do tempo entre a inje¢cao ICO
das células e o término da isquemia também sao possiveis. Sendo assim, o uso da
técnica de TCHC associada a injecdo ICO de células e concomitante MIF pode vir a
ser utilizada em diferentes contextos, ndo sendo restrito apenas ao modelo

apresentado nesta tese.
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