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RESUMO

MIRANDA, Amarildo. Células derivadas do tecido adiposo: uma possibilidade
terapéutica para o infarto do miocardio. 2015. 180p Tese de Doutorado em
Ciéncia Fisiologicas. Instituto de Biologia, Departamento de Ciéncias Fisiologicas,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2015.

Introdugao: As doencas cardiovasculares estdo entre as maiores causas de morte,
tendo o infarto do miocardio (IM) como a principal delas. Apesar dos avangos no
tratamento e os recurso farmacolégicos reduzirem a morbidade e a mortalidade das
doencas cardiacas isquémicas, existe a necessidade de desenvolver novas
estratégias terapéuticas que previna ou reverta o remodelamento ventricular
progressivo posterior ao IM que € a base do processo da insuficiéncia cardiaca
congestiva. O desenvolvimento da terapia celular como estratégia para reparar ou
regenerar o tecido lesado oferece uma grande possibilidade de terapia anti-
remodelamento. Diversos tipos celulares, vindo de varios tecidos podem ser
utilizados como terapia; dentre elas, células derivadas do tecido adiposo (CDTA)
(Lotufo et al. 2012; Karantalis et al. 2012; Go et al. 2013). Métodos: Neste estudo,
ratas foram submetidas a cirurgia para obtencdo do IM pela ligadura da artéria
coronaria anterior e tratadas com CDTA, injetadas diretamente na borda do IM
(Grupo T1); injetadas por via endovenosa na veia da cauda (grupo T2) ou com
solucao salina (grupo nao tratado) com 24 horas apds IM visando avaliar o uso de
CDTA como terapia. Exames ecocardiograficos (ECO) e eletrocardiograficos (ECG)
foram utilizadas antes do IM e nos dias 1, 7 e 28 apds IM para acompanhamento.
Resultados: A onda Q esteve presente em D1 em todos os animais depois IM no
ECG. O indice que QRS (IQRS) foi de 1,342 + 0,186 antes do IM e 0,838 + 0,15
depois IM (N=28; p < 0.01). O IQRS aumentou no grupo T1 nos dias 7 e 28 apés IM
comparados com o dia 1 (N=6; p < 0.001) e com o grupo néo tratado (N=6; p <
0.05). Nao houve melhoras no IQRS no grupo T2 e no nao tratado. O angulo de
despolarizagao ventricular médio (AQRS) foi de +60,45 + 11,27 graus antes do IM e
de +133,63 + 26,01 graus depois do IM (N=28; p < 0.001). O AQRS diminuiu no
grupo T1 nos dias 7 e 28 apds IM, comparados com o dia 1 (N=6; p < 0.01) e
quando comparado com o grupo néo tratado (N=6; p < 0.001). Nao houve melhora
no AQRS no grupo T2 e no nao tratado. A Fracdo de Ejecdo no modo M (FEM)
medido pelo ECO foi de 92,16 £ 4,17 % antes do IM e 53,24 + 10,85 % depois IM
(N=6; p < 0.001). A FEM no grupo T1 aumentou nos dias 7 e 28 apds o IM em
relagdo ao dia 1 (N=6; p < 0.001), tendo valores de antes do IM. A FEM no grupo
nao tratado ndo melhorou nos dias 7 e 28 apds o IM. Nao houve aumento do
didmetro diastdlico final (DDF) no grupo T1 apds o IM, enquanto DDF aumentou no
grupo nao tratado depois do IM. Fragcao de ejecdo por Simpson (FES), fracdo de
encurtamento (FE) e débito cardiaco (DC) melhoraram no grupo T1 e nao nos
grupos T2 e nao tratado. Conclusao: CDTA injetada na borda do IM melhorou a
funcao sistdlica dos animais, enquanto as CDTA injetadas por via endovenosa nao
teve 0 mesmo efeito.

Palavras-chave: infarto do miocardio, Tecido adiposo, Terapia celular.



ABSTRACT

MIRANDA, Amarildo. Adipose-derived Cells: A therapeutic possibility in
myocardial infarction. 2015. 180p. Doctoral thesis in Physiological Sciences.
Instituto de Biologia, Departamento de Ciéncias Fisiologicas, Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2015.

Background: Cardiovascular diseases are among the leading causes of death and
myocardial infarction (IM) as the main one. Although pharmacological and
interventional advances have reduced the morbidity and mortality of ischemic heart
disease, there is an ongoing need for novel therapeutic strategies that prevent or
reverse progressive ventricular remodeling following myocardial infarction, the
process that forms the substrate for ventricular failure. The development of cell-
based therapy as a strategy to repair or regenerate injured tissue offers extraordinary
promise for a powerful anti-remodeling therapy. Various cell types, coming from
various tissues may be used as therapy; among them, adipose-derived cells (CDTA).
Methods: In this study, female rats were subjected to surgery to obtain the IM by
ligation of the anterior coronary artery and treated with CDTA injected directly into the
IM edge (Group T1) or injected intravenously into the tail vein (T2 group) or saline
(untreated group) at 24 hours after Ml to investigate the use of CDTA as cell-based
therapy. Echocardiography (ECO) and electrocardiography (ECG) were performed
before the IM and on days 1, 7 and 28 after IM. Results: The Q wave was present in
D1 in all animals after IM at ECG exams. The QRS index (IQRS) was 1.342 + 0.186
before the IM and 0.838 + 0.15 after IM (N = 28, p <0.01). IQRS value increased in
T1 group on days 7 and 28 after IM in contrast to day 1 (n = 6, p <0.001) and
untreated group (n = 6, p <0.05). There were no improvements in IQRS at T2 group
and untreated group. The average angle of the ventricular depolarization (AQRS)
was 11.27 + +60.45 degrees before IM and 26.01 + +133.63 degrees after IM (N =
28; p <0.001). AQRS decreased in Group T1 on days 7 and 28 after Ml as compared
to day 1 (n = 6, p <0.01) and untreated group (N = 6, p <0.001). There was no
improvement in AQRS in the T2 group and untreated group. The ejection fraction in
M mode (FEM) measured by ECO was 92.16 + 4.17% before IM and 53.24 + 10.85%
after IM (N =6, p <0.001). The FEM in the T1 group increased on days 7 and 28 after
MI compared to day 1 (n = 6, p <0.001) with similar values to those of the prior IM.
The FEM in the untreated group was not improved on days 7 and 28 after MI. There
was no increase in left ventricular end-diastolic diameter (DDF) in T1 group after MI,
while DDF was increased in the untreated group after IM. Ejection fraction by
Simpson (FES), shortening fraction (FE) and cardiac output (DC) were improved in
group T1 but not in T2 group and untreated group. Conclusion: CDTA injected on
the edge of IM improved systolic function of animals and CDTA injected intravenously
did not have the same effect.

Key words: myocardial infarction, Adipose tissue, cell-based therapy.
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p <0,01; *** p < 0,001. (*) representa significancia em relagdo ao tempo zero (antes
da cirurgia de IM). Nao houve diferenca estatisticas quando os valores de 7 e 28
dias foram comparados com dia 1 (IM).Todos os valores expressos como Média +
Erro Padréo da MEdia..........oooiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 134

Figura 35: Grafico mostrando o Débito Cardiaco (L/min) medido no ECO de todos os
grupos experimentais. Valores indicados com (*) significam que a comparagao foi
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Figura 36: Grafico mostrando o Didmetro Diastolico Final (em mm) medido no ECO
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6 animais. Realizado ANOVA de uma via como teste estatistico. Todos os valores
expressos como Média * Erro Padrao da Média. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001.
(*) representa significancia em relagdo ao tempo zero (antes da cirurgia de IM). (A)
significa que a comparacao foi realizada intra grupo; ou seja, com o préprio animal,
mas com os valores encontrados no dia 1, que eram os valores no inicio do IM; A p <
0,05; AAP < 0,01; AAA P < 0,007 .. 136
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Figura 38: Grafico mostrando o Didametro Diastdlico Final (em mm) medido no ECO
do grupo T2 ao longo do tempo. Como pode ser observado, o DDF aumentou no
grupo T2 apdés o infarto, mas ndo aumentou ao longo do tempo. N= 6 animais.
Realizado ANOVA de uma via como teste estatistico. Todos os valores expressos
como Média + Erro Padrao da Média. * p < 0,05; ** p < 0,01; ** p < 0,001. (%)
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Figura 39: Grafico mostrando o DDF (mm) medido no ECO de todos os grupos
experimentais. Valores indicados com (*) significam que a comparacgao foi realizada
intra grupo com os valores do dia 0 (controle); ou seja, com o proprio animal antes
da cirurgia; *p < 0,05; **p < 0,01; ** p < 0,001. (A) significa que a comparagao foi
realizada intra grupo; ou seja, com o proprio animal, mas com os valores
encontrados no dia 1, que eram os valores no inicio do IM; A p < 0,05; AA p < 0,01;
AAA p < 0,001. (t) significa que a comparagao foi realizada contra o grupo sem
tratamento no mesmo tempo de observagao; t p < 0,05; tt p < 0,01; ttt p <0,001. O
grafico mostra que todos os grupos apresentaram valores de DDF baixos depois do
IM. Analisando estatisticamente todos os grupos juntos ndo houve diferengas entre
0s grupos. Todos os valores expressos como Média + Erro Padrdo da Média. Foi
usado ANOVA de duas vias e Tukey para analise estatistica.................ccocovrnnnnnnn.n. 139

Figura 40: Imagem demostrando a coloracdo de Picrosirius utilizada para medir o
tamanho dos infartos. Em A) é demonstrado um coragéo normal (ndo infartado). Em
B) é mostrado um coraco infartado apos 28 dias. E possivel notar o afinamento da
parede infartada, ressaltada pela indicacdo da seta e a grande deposicao de
colageno que pode ser evidenciado nessa coloracdo pelo forte coloragéo
avermelhada. VE significa ventriculo esquerdo; enquanto VD significa ventriculo
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Figura 41: Graficos mostrando o tamanho do infarto em % nos grupos experimentais
ao final do experimento (28 dias). O grupo de animais cujo tratamento foi realizado
com injecao de células na borda infartada (T1) apresentou um tamanho de infarto
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menor do que o grupo nao tratado e do que o grupo que recebeu as células por via
endovenosa (grupo T2) pela injecao na veia da cauda. O grupo T2 apresentou
tamanho de infarto com tamanho similar ao grupo néo tratado. Analise realizada inter
grupo, utilizando ANOVA de uma via. Todos os valores expressos como Média + Erro
Padrdo da Média. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,007 .....orrrrrriieiiiiiiieiiieeeeeeeiee e 144
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1. Introducgao

1.1 Infarto do Miocardio: Importancia e Aspectos Epidemioldgicos

As doencas cardiovasculares, em especial as doencas cardiacas isquémicas
(DCI), estdo entre as principais causas de morte e/ou afastamento do trabalho;
consistindo, portanto, em um grande problema de saude publica (Bristow 1994;
Laurenti, Buchalla, e Caratin 2000; Bocchi et al. 2009; Lotufo et al. 2012; Go et al.

2013).

Nos Estados Unidos (EUA) estima-se que 6,0 milhdes de pessoas tém
insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC) (Rosenzweig 2012). A maioria dos casos sao
de origem pos-isquémica, o que ja representou quase 1,0 % da populagdo deste
pais (Smith 1985; Paul et al. 1994). Além dos aspectos relativos a qualidade de vida
e aos prejuizos causados pela incapacidade para o trabalho e aposentadorias
precoces, os tratamentos da ICC tém impactos econémicos importantes para os
orgaos de saude publica dos paises (Julian 1989; Morris 1990; Hristov et al. 2006;

Takemura e Fujiwara 2006).

Conforme mencionado, os custos para tratamento destes pacientes sao
relativamente onerosos para os cofres publicos. Esse custo, nos EUA, por exemplo,
€ considerado um dos mais elevados dentre os programas de saude publica,
chegando-se a gastar cerca de 6,5 % do total de recursos destinados aos programas

de saude para os tratamentos dos pacientes de ICC; o que significou, em valores

24



numeéricos, ao equivalente a 34,4 bilhées de ddlares de gastos com o tratamento

desses pacientes (Rosenzweig 2012).

Uma revisdo dos dados relacionados as causas de morte nos paises da
América do Sul, mostra uma situagcdo ndo muito diferente da demonstrada acima
(Bocchi et al. 2009). Este estudo mostra que, baseado nos dados referentes a 50 %
da populacao da América do Sul, as doencas do aparelho circulatério ainda figuram
como uma das principais causas de morte, destacando a DCI como a segunda maior
causa de morte. Além disso, os quadros de insuficiéncia cardiaca sao a principal
causa de hospitalizagao, representando um sério problema de saude publica (Bocchi

et al. 2009).

No Brasil a situacdo ndo é muito diferente. Um estudo a partir de dados
coletados do Sistema Unico de Saude (SUS) relacionando as hospitalizagbes
realizadas no Brasil no periodo de 1993 a 1997, mostrou que as doencgas cardiacas
isquémicas (DCI) representaram cerca de 1,0 % do total das hospitalizagbes no
pais. “Angina pectoris” foi a patologia mais frequente, ocorrendo em 53,3 % dos
casos, vindo logo em seguida o infarto agudo do miocardio (IAM) com 26,6 % dos
casos. A pesquisa também mostrou que o IAM foi mais frequente no sexo masculino,
enquanto a “angina pectoris” foi a ocorréncia predominante nas mulheres. A maioria
dos pacientes com DCI permaneceu hospitalizada entre 5 a 8 dias, fazendo com que
o impacto econémico causado pela DCI| também seja importante no Brasil; elevando
0s gastos em hospitais para tratamento dessas doengas a cerca de 0,01 % do
produto interno bruto (PIB). No periodo estudado, embora as doengas isquémicas

tenham sido responsaveis por apenas 1,0 % das hospitalizacbes, esse valor
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representou cerca de 3,3 % do total dos valores gastos do SUS (Laurenti, Buchalla,

e Caratin 2000).

Como visto, a doenca afeta tanto paises desenvolvidos, quanto aqueles em
desenvolvimento. No Estado de S&ao Paulo, por exemplo, apesar dos dados recentes
indicarem uma ligeira queda de incidéncia de DCI nos ultimos anos e atingir valores
percentuais ligeiramente diferentes de acordo com a classe social em que o
individuo se encontra, as doencgas isquémicas ainda sdo de longe as que mais
afetam a populagéo, tendo incidéncia equivalente a de outras doengas como o

cancer, por exemplo (Lotufo et al. 2012).

Apesar dos grandes avangos alcangados no tratamento de doencgas
cardiovasculares agudas, como por exemplo, os ataques cardiacos; a maioria dos
pacientes podera evoluir tardiamente para sequelas danosas desses episodios,
desenvolvendo quadros de ICC e/ou arritmias cardiacas graves (Minicucci et al.

2011; Rosenzweig 2012; Go et al. 2013).

No homem, quadros de ICC podem advir de varias causas sendo a principal
delas o IM, sobretudo o infarto cicatrizado do miocardio (ICM) ou infarto crénico,
como também é conhecido (Minicucci et al. 2011). Do ponto de vista clinico,
pacientes com ICM estéo sujeitos a uma maior incidéncia de arritmias ventriculares,
“angina pectoris” e quadros de ICC; em especial, naqueles pacientes com infartos de
grande extensao ou repetitivos (Julian 1989; Morris 1990; Takemura e Fujiwara

2006; Hristov et al. 2006; Minicucci et al. 2011).
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1.2 Infarto do Miocardio: Aspectos Fisiopatolégicos

Por definicdo o IM é uma cardiopatia isquémica, causada por obstrugao de
vasos da circulagdo coronariana, o que resulta na redugao da perfusao local com
consequente morte de cardiomidcitos (Factor 1990). A isquemia leva a hipdxia e/ou
anodxia local, causando alteracbes diretas nas mitocéndrias, diminuicdo da
fosforilagao oxidativa e, consequentemente, dos niveis de trifosfato de adenosina

(ATP). Até aqui, os danos celulares ainda podem ser reversiveis (Case RB 1989).

Com a persisténcia da isquemia, ocorre vacuolizagao das mitocéndrias, que ja
pode ser detectada 30 (trinta) a 40 (quarenta) minutos apds a isquemia. Nesse
estagio, instauram-se eventos de lesdo celular irreversivel, atuando principalmente
nas membranas celulares. Ha uma perda continua de proteinas, enzimas e acidos
ribonucleicos (RNAs) essenciais para a célula. Membranas lisossdmicas sé&o
rompidas, levando ao extravasamento das enzimas lisossomiais para o citoplasma.
Essas enzimas provocam a digestdo enzimatica dos componentes celulares,

ocasionando a morte da célula por autdlise (Case RB 1989).

O IM também se caracteriza pela apresentacdo de uma fase de cicatrizacao,
que se inicia logo apos essa fase aguda, onde o tecido necrosado € gradativamente
substituido por tecido conjuntivo fibroso. Apés algum tempo (que pode variar de
semanas ou meses, dependendo da espécie), quando o processo cicatricial se
completa; tem inicio uma terceira fase (considerada crdnica), com caracteristica
histologica estavel, denominada de “infarto cicatrizado” ou “infarto antigo”. No

homem, a fase crbnica inicia-se entre a 62 e a 122 semana apos a lesao miocardica,
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sendo caracterizada estruturalmente pela presenca de uma cicatriz fibrosa,
neovascularizada, transmural ou subendocardica, com tamanho variavel, constituida
de fibroblastos e pela deposi¢ao de colageno (Fishbein, Maclean, e Maroko 1978a;

Fishbein, Maclean, e Maroko 1978b; Factor 1990).

Apesar dos disturbios metabdlicos ocorridos durante a isquemia serem
dramaticos, evidéncias clinicas e experimentais demonstram que os principais
eventos que realmente promovem disfungdes celular e tecidual, relacionam-se com
a subsequente reperfusado (Evora et al. 1996). Apds a necrose dos cardiomiécitos,
inicia-se rapidamente uma série de respostas celulares através da sinalizagao
célula/célula; que regula o reparo tecidual, contribuindo para a reconstrugdo do
miocardio infartado e a manutencédo da integridade do ventriculo (Tholpady et al.
2006). Este processo € caracterizado, inicialmente, pela atragdo e invasao de
células inflamatdrias no sitio da leséo, pela ativagao e sintese de peptideos, pela
formacgao de novos vasos sanguineos e pelo surgimento dos fibroblastos. Esta fase
inflamatdria inicial de cicatrizacdo, com a resultante formacdo de tecido de
granulagao, é seguida por uma fase fibrogénica que resulta no tecido cicatricial
(Fishbein, Maclean, e Maroko 1978b; Mill et al. 1990; Pfeffer e Braunwald 1990;

Litwin et al. 1994; Evora et al. 1996; Ribeiro et al. 2006; Miranda et al. 2007).

A matriz entdo formada € composta por mio fibroblastos que em condi¢des
normais n&o sdo encontrados no tecido cardiaco, exceto nos folhetos valvares (Sun
e Weber 2000). Estes, sado originados a partir dos fibroblastos por influéncia de uma
citocina, chamada “Transforming Growth Factor” (TGF-1), que é sintetizada por

macrofagos ativados (Desmouliére et al. 1993).
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O balanco entre a sintese e a degradagdo de colageno é considerado o
determinante primario da fibrose tecidual. A degradagdo do colageno envolve
enzimas proteoliticas conhecidas como matriz metaloproteases (MMPs). Uma delas,
a colagenase (MMP-1), tem sua atividade aumentada na fase inicial de reparo no IM
em ratos e sua atividade proteolitica aumenta a degradacéao de fibrilas de colageno
(Sun e Weber 2000). Nas primeiras semanas de infarto também sdo encontrados em
grande quantidade, os chamados inibidores da atividade colagenolitica, levando ao
acumulo gradativo de colageno na lesdo, contribuindo para a formagéao do tecido
fibroso e o remodelamento estrutural das regides néo infartadas (Ausma et al. 1995;

J. P. Cleutjens et al. 1995; Jack P. Cleutjens et al. 1995; Sun e Weber 2000).

Estas transformagdes agudas e crbnicas que ocorrem tanto na area infartada
e necroética, quanto nas nao necroticas; bem como na regiao peri infarto, geram uma
cascata de alteragbes estruturais e geométricas progressivas nos ventriculos
conhecida como remodelamento cardiaco (Pfeffer e Braunwald 1990; Litwin et al.
1994). Inicialmente, o ventriculo submetido ao estresse exibe uma funcado adequada,
tem a forma normal e a relagdo massa/volume do ventriculo pode, inclusive, estar
acima do normal. Entretanto, com o passar do tempo a capacidade compensatéria
do coracgao se torna ineficiente; o tecido ventricular ndo infartado pode apresentar
remodelamento de sua arquitetura, caracterizado por hipertrofia, aumento do volume
das cavidades ventriculares e, até mesmo, em casos mais extremos, ocorrer a
formagdo de aneurisma na parede ventricular e depdsito de calcio na lesao
(Fishbein, Maclean, e Maroko 1978b; Mill et al. 1990; Pfeffer e Braunwald 1990;

Litwin et al. 1994; Jack P. Cleutjens et al. 1995; J. P. Cleutjens et al. 1995; Sun e
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Weber 2000; Ribeiro et al. 2006; E. L. Olivares et al. 2007). Esses achados estéo
bem relacionados a extensao do infarto, a evolugao do processo cicatricial e com a
sobrecarga hemodinédmica que pode se instalar ja precocemente na fase aguda do
processo (Ellis, Doumanian, e Plun 1962) apud (Factor 1990; Pfeffer e Braunwald

1990; Santos e Masuda 1991; Backlund et al. 2003).

Considerando que 44,0 % dos pacientes com ICC sdo candidatos ao
transplante cardiaco, uma vez que as opgodes terapéuticas existentes atualmente
(farmacoldgicas e cirurgicas) sao limitadas e, muitas vezes, incapazes de
interromper a progressao da doenga (Hosenpud et al. 2000; Minicucci et al. 2011) se
torna necessario investigar formas alternativas de terapias, assim como o melhor

momento de aplica-las. Um exemplo de terapia pode ser as terapias celulares.

1.3 Células-Tronco: Algumas Definigoes

As células-tronco sdo caracterizadas como células indiferenciadas (sem
especializagéo funcional e sem marcadores de diferenciagdo que sejam especificos
para determinados tecidos), com capacidade de proliferagdo, autorrenovacao e de
plasticidade’. além disso, elas podem ser encontradas em varios tecidos e ainda em
medula éssea e sangue de cordao umbilical (Filip et al. 2008; Mizuno, Tobita, e Uysal

2012).

A taxa de proliferagdo das células-tronco é considerada baixa (Alison 2002;

Alison et al. 2002) e elas podem seguir dois diferentes modelos de divis&o celular: o

1 Plasticidade pode ser definido como a capacidade que determinadas células possuem de se
diferenciarem em tecidos distintos (Loeffler et al. 1997; Filip et al. 2008).
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chamado deterministico, no qual sua divisdo gera sempre uma célula-tronco idéntica
e ja comprometida com alguma linhagem especifica; ou o dito modelo aleatério,
onde algumas células-tronco geram somente novas células-tronco, enquanto outras
geram apenas células progenitoras, que ja sejam comprometidas com uma

determinada linhagem (Loeffler et al. 1997).

As células-tronco consideradas mais primitiva sdo o odcito fertilizado (zigoto)
e aquelas células que sejam descendentes das duas primeiras divisdes mitoticas.
Estas células s&o consideradas totipotentes, pois sdo capazes de gerar 0 embrido e
também o trofoblasto da placenta (Alison 2002; Alison et al. 2002; Dawn e Bolli 2005;

Filip et al. 2008; Duncan, Dorrell, e Grompe 2009).

Apos quatro dias, estas células totipotentes comecam a se especializar,
formando uma massa de células esféricas, que sdo chamadas de blastocistos, que
por sua vez contém a massa celular interna (MCI), de onde o embrido se
desenvolve. A MCI do blastocisto & formada por Células-Tronco Embrionarias (ES)
que podem se diferenciar em células dos trés folhetos embrionarios (endoderma,

mesoderma e ectoderma) (Filip et al. 2008).

As ES aparentemente ndo sao capazes de originar a placenta e os tecidos
que sustentam a gestagdo e sao chamadas de pluripotentes. A maioria dos tecidos
parece conter células-tronco multipotentes, capazes de produzir uma limitada
variedade de linhagens celulares diferenciadas de acordo com a sua localizagao
(Alison 2002; Alison et al. 2002; Herzog, Chai, e Krause 2003). Podemos citar como

exemplo, as células-tronco encontradas no Sistema Nervoso Central (SNC) que séo
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capazes de gerar neurdnios, oligodendrécitos e astrocitos, sendo consideradas
multipotentes pelo fato de poderem gerar diferentes tipos celulares relacionados
somente a sua localizagdo (D. L. Clarke et al. 2000; Momma, Johansson, e Frisén

2000).

Ainda temos as células-tronco chamadas de células unipotentes, cujas
progenitoras ja estdo comprometidas e sao capazes de originar um unico tipo celular
especifico (Lovell e Mathur 2004). Estas progenitoras comprometidas originam
células com capacidade de autorrenovagao limitada; além de, geralmente,
possuirem uma rapida taxa de proliferacdo. E interessante ressaltar, que essas
células podem se dividir e originar células diferenciadas, que perdem ou diminuem a
sua capacidade de proliferacdao (Alison 2002; Alison et al. 2002; Young e Schafer

2014).

Como ja comentado anteriormente, as ES num primeiro momento, até
poderiam parecer mais adequadas para a terapia celular, visto que o seu potencial
em originar os diversos tipos celulares seria bastante vasto. Na pratica, isso ainda
nao € possivel, colocando tais células no meio de grandes debates politicos e
filoséficos em quase todos os paises que se predispdem a estuda-las como terapia
(Lenoir 2000; Ben-David e Benvenisty 2011; Mizuno, Tobita, e Uysal 2012). Do ponto
de vista cientifico, além dos problemas éticos, o seu emprego esbarra em fatores
complicadores como o seu grande potencial teratogénico, além da possibilidade de
aumento da necessidade de se administrar drogas imunossupressores nos
pacientes tratados com elas. Na pratica, esses problemas acabam por limitar o

emprego terapéutico das ES no momento atual do desenvolvimento tecnoldgico
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(Leri, Kajstura, e Anversa 2005; Ben-David e Benvenisty 2011; Boyd et al. 2012;

Mizuno, Tobita, e Uysal 2012).

Levando em conta os debates envolvendo as ES e as suas limitagdes
técnicas para uso na terapia celular; faz das células-tronco oriundas de tecidos
adultos, uma fonte alternativa de células para emprego nas terapias celulares. Como
visto, essas células estdo presentes em muitos tecidos; sendo ja descritas em:
medula Ossea, pele, musculos, tecido adiposo, coragao, dentre outros (Mizuno,
Tobita, e Uysal 2012). De todas elas, certamente as mais estudadas e empregadas
em terapias celulares sdo aquelas encontradas na medula 6ssea (Dawn e Bolli

2005).

Outro tipo de célula-tronco com potencial para aplicacbes praticas é a
chamada célula-tronco pluripotente induzida (iPS), que sdo as células-tronco
derivadas de células ja diferenciadas; tais como, fibroblastos da pele e
‘reprogramadas” para se comportarem como células-tronco e parecem ter o mesmo
potencial e propriedades da ES; mas com a vantagem de sua produg¢do nao ser
dependente de uma fonte de embrides. Geralmente sdo produzidas inserindo-se
nela 4 (quatro) genes (oct-4, sox-2, Klf-4 e c-Myc) através de um vetor viral. Estes
genes se inserem no DNA da célula adulta (ex.: pele) e reprogramam o seu codigo
genético. Como este novo programa, as ceélulas voltam ao estagio de uma célula-
tronco embrionaria e possuindo caracteristicas de autorrenovacdo e a capacidade
de se diferenciarem em qualquer tecido (Takahashi et al. 2007; Boyd et al. 2012;
Okano e Yamanaka 2014). Um exemplo de producao de iPS pode ser visualizado na

figura 1.
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Figura 1: Figura mostrando um esquema de geragdo de células-tronco pluripotentes
induzidas (iPS). (1) As células doadoras sdo isoladas e cultivadas. (2)Transferem-se os
genes das células-tronco associadas para as células doadoras por meio de vetores virais.
As células vermelhas indicam as células que manifestam os genes exdgenos. (3) As
células cultivadas séo colhidas de acordo com estratégias de cultivo de células-tronco,
pela utilizagdo de fibroblastos mitoticamente inativos (cor cinza claro). (4) Um pequeno
subgrupo dessas células transfectadas tornam-se células-tronco pluripotentes induzidas e
a partir desse momento produzem colbnias de células-tronco. (Imagem modificada e
obtida de http://commons.wikimedia.org/wiki/File:NoFonti.svg#/media/File:NoFonti.svg,
licenciada sob CC BY-SAZ2.5, disponivel na internet em 30/03/2015).

1.4 Medula Ossea: Alguns Aspectos

Como mencionado anteriormente a medula 6ssea € uma grande fonte de
células-tronco e é um tecido liquido gelatinoso que ocupa o interior dos ossos. Na
medula Ossea sdo produzidos os componentes do sangue: as hemacias, 0s
leucdcitos e as plaquetas. Ela pode ser vista como um tecido organizado em dois
compartimentos distintos: o hematopoiético, capaz de fornecer células maduras de
todas as linhagens sanguineas; e o estroma, que se constitui de um microambiente
com caracteristicas diversas, que € capaz de promover a autorrenovagao e a

diferenciagdo das células-tronco (Huttmann, Li, e Duhrsen 2003).

34


http://commons.wikimedia.org/wiki/File:NoFonti.svg#/media/File:NoFonti.svg
http://commons.wikimedia.org/wiki/File:NoFonti.svg#/media/File:NoFonti.svg
http://commons.wikimedia.org/wiki/File:NoFonti.svg#/media/File:NoFonti.svg

Um esquema representativo de uma medula éssea pode ser visto na figura 2.
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Figura 2: Figura mostrando um esquema de medula 6ssea. E possivel observar
que dois compartimentos se destacam: o hematopoiético, contendo as células-
tronco hematopoiética que sdo capazes de gerar outras células-tronco
hematopoiética e também toda a linhagem hematopoiética e o compartimento
estromal que contém as células-tronco estromal, que também s&o capazes de
gerar outras células mesenquimais e outras populagbes celulares; tais como,
adipécitos e osteoclastos. Esquema modificado do original encontrado no

endereco na internet:http://www.medicinageriatrica.com.br/tag/medula-osseal,
disponivel em 02/05/2015).

As Células-tronco Hematopoiéticas (CTH) sédo caracterizadas como células
multipotentes, com alta capacidade de proliferacdo, de autorrenovagdao e de
diferenciagdo em uma variedade de células das linhagens mieloide e linfoide
especializadas (Goodell et al. 1996; Osawa et al. 1996). Elas tém a capacidade de
reconstituir e manter todas as linhagens sanguineas (Lovell e Mathur 2004) e podem

ser mobilizadas para fora da medula 6ssea, atingindo a circulagdo sanguinea

35


http://www.medicinageriatrica.com.br/tag/medula-ossea/

conforme a necessidade (Bonnet 2002; Bonnet 2003). Fenotipicamente, elas podem
expressar os marcadores hematopoiéticos “CD45 +”, “CD34 +”, “CD133 +” e

“CD117 +” (“c-kit”), mas s&o ausentes dos marcadores “lin -” (Dawn e Bolli 2005).

O estroma da cavidade medular é constituido basicamente por células
endoteliais, osteoblastos, células adventicias e células reticulares. Além disso,
também estdo presentes neste compartimento as Células-Tronco Mesenquimais
(CTM) que tém demonstrado possuir um grande potencial de se diferenciar nos mais

diversos tecidos (Bianco e Gehron Robey 2000).

As CTMs foram isoladas e inicialmente descritas na década de 70, baseado
na sua capacidade de aderéncia a superficie da placa de cultivo e no seu grande
potencial de diferenciacdo (Friedenstein et al. 1974; Caplan 1991; B. R. Clarke e
Keating 1995; Pittenger et al. 1999; Qayyum et al. 2012; L. Chen et al. 2014). Elas
podem se diferenciar In Vitro em diversas linhagens celulares: osteoblastos,
condrocitos, adipécitos (Caplan 1991; Pittenger et al. 1999), musculo esquelético
(Ferrari et al. 1998), musculo cardiaco (Hakuno et al. 2002); além de células
endoteliais, hepatocitos, neurénios, oligodendrdcitos e astrocitos (Jiang et al. 2002;

Young e Schafer 2014).

As CTMs, pela sua capacidade de diferenciacdo, tém sido o tipo celular de
escolha para uso nos estudos de tratamentos de doencgas cardiacas em ratos (Orlic
2002; E. Olivares et al. 2004; E. L. Olivares et al. 2007; Young e Schafer 2014) e
mesmo em humanos (Perin et al. 2004). A coleta de medula 6ssea para fins de

tratamento, apesar de ser considerado um procedimento ja bem estabelecido, ainda
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pode ser considerado invasivo e dependendo do estado clinico em que o paciente
se encontra, a quantidade de material coletado pode ser insuficiente para realizacao
de mais de um tratamento. Baseado nestes fatos, outros tecidos também tém sido
alvo de pesquisa para fins de utilizacao em terapia celular, sendo o tecido adiposo

(TA) um deles (L. Chen et al. 2014).

1.5 Terapias Celulares

Um certo numero de condigbes patoldgicas, tais como faléncia de érgaos,
podem ser tratadas através de procedimentos clinicos atuais e estratégias
cirargicas, incluindo transplantes de 6rgéaos, transferéncia de tecido autélogo e
mesmo a utilizacdo de materiais artificiais; no entanto, estes tratamentos tém
limitagdes potenciais, que incluem desde a falta de 6rgdos para os transplantes,
potenciais danos em partes saudaveis do corpo durante os tratamentos mais
invasivos, reacdes alérgicas e de rejeicdo pelo sistema imunologico do receptor
quando os tratamentos ndo envolvem materiais bioldgicos autélogos (Mizuno, Tobita,

e Uysal 2012).

Como ja mencionado anteriormente, os quadros decorrentes do IM tendem a
se agravar e atualmente os tratamentos disponiveis s&o insuficientes para a
reversdo dessa grave situagdo; servindo, tdo somente, como paliativo na tentativa
de retardar a progresséo do processo. Tradicionalmente, sempre se acreditou que o
coragao adulto ndo tem capacidade de cardiomiogénese para compensar as perdas
dos cardiomiocitos ocorridas durante o quadro de insuficiéncia cardiaca (Olivetti et

al. 1997) apud (Rosenzweig 2012). Estudos posteriores, no entanto, mostraram que
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pode haver alguma regeneragao, inclusive em coragdes humanos (Kajstura et al.
2010) apud (Rosenzweig 2012), sendo que em algumas espécies a regeneragao

pode ser ainda mais eficiente (Kikuchi e Poss 2012).

A busca por tratamentos que possam suplantar as limitagdes dos tratamentos
atuais tem sido o alvo de estudo por diversos pesquisadores e as terapias celulares
abrem a possibilidade de serem empregadas no tratamento dos quadros de ICC ou

mesmo no IAM (Mizuno, Tobita, e Uysal 2012; L. Chen et al. 2014).

De uma maneira geral, a terapia ideal para ser empregada no tratamento do
IM deveria minimizar as perdas de cardiomiocitos pela redugcdo da morte celular;
restabelecer a fungdo normal do miocardio hibernante?; estimular a revascularizagéo
da regido isquémica através do aumento da angiogénese e, se possivel, “produzir”
cardiomidocitos viaveis para substituicdo daqueles perdidos durante a isquemia
inicial, tentando preservar a funcdo contratil e reduzindo a formagao de cicatriz; ou
seja, interferindo no remodelamento cardiaco (Fraser et al. 2004). A ideia principal
deste tipo de terapia € usar células que poderiam ser obtidas do préprio paciente em

busca de alguns dos efeitos citados (Mizuno, Tobita, e Uysal 2012).

Os recentes desenvolvimentos no campo da ciéncia de células-tronco, no
conhecimento dos fatores de crescimento celulares e avangos na medicina
regenerativa pode permitir o uso de células-tronco para reparar os danos nos tecidos
e, eventualmente, até mesmo para substituir 6rgdos completamente (Minicucci et al.

2011; Mizuno, Tobita, e Uysal 2012).

2 Miocardio Hibernante é aquele que embora esteja vivo, ndo esta realmente funcional. Ou seja,
nao esta contraindo (Fraser et al. 2004).
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Diversos tipos celulares estdo sendo estudados para essa finalidade. Boa
parte desses estudos envolve as células-tronco derivadas da medula 6ssea, mas
outros tipos celulares também podem e estdo sendo avaliadas como candidatas a
serem empregadas nas terapias celulares, ndo s6é na cardiologia mas também na
terapéutica de doengas que acometem outros 6rgéos. Possiveis células candidatas
para terapia celular incluem as ES, Células-tronco Pluripotentes Induzidas (iPS) e as
células-tronco adultas de origem pos-natal, encontradas em varios 6rgéos (Ben-

David e Benvenisty 2011; Boyd et al. 2012; Mizuno, Tobita, e Uysal 2012).

As ES sao capazes de autorrenovacao e tém o potencial para se diferenciar
em qualquer tipo de tecido somatico, como ja mencionado. Essas caracteristicas
fazem das ES promissoras para uso na medicina regenerativa no futuro (Ben-David

e Benvenisty 2011; Boyd et al. 2012; Mizuno, Tobita, e Uysal 2012).

Embora o potencial terapéutico das ES e iPS seja enorme, devido a sua
autoreprodutibilidade e pluripotencialidade, ainda existem algumas limitacbes a sua
utilizacdo de forma pratica: como, por exemplo, as dificuldades existentes em se
controlar a regulagdo celular durante o processo de diferenciacdo, com notorio
potencial de formacao de teratomas (Ben-David e Benvenisty 2011). Consideragdes
éticas de sua utilizacao, preocupacdes relativas com as respostas imunes das ES,
além das dificuldades ainda existentes, na manipulagdo das vias genéticas para
utilizacao eficiente das iPS, também sao impeditivos para utilizacdo pratica dessas
células em terapias celulares. Em contraste, as células-tronco adultas pos-natais
sdo, por sua natureza, imunocompativeis e nao passam por preocupacoes eticas

relacionadas com a sua utilizagédo (Boyd et al. 2012; Mizuno, Tobita, e Uysal 2012).
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Outras possibilidades de terapia celular € a utilizacdo de células-tronco para
producdo de o6rgdos para posterior transplante no paciente. Pesquisadores tém
trabalhado com essa linha de pesquisa e embora ainda esteja em fase inicial de
desenvolvimento € uma possibilidade viavel no futuro. Alguns estudos foram
conduzidos com as iPS, na tentativa de formagéao de coragdo em laboratério (Lu et

al. 2013). Um exemplo do processo pode ser visualizado na figura 3.

[ e
Fibroblasios b 4 Camundongs
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Figura 3: Esquema do processo de repopulagdo de coragdo de camundongo
descelularizado com células-tronco induziveis humanas. Fibroblastos humanos foram
retirados e levados a produzir iPS direcionadas para a diferenciacdo cardiaca.
Paralelo a isso, coragdo de camundongo foi processado para ser descelularizado para,
posteriormente serem repopulados com as células iPS humanas. Figura modificada de
(Lu et al. 2013).

As CTMs multipotentes sao células ndao hematopoiéticas de origem
mesodérmica que estdo presentes, além da medula éssea, numa série de 6rgaos
pos-natal e tecidos conjuntivos. O termo CTMs foi primeiramente utilizado na década
de 90 (Caplan 1991). CTMs, com caracteristicas semelhantes as encontradas na

medula dssea, foram isolados a partir de diferentes fontes de tecido, incluindo osso
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trabecular (Song et al. 2005), peridsteo (Choi et al. 2008), membrana sinovial (De
Bari et al. 2001), musculo esquelético (Dodson et al. 2010), pele (Belicchi et al.
2004), pericitos (Feng, Mantesso, e Sharpe 2010), sangue periférico (Shi et al.
2009), dentes deciduos (Miura et al. 2003), ligamento periodontal (Seo et al. 2004) e
do corddo umbilical (Musina, Bekchanova, e Sukhikh 2005; Baksh, Yao, e Tuan

2007).

Embora a populagao de células-tronco derivadas a partir destes tecidos sejam
fontes valiosas de células para a terapia celular, os problemas comuns incluem o
baixo numero ou quantidade limitada de células ou tecidos colhidos. Por
conseguinte, quase todas as células-tronco e/ou progenitoras derivadas de adulto
exigem pelo menos algum grau de expansao “ex vivo” ou manipulacdo adicional
antes de serem utilizadas clinicamente ou pré clinicamente para satisfazer os

requisitos de seguranca e eficacia (Mizuno, Tobita, e Uysal 2012).

1.6 Tecido Adiposo: Principais Caracteristicas

O tecido adiposo (TA) tem sido estudado por muito tempo pela sua
importancia nos riscos inerentes a obesidade, seja pelo aumento dos riscos de
doencas circulatérias ou pela predisposicdo a diabetes que os pacientes obesos
estdo sujeitos (Billon, Monteiro, e Dani 2008; Algire, Medrikova, e Herzig 2012; L.

Chen et al. 2014; Yan et al. 2014; Young e Schafer 2014).

O TA é considerado um tipo de tecido conjuntivo e € constituido

principalmente por células denominadas adipdcitos, separadas entre si por pequena
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quantidade de matriz extracelular que é constituida, em grande parte, por uma rede
de delgadas fibras reticulares formadas principalmente por colageno tipo Il e pouco
observaveis ao microscopio de luz com coloragdes rotineiras. Além dos adipdcitos,
sdo encontradas quantidades menores de outras células residentes e transientes do
tecido conjuntivo. O TA se localiza, principalmente, em baixo da pele, ou seja, na
regido subcutédnea. Também podemos encontrar o tecido adiposo envolvendo alguns
orgaos como, por exemplo, o coragao e os rins. O TA é importante como reserva de
energia. Além da reserva de energia, o tecido adiposo localizado logo abaixo da pele
também apresenta um papel estrutural significativo, influenciando nas formas e
contornos do corpo e atua ainda como um verdadeiro amortecedor de impacto,
como nas plantas dos pés e nas palmas das maos. Como as gorduras ndo séo boas
condutoras de calor, o TA também exerce funcdo como isolante térmico do
organismo. Além disso, se torna cada vez relevante a fungdo enddcrina do TA,
fazendo dele um importante érgéo na producao de hormdnios e citocinas (Astori et
al. 2007; Vazquez-Vela, Torres, e Tovar 2008; Algire, Medrikova, e Herzig 2012;
Mizuno, Tobita, e Uysal 2012; L. Chen et al. 2014; Restelli et al. 2015; Nosavanh et

al. 2015; Minteer, Marra, e Rubin 2015).

Os adipécitos se caracterizam por acumular lipidios em seu citoplasma, sob
forma de pequenas gotas suspensas no citosol. Estas gotas nao sao revestidas por
membranas e s&o, portanto, consideradas inclusdes. Estes lipidios sdo em sua
maior parte trigliceridios, também chamados gorduras neutras, formados por
moléculas de glicerol unidas por ligagbes éster as cadeias de acidos graxos. O

numero e tamanho das gotas de lipidios nos adipécitos pode variar
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consideravelmente. Quando os adipécitos se desenvolvem, acumulam lipidios e ha
numerosas pequenas gotas deste material no citoplasma (Astori et al. 2007;
Vazquez-Vela, Torres, e Tovar 2008; Algire, Medrikova, e Herzig 2012; Mizuno,
Tobita, e Uysal 2012; L. Chen et al. 2014; Restelli et al. 2015; Minteer, Marra, e

Rubin 2015).

O TA pode ser classificado nos seres vivos em Tecido Adiposo Branco (TAB)
e em Tecido Adiposo Marrom (TAM), conforme descrito abaixo (Farmer 2006;

Farmer 2008; Cristancho e Lazar 2011; Algire, Medrikova, e Herzig 2012).

Tecido Adiposo Branco

O tecido adiposo branco também €& conhecido como unilocular, pois suas
células apresentam forma de esfera, tendo em seu interior uma grande quantidade
de lipidios, distribuido em uma unica “gota”, fazendo com que o nucleo se apresente
achatado e, como o citoplasma, deslocado do centro. Ou seja, as organelas ficam
concentradas no citoplasma perinuclear. Apresenta um pequeno aparelho de Golgi,
alguns ribossomos, reticulo endoplasmatico rugoso e filamentos intermediarios e
também podem ser visualizadas mitocondrias compridas (Farmer 2006; Farmer

2008; Cristancho e Lazar 2011; Algire, Medrikova, e Herzig 2012).

As principais fungdes do TAB sao servirem de reserva energética, de isolante
térmico e de protegcdo contra choques dos 6rgaos vitais. Ele forma o paniculo
adiposo, que é uma camada isolante que se localiza abaixo da derme da pele e

pode ser ainda mais espesso em individuos que vivem em climas articos. O TAB
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também se localiza em maior quantidade sob a pele do abdome (em maior
quantidade no omento, mesentério e no espaco retroperitonial), nadegas, axilas,
coxas e nas mamas. Ele também é encontrado na medula 6ssea e entre outros
tecidos, preenchendo os espacos vazios. Podemos ainda encontra-lo na planta dos
pés, nas palmas das méos, sob o pericardio visceral e envolvendo os globos
oculares (nesses locais ele tem fungdo amortecedora de impactos). Esse tecido
comega a se desenvolver no embrido por volta da metade da vida uterina. Os
adipédcitos uniloculares sdo grandes e com a goticula de lipidio sem membrana em
sua volta (Farmer 2006; Farmer 2008; Cristancho e Lazar 2011; Algire, Medrikova, e

Herzig 2012).

Esse tecido € bastante irrigado por vasos sanguineos, apesar de ter um
menor numero de vasos sanguineos quando € comparado com o TAM. Além disso,
os depositos de TAB ficam aumentados em tamanho durante a obesidade, tornando-
os ainda menos vascularizado nesta situagdo (Goossens 2008). Em torno das
células esta uma vasta rede de fibras reticulares, que dao sustentacdo a massa
gordurosa (Farmer 2006; Farmer 2008; Cristancho e Lazar 2011; Algire, Medrikova,

e Herzig 2012).

O nome de tecido adiposo branco vem da coloracéo, que esta entre o branco
e 0 amarelo-escuro, que pode variar dependendo da alimentacdo do individuo. O
TAB ¢é predominante na maioria das espécies e tem como principal fungdo o
armazenamento de energia na forma de triglicerideo e de secretar horménios e
citocinas (adipocinas), cuja funcdo principal é atuar na regulagdo do balango

energético; afetando diversos tecidos, especialmente o cérebro, os musculos e o
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figado (Farmer 2006; Farmer 2008; Cristancho e Lazar 2011; Algire, Medrikova, e

Herzig 2012).

Tecido Adiposo Marrom

As células desse tecido sdo menores que as do TAB, pois em vez de uma
grande “gota” de gordura, € constituida por diversas goticulas (vacuolos) de lipidios,
que se espalham por todo o citoplasma e por conta disso, também sao conhecidas
como multiloculares. Sao ricas em mitocéndrias, organelas que produzem energia
e consequentemente calor. Estas células tém nucleos de perfil circular e ocupam
diferentes locais da célula, as vezes excéntrico (fora do centro), as vezes central.
Como ja mencionado, no seu citoplasma pode ser encontrado muitas “vesiculas”
claras, de perfil circular e de tamanhos variados contendo gotas de gordura de
tamanho variado (Cannon e Nedergaard 2004; Cinti 2006; Farmer 2006; Farmer

2008; Mattson 2010; Cristancho e Lazar 2011; Algire, Medrikova, e Herzig 2012).

Os animais hibernantes tém bastante desse tipo de tecido, pois o calor
produzido nele mantera a temperatura do corpo em periodos longos de frio. Nesses
animais, durante a hibernagdo, o sangue que fica na rede de vasos sanguineos
dentro desse tecido se aquece, sendo enviado para outras partes do corpo na hora
do despertar para o verdo, fazendo o organismo voltar a funcionar completamente

(Nelson, Otis, e Carey 2009; Weitten et al. 2013).

A principal funcdo de TAM é a geragdo de calor (termogénese). Isso é

particularmente importante em recém-nascidos para protegé-los no nascimento,
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diante de uma possivel exposi¢do a um ambiente frio nas primeiras horas de vida. E
um tecido que s6 €& formado enquanto o bebé esta no ventre, ndo sendo mais
produzido na vida pés-natal. Os depdsitos corporais de TAM diminuem
significativamente em tamanho com o desenvolver da maturidade nos humanos,
existindo nos adultos somente em pequenas quantidades distribuidas pelo corpo e,
as vezes, em pequenas porcdes distribuidas em meio aos depdsitos de TAB
(Friedenstein et al. 1974; Cannon e Nedergaard 2004; Farmer 2008; Cristancho e

Lazar 2011; Nosavanh et al. 2015; Restelli et al. 2015).

O TAM esta distribuido nos pequenos mamiferos em localizagdes distintas e é
inervado pelo Sistema Nervoso Simpatico (SNS) e possui um sistema circulatério
bem desenvolvido, constituido por uma densa rede de microvasculatura (Cannon e
Nedergaard 2004). Essa caracteristica € particularmente importante, fazendo com
que em condi¢cdes de exposi¢cao ao frio, a producdo de calor seja facilitada pela
estimulagcao do SNS, que atua promovendo a liberagdo de catecolaminas que, por
sua vez, ativa a termogéneses (Farmer 2008; Nosavanh et al. 2015; Restelli et al.

2015).

Adipdcitos marrons também produzem outras proteinas que sao produzidas
apenas modestamente por células de TAB, incluindo proteinas mitocondriais
envolvidas na oxidagcdo de lipidios e no transporte de elétrons (Engeli, Negrel, e
Sharma 2000; Cannon e Nedergaard 2004; Cristancho e Lazar 2011; Algire,

Medrikova, e Herzig 2012).
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A distribuigdo do calor gerado também é facilitada pela presenga dessa
grande quantidade de vasos no TAM. O calor é gerado através da oxidagao dos
lipideos que estdo estocados no interior dos adipdcitos marrons, cujo processo €
facilitado pela presengca de um grande numero de mitocéndrias nestes adipécitos.
Adicionalmente, esses adipdcitos expressam proteina de desacoplamento-1 (UCP-1,
termogenina), que atua como transportador de prétons, desacoplando o transporte
de elétrons na produgao de Trifosfato de Adenosina (ATP), permitindo que a energia
seja dissipada na forma de calor. A proteina UCP-1 é expressa exclusivamente nos
adipdcitos marrons e quando encontrada em baixos niveis em TAB, pode ser
atribuida a presenca de adipécitos marrons misturados em meio aos depésitos de
TAB (Farmer 2008; Cristancho e Lazar 2011; Nosavanh et al. 2015; Restelli et al.

2015).

Por outro lado, o TAM produz uma quantidade bem menor de certos
horménios e citocinas que sao largamente produzidas por células do TAB. Estes
incluem proteinas que estdo associadas as patologias relacionadas com a
obesidade; como por exemplo, a resistina, que contribui clinicamente para a
sindrome de resisténcia a insulina e alteracdo do eixo renina-angiotensina-
aldosterona (figura 4) que pode contribuir para quadros de hipertensédo arterial,
inclusive por agcao paracrina dessas células, o que mostra o carater enddcrino do
TAM (Engeli, Negrel, e Sharma 2000; Steppan et al. 2001; Sanjuliani et al. 2011;

Rao, Pandya, e Whaley-Connell 2015).
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Figura 4: Esquema representando o modelo fisiolégico e fisiopatolégico do sistema
renina-angiotensina no tecido adiposo. (AGT) angiotensinogénio; (ang I),
angiotensina I; (Ang Il), angiotensina Il; (ECA), enzima conversora da angiotensina;
(AT), receptor para angiotensina. O tecido adiposo marrom apresenta fungodes
enddcrinas importantes, com atuagdes tanto local quanto sistémicas (Sanjuliani et
al. 2011).

Conforme mencionado anteriormente, o TAM é altamente vascularizado e
contém uma grande quantidade de pequenos capilares que permeiam o tecido para
atingir individualmente os adipdcitos marrons. E possivel que o denso leito capilar

presente no TAM seja o resultado de uma grande produgao de fatores angiogénicos

encontrados nesse tecido (Farmer 2008; Cristancho e Lazar 2011).

Formacao do Tecido Adiposo

O tecido adiposo é considerado ser de origem mesoderma, como também séo
da mesma origem: o musculo, a cartlagem e os ossos. E assumido que o
mesénquima produz uma populagao de progenitores comuns que se desenvolve em
adipdcito branco ou marrom em resposta a efetores tecidos especificos. No entanto,

o estudo do desenvolvimento do TAM e do TAB sugere que eles sao tecidos bem
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distintos entre si, além de, possivelmente, serem também de origem diferente.
Cronologicamente, o TAM evoluiu mais tardiamente que o TAB e possivelmente essa
evolugdo aconteceu em paralelo com a evolugdo da termogénese e do
desenvolvimento do sistema de autorregulagdo da temperatura em passaros e
mamiferos; embora seja sabido que a gordura também pode ser estocada na forma
de TAB em peixes e anfibios, nos quais se admite serem ausentes de TAM (Gesta,
Tseng, e Kahn 2007; Cristancho e Lazar 2011; Nosavanh et al. 2015; Restelli et al.

2015).

Apesar de TAM e TAB diferirem-se consideravelmente em fungcdo e em
morfologia, mesmo compartilhando um progenitor comum (ambos os TAs originam-
se das CTMs), acredita-se que o TAM, diferentemente de TAB, seja derivado de uma
linhagem miogénica, que pode ser caracterizada pela expressao de Fator Miogénico
5 (Myf5)® (Timmons et al. 2007; Cristancho e Lazar 2011; Algire, Medrikova, e Herzig

2012).

A figura 5 mostra um esquema de formagéao de TA.

3 Myf5 é uma proteina pertencente a familia de proteinas responsaveis pela regulagdo da
miogénese (Sabourin e Rudnicki 2000).
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Figura 5: Figura mostrando um esquema representativo da formagdo do tecido
adiposo. Neste esquema, células mesenquimais indiferenciada dao origem ao
lipoblastos e estes se diferenciam em células adiposas, tanto brancas quanto
marrons. Porém alguns autores acreditam que as células adiposas marrons tenham
uma origem nao comum as células adiposas brancas (Timmons et al. 2007). Fonte:
Junqueira & Carneiro, Sétima Edigao.

O TAB é encontrado em varios depoésitos distribuidos pelo corpo e sua
localizacdo varia bastante entre as espécies. Em mamiferos e aves, a maior
concentracdo de TAB esta na regido intra-abdominal e subcutédnea, mas também
pode ser encontrado em outras areas do corpo: como na face, nas extremidades e
dentro de ossos que contenham a medula 6ssea, como ja foi discutido (Rosen e
MacDougald 2006; Gesta, Tseng, e Kahn 2007; Billon, Monteiro, e Dani 2008;

Vazquez-Vela, Torres, e Tovar 2008).

Cabe ressaltar que os diferentes depdsitos podem nao ser necessariamente
equivalentes do ponto de vista metabdlico. Por exemplo, o TA presente nos seios

(mamas) e nas coxas das fémeas responde aos hormdnios sexuais, enquanto os
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depdsitos encontrados no pescoco e na parte superior das costas sao mais
sensiveis aos glicocorticoides (Rosen e MacDougald 2006; Gesta, Tseng, e Kahn

2007; Billon, Monteiro, e Dani 2008).

Da mesma forma que o TA presente em diferentes 6rgaos pode se comportar
de forma, também difere a expressdo génica nesses tecidos por estar em locais
distintos (Gesta, Tseng, e Kahn 2007; Billon, Monteiro, e Dani 2008). Estas distintas
propriedades moleculares e fisioldgicas podem explicar parcialmente o porqué de
que as variagdes na distribuicdo de TAB pelo corpo podem estar associadas com
alguns disturbios metabdlicos (Billon, Monteiro, e Dani 2008; Algire, Medrikova, e
Herzig 2012). Por exemplo, alguns estudos afirmam que esse fato explica o porqué
de encontrarmos uma maior incidéncia de riscos de doencas cardiovasculares em
pacientes que apresentam uma maior propor¢ao de TAB visceral em relagdo a

subcutanea (Billon, Monteiro, e Dani 2008).

O TAM surge durante o desenvolvimento fetal significativamente antes do
TAB, atingindo o maximo do tamanho na ocasido do nascimento, enquanto o
desenvolvimento do TAB inicia-se somente na metade da gestagdo (em humanos)
ou até mesmo, brevemente apds o nascimento (em roedores) e gradualmente vai
aumentando em tamanho ao longo da vida (Cristancho e Lazar 2011; Restelli et al.
2015). De fato, alguns investigadores consideram a possibilidade de que adipocitos
marrons se originam de uma separada e diferente populacdo de progenitores das
que originam os adipoécitos brancos. Conforme ja mencionado anteriormente, foi
reportado que as células de TAM possuem uma “assinatura miogénica”, sugerindo

que elas compartiiham uma origem mesenquimal comum as células musculares;
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tecido este, que também tem a capacidade de degradar lipidios para a producao de

energia (Timmons et al. 2007; Algire, Medrikova, e Herzig 2012).

A diferenciacdo de pré adipocitos em adipécitos adultos (tanto os marrons,
quanto os brancos) parece seguir vias comuns de transcricdo génica,
compartilhando alguns processos, que independem do tipo de TA adulto que se
formara. Processos como a lipogénese e o transporte de glucose dependente de
insulina sdo exemplos desse fato, com alguns estudos identificando uma cascada de
fatores adipogénicos que regulam a lipogénese em ambos os tipos de adipécitos
(Farmer 2006; Rosen e MacDougald 2006; Gesta, Tseng, e Kahn 2007; Cristancho e
Lazar 2011). Os mais notaveis desses fatores sao a “Peroxisome proliferator-
activated receptor y” (PPARYy) e o “CCAAT-enhancer-binding protein a” (C/EBPa) que
sdo geralmente considerados reguladores mestres do processo de diferenciacéo,
apontando PPARy como indispensavel para a formacao de adipécitos brancos e
marrons. A auséncia de C/EBPa em camundongos impede o desenvolvimento de
TAB, mas tem um efeito bem limitado no desenvolvimento de TAM. A funcédo de
PPARYy é induzir a expressao de varios genes envolvidos no metabolismo de lipidios
e glucose, incluindo biogéneses mitocondriais e secre¢cao de adipocinas. A funcéo de
C/EBPa é manter a producao de PPARYy e regular um grupo de genes nos adipécitos
que controlam alguns processos importantes como a secreg¢ao de adiponectina e a
entrada de glucose dependente de insulina (Farmer 2006; Rosen e MacDougald

2006; Gesta, Tseng, e Kahn 2007; Cristancho e Lazar 2011).
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Tecido Adiposo como fonte de estudo para o
desenvolvimento de terapias celulares

Recentes estudos apontam que as células derivadas do tecido adiposo
(CDTA) podem ter importancia, quando utilizadas em terapias celulares, por se
apresentarem abundantemente distribuidas pelo corpo (Strem et al. 2005; Mizuno,

Tobita, e Uysal 2012; Yan et al. 2014; Young e Schafer 2014; L. Chen et al. 2014).

Foi demonstrado em ensaios que avaliam a quantidade de Unidade
Formadora de Colonia (CFU-F)* que as CDTAs produzem numeros bem maiores de
colbénias, quando comparadas com os encontrados com as CTMs. Nesse tipo de
ensaio, as CDTAs foram capazes de produzirem 5000 (cinco mil) CFU-F por grama
de TA, enquanto as CTMs foram capazes de modestos 100 a1000 CFU-F por

mililitros de medula 6ssea (Strem et al. 2005).

No entanto, ndo é somente pela possibilidade de se obter grandes
quantidades de células que torna o TA um promissor fornecedor de células para o
emprego em terapias celulares. Aliado a essa caracteristica, outras se somam como
a possibilidade de se diferenciarem em diversos tecidos diferentes, grande rapidez
em expandirem em cultura e ainda o grande poder de angiogénese que tais células
possuem, conforme sera brevemente descrito nos paragrafos seguintes (L. Chen et
al. 2014; Young e Schafer 2014; Sousa et al. 2014).De fato, As CDTAs possuem uma

plasticidade consideravel, conforme ja mencionado ao longo desse trabalho. Alguns

4 Neste tipo de ensaio as células sdo plaqueadas em meio de cultura na quantidade de
aproximadamente 1000 células por centimetro quadrado (células/cm?). Sdo deixadas em cultura
por duas ou trés semanas. No final desse tempo, aquelas colbnias que sejam compostas por 50
ou mais células sdo contadas e consideradas para o calculo (Strem et al. 2005).
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trabalhos vém demonstrando essa importante propriedade tanto “in vitro” quanto “in

vivo”, conforme sera discutido mais adiante.

Adipogénese: As CDTAs nado se diferenciam em TA adiposo
espontaneamente quando em meio de cultura. Por outro lado, quando colocadas em
meio adipogénico, elas se diferenciam em adipécitos facilmente, exibindo
marcadores classicos para esta linhagem; tais como: Lipase, “Peroxisome
proliferator-activated receptor y” (PPARYy), Leptina, GLUT4 (do inglés, “Glucose
transporter type 4”) e desenvolvem vacuolos intracelulares contendo lipidios, que
podem ser facilmente evidenciados pela coloracdo de “Red Oil O” (Strem et al.

2005).

A diferenciacdo em adipdcitos “in vitro” pode ser conseguido de forma
relativamente facil usando meios de cultura constituido de: DMEM enriquecido com
10,0 % de soro fetal bovino (FBS), 0,5 mM (meio Milimolar) de isobutila-metilxantina
(IBMX), 1,0 yM (um Micromolar) de dexametasona, 10,0 uM (dez) de insulina, 200,0
MM (duzentos) de indometacina e 1,0 % (um) de antibidtico e antimicético (Patricia A

Zuk et al. 2002).

Cardiogénese: Recentemente foi evidenciado a possibilidade de
diferenciagdo das CDTAs em células cardiacas “in vitro” com o uso de bmp-4 (“Bone
morphogenic protein-4”). Porém, a indugdo por bmp-4 n&o resultou em células

cardiacas completamente estruturadas (Khaleghi et al. 2014).
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A diferenciagdo de CDTA em cardiomidcito “in vivo” foi relatado em alguns
trabalhos. Foi evidenciado melhoras na fungdo cardiaca no IAM e encontrado
células diferenciadas em cardiomiocitos depois de injetadas na borda da lesdo. O
resultado foi demonstrado tanto com a utilizagdo de células a fresco, quanto com
células em cultura. Foi evidenciado também a melhora da fungéo cardiaca pelo de
criacdo de novos vasos com esse tratamento. As células injetadas permaneceram

no local da lesdo por mais de quatro meses (Sanchez et al. 2010).

Osteogénese: A diferenciacdo em ostedcitos também pode ser conseguido
utilizando-se de meios de cultura especificos, como os formados por DMEM
enriquecido com 10,0 % de FBS, adicionados com 0,01 uM de 1,25-Vitamina D3°,
50,0 uM de Vitamina C (acido ascérbico), 10,0 mM de B-glicerofosfato e 1,0 % de
antibioticos/antimicéticos. Neste tipo de meio, € possivel verificar a mineralizagao
com trés semanas de cultura. A osteogénese pode ser confirmada pela expressao
de uma série de genes, tais como: OC (osteocalcina), CBFA-1 (“core-binding factor
alpha 1), FA (fosfatase alcalina), ON (osteonectina) e “bone morphogenic protein-2”
(BMP-2); além de receptores que estao intimamente ligados a osteogénese, como é
o caso do Receptor para o Horménio Paratorménio (PTHR). A Expressao de CBFA-
1, um fator de transcricdo que se liga aos promotores de varios genes osteogénicos,
foi observada em todo o processo de diferenciagao (Patricia A Zuk et al. 2002) e
Experimentalmente, também foi demonstrado formacgao de ossos “in vivo”, utilizando

as CDTA (Peterson et al. 2014) .

5 Neste caso, A vitamina D também pode ser substituida por 0,1uM de dexametasona para
obtengao do mesmo resultado.
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Condrogénese: As CDTAs podem ser cultivadas em meio de cultura
composto por DMEM, enriquecido com 1,0 % de FBS, 6,25 yg/mL (micrograma por
mililitro) de insulina, 10,0 ng/mL (nanograma por mililitro) de TGFB-1 (“Transforming
Growth Factor Beta 17, 50,0 nM de acido ascorbico e 1,0 % de
antibidtico/antimicotico produzindo condrocitos “in vitro” (Patricia A Zuk et al. 2002).
Experimentalmente também foi possivel a produgao de cartilagem “in vivo” (Murata

et al. 2015).

Neurogénese: Também foi verificado que é possivel induzir a neurogénese a
partir das CDTAs, cultivando-as em um meio de cultura composto de DMEM,
adicionado com cerca de 5,0 mM a 10,0 mM de B-Mercaptoetanol (Patricia A Zuk et
al. 2002). Trabalhos recentes também tém atribuidos ao Acido Valproico a
capacidade de induzir neurogénese em CDTAs de cao “in vitro” (Kurihara et al. 2013)
e a adicao de ocitocina em culturas de CDTAs de camundongos também promove a
inducdo de neurogéneses nessas células (Jafarzadeh et al. 2014). Alguns estudos
em camundongos sugerem que transplantes de CDTAs podem ser benéficas no

tratamento da doenca de Alzheimer num futuro préximo (Yan et al. 2014).

Considerando as caracteristicas que essas células possuem, ou seja, grande
poder de expansdo, facil manipulacdo, plasticidade, poder de neovascularizagao,
possibilidade de efeitos paracrinos e, ainda, pela possibilidade de ser uma terapia
com transplante de células autdlogas, o que ndo provocaria rejeicdo e nem obrigaria
o transplantado a receber drogas imunossupressoras pelo resto da vida, poder ser

uma alternativa para terapia celular e isso que avaliamos nesse trabalho.
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2.

2.1

2.2

Objetivos

Objetivo Geral

* Avaliar as possiveis vias e a janela terapéutico na utilizagdo das células

derivadas do tecido adiposo no infarto agudo do miocardio em ratos.

Objetivos Especificos

e Observar duas vias de administracdo das células no tratamento do
infarto agudo experimental do miocardio em ratos: inje¢cao direta na periferia
da area infartada e a injegdo das CDTAs diretamente na circulagdo venosa

periférica.

e Investigar o perfil eletrocardiografico dos grupos experimentais ao

longo do tempo.

e Comparar as alteragbes estruturais e funcionais dos grupos

experimentais por ecocardiografia.



Materiais & Métodos



3. Materiais e Métodos

3.1 Animais

Durante os experimentos foram utilizados ratos Wistar, fémeas, de uma
linhagem consanguinea, oriundas e mantidas pela reprodu¢cdo de matrizes no
préprio biotério do laboratério e pesando na ocasido das cirurgias 200,0 £+ 27,0
gramas de peso vivo. Antes e durante todo o tempo dos experimentos, os animais
ficaram no biotério do Laboratorio de Cardiologia Celular e Molecular da UFRJ, onde
foram hospedados em estantes microisoladoras (Alesco®), com temperatura
controlada entre 19 a 23 ° C, com umidade relativa do ar de 55% +- 15% e com
periodos alternados e regulares de luz e escuriddo (12 horas dia/noite), alojados em
caixas adequadas com no maximo trés animais por caixa e tendo agua e alimento
disponivel a vontade. Toda manipulagao destes animais foi realizada em cabine de

fluxo laminar.

Todos os experimentos foram realizados em conformidade com a Comissao
de Etica com Animais em Experimentacédo Cientifica (Centro de Ciéncias em Salde
da Universidade Federal do Rio de Janeiro) intitulado “Terapia Celular em Modelos
Murinos em Infarto do Miocardio”, aprovado sobre o numero de referéncia IBCCF

026.
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3.2 Grupos Experimentais

Os animais foram divididos em grupos experimentais de acordo com a via de
administragao utilizada e os tipos celulares administrados. Assim, foi criado um
grupo com animais que recebeu o tratamento com células nas 24 (vinte e quatro)
horas seguintes a cirurgia para producéo de infarto do miocardio (na fase aguda do
infarto) por injecdo de aproximadamente 1,0x10” de células na borda da regido
infartada (Grupo T1), um grupo que recebeu a mesma quantidade de células por via
endovenosa, através de inje¢ao na veia da cauda (Grupo T2). Foi criado também um
grupo que recebeu solugdo salina por essas vias, em vez de células. Além desses
animais que nao receberam nenhum tratamento (salina), os préprios animais

serviram de controle, pois foram avaliados antes da realizagado dos procedimentos.

Em todos os grupos, os animais foram submetidos aos exames
eletrocardiograficos (ECG) nos tempos 1 (um), 7 (sete) e 28 (vinte e oito) dias pds-
infarto e também minutos antes da cirurgia de realizagdo dos infartos. Todos os
animais também foram submetidos aos exames ecocardiograficos (ECO) nos
mesmos tempos citados, nos permitindo acompanhar evolutiva e sequencialmente

toda a progressao do quadro clinico dos animais.

Todos os exames foram realizados com o emprego do mesmo protocolo
anestésico utilizado nas cirurgias (Descrito no Capitulo 3.3). E todas as escolhas dos
animais, distribuicdo entre os grupos e exames foram realizadas de foma duplo

cego.
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Apods o término dos experimentos os animais foram eutanasiados. Os seus
pulmbes, o figado e o coragdo foram pesados; sendo este ultimo, colocado e
conservado em uma solugcado de paraformaldeido a 10,0 % para posterior exame
histopatolégico. Um grupo adicional, com animais normais foi criado para que os

orgao citados fossem pesados e serviu de controle para os demais grupos.

3.3 Realizagao dos Infartos

O protocolo anestésico utilizado em todos os procedimentos foi uma
combinagao das drogas Cloridrato de Xilazina (Rompum®) na dose de 5,0 mg/kg e
Cloridrato de Quetamina (Dopalen®) na dose de 50,0 mg/kg, ambas misturadas na
mesma seringa e aplicadas por via intraperitonial (IP). O mesmo protocolo
anestésico foi empregado em todas as ocasides onde foi necessaria a contencéo
dos animais e também na realizacédo de todos os exames; garantindo, desta forma, a

uniformidade nas avaliacoées.

A técnica cirurgica utilizada foi descrita primeiramente na década de 50 e,
posteriormente, modificada e atualizada (Johns e Olson 1954; Selye et al. 1960;
Ellis, Doumanian, e Plun 1962; Fishbein, Maclean, e Maroko 1978a; Mill et al. 1990).
Desta maneira, uma vez que os animais entravam em plano anestésico, eram
fixados em uma mesa cirurgica em decubito dorsal e entéo era realizada a tricotomia
e a assepsia do hemitérax esquerdo com uma solugdo de alcool iodado. Era
realizada entdo uma incisdo para esternal esquerda de aproximadamente 1,0 (um)
centimetro de comprimento, localizada a 1,0 (um) centimetro da linha esternal

meédia, na jungao dos tergos inferior e médio da distancia entre a clavicula e o
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rebordo costal. Prosseguiu-se com a dissecag¢ao da pele e dos musculos grande e
pequeno peitoral para facilitacao do acesso e visualizagdo da caixa toracica. A partir
deste momento, era iniciada uma ventilagao artificial forcada através de um pequeno
ambu de fabricacdo artesanal, que era mantida até a pronta recuperacéo do animal
(respiracéo esponténea). Procurava-se, entdo, o melhor local para a abertura do
térax através da visualizagdo do choque entre o coracdo e a parede toracica
(geralmente no 4° ou 5° espaco intercostal). Neste ponto do procedimento, o térax
era aberto e, uma vez perfurado, procurava-se expor o0 coragao através de uma
compressdo manual do abdome e do hemitérax direito. Procedia-se, entdo, a
localizagédo da artéria coronaria descendente anterior (geralmente encontrada sob a
auricula esquerda) e realizava-se a sua ligadura permanente através de um fio de
sutura de Seda ou Nylon 6-0 (com n6 duplo), 0 mais préximo possivel de sua origem
na aorta. Em seguida, o coragdo era reconduzido a sua posigdo anatdbmica
apropriada e o térax era fechado em um unico plano, englobando os musculos e a
pele do local com uma sutura em bolsa, utilizando fios de Nylon 3-0 ou 4-0. Antes
que fosse dado o aperto final do nd, selando a cavidade toracica, forcava-se a
expansao pulmonar através da utilizagcdo do ambu, garantindo-se com este simples
procedimento, um melhor e mais rapido restabelecimento da pressdo negativa
intratoracica, melhorando significativamente o indice de sobrevivéncia dos animais

no poés-cirurgico. A Figura 6 mostra uma gravura do procedimento.
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Figura 6: Em A) Desenho representativo do procedimento para a realizagéo
do infarto do miocardio experimental em ratos. Em B) detalhes do
procedimento: com um fio cirargico procura-se fazer uma ligadura no ramo
descendente da artéria coronaria (DA), tomando-se o cuidado para nao
atingir o ramo circunflexo (CX). (Modificado de Terese Winsiow & Lydia
Kibiuk, NHI - Junho 2001).

ApOs a cirurgia os animais foram submetidos ao eletrocardiograma (ECG) e
ao ecocardiograma (ECQO) para constatagdo do infarto; avaliagdo da progresséo do
infarto e/ou evolugdo dos tratamentos administrados de acordo com critérios ja

estabelecidos na literatura (Miranda et al. 2007; Saraiva et al. 2007).

Quando os animais comegavam a se recuperar da anestesia eram
reconduzidos as suas caixas, onde eram mantidos com agua e dieta normal ad
libitum. O processo de cicatrizagdo era acompanhado regularmente, sendo 0 mesmo

geralmente rapido e sem intercorréncias.
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3.4 Registro do Eletrocardiograma

O registro eletrocardiografico foi realizado com um eletrocardidgrafo
convencional (Cardimax FX-2111 — Fukuda Denshi), sendo os eletrodos conectados
a fios desencapados adaptados, cuja outra extremidade era soldada nas agulhas de
aco inoxidavel que eram inseridas subcutaneamente no animal. Com este artificio se
conseguia contatos elétricos perfeitos, resultando em registros eletrocardiograficos

limpos e livres de interferéncias.

Foram obtidas as derivagbes classicas no plano frontal (D4, D, e Ds3) e
unipolares aumentadas (Avr, Av, Avr) a partir de potenciais captados nas ante patas
direita e esquerda e também na coxa esquerda. O eletrodo “terra” era conectado a
coxa direita do animal e o aparelho estava convenientemente “aterrado”, atraveés de

instalagao elétrica adequada.

Os registros foram realizados na velocidade de 50,0 mm/s, que foi
considerada a velocidade padrao para os registros eletrocardiograficos dos animais

neste estudo. A calibragao de voltagem para os registros foi de 20,0 mm = 1,0 mV.

Os animais foram submetidos ao protocolo anestésico citado na secgao
referente ao procedimento cirurgico (pagina 63) e tdo logo entravam em plano
cirargico adequado eram fixados a uma pequena mesa de madeira na posigao
supina e conectados aos eletrodos. Esse procedimento sempre precedeu o exame
ecocardiografico e procurou-se sempre a colocagcdo dos eletrodos nas mesmas

posi¢des; assim como, 0 mesmo posicionamento dos animais, visando garantir a
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uniformidade dos registros durante todos os experimentos. Como ja comentado, os
ECGs eram realizados no tempo imediatamente anterior ao procedimento cirurgico
(tempo zero) e também nos tempos 1 (um), 7 (sete) e 28 (vinte e oito) dias apds a

cirurgia.

Procurou-se medir todos os aspectos importantes de um eletrocardiograma,
ou seja: a amplitude e duragdo da “Onda P”, a duragao do “Intervalo PR”, duragao
do “Complexo QRS”, a amplitude e duracdo da “Onda T” e a duragao do “Intervalo
QT”. As medidas eram feitas, sempre que possivel, na derivagéo D,. As amplitudes
das “Ondas Q”, “R” e “S” eram realizadas nas derivacdes D1, D, e D; e a partir delas,
puderam ser calculados o indice do “QRS” de cada uma dessas derivagdes e o

indice de “QRS” Total (IQRS).

Entende-se como indice de “QRS” da derivagdo; a soma em modulo das
amplitudes das Ondas “Q”7, “R” e “S” na referida derivacdo. Enquanto o IQRS
correspondeu & soma algébrica dos indices de “QRS” obtidos nas derivacdes D+, D,

e D3.

Com o eletrocardiograma também foi possivel medir o Eixo de Despolarizagao
Ventricular Médio no Plano Frontal (AQRS) que pode ser calculado a partir das
relagbes trigonométricas, utilizando-se das derivagbes Dy e Ay Para tanto, foram

utilizadas as seguintes férmulas:

e Para angulos compreendidos entre 0 e 90 Graus:
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AVF
D1

AQRS (Graus) = arctan

e Para angulos compreendidos entre 90 e 180 Graus:

_ D1
AQRS (Graus) = arctan AVE

Na Figura 7 observa-se a correspondéncia entre a posicao dos eletrodos, as

derivagdes no ECG e o correspondente angulo, utilizados nos calculos.

vaVF
vil —90° vIIl
—120° —60°
AaVR AaVL
—150° —30°
vl —180° 0° al
+180°
+150° +30°
vaVL vaVR
+120° +60°
AlTl +90° All
AaVF

Figura 7: Figura exemplificando a correspondéncia entre as posigdes dos eletrodos no ECG,
as derivacdes obtidas e usadas no calculo do AQRS. A intersecdo das linhas equivale
eletricamente ao posicionamento do coracdo. Uma vez obtido os valores em cada derivacao,
€ possivel calcular o valor do angulo de despolarizagao ventricular médio com as férmulas
apresentadas no texto, além de possibilitar a determinagdo em que quadrante esse angulo

esta posicionado.
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3.5 Exames Ecocardiograficos

A ecocardiografia como ferramenta diagndstica tem sido utilizada em ratos e
se mostrado bastante utili em experimentos envolvendo animais submetidos a
cirurgia experimental de IM (de Simone et al. 1990). Trabalhos posteriores,
associado aos ja citados, constituem referéncias no estudo da progressao do infarto
do miocardio e na avaliagdo de possiveis respostas aos tratamentos efetuados
nestes animais (Litwin et al. 1994; Litwin et al. 1996; E. Olivares et al. 2004;

Werneck-de-Castro et al. 2006; Miranda et al. 2007; E. L. Olivares et al. 2007).

Os animais previamente identificados foram entregues ao responsavel pela
realizacdo do ECO, sem que 0 mesmo soubesse a que grupo eles pertenciam, se
receberiam ou ndo tratamento ou em que fase do infarto se encontravam. Assim,
todos os exames foram realizados pelo mesmo e experiente profissional nas
diversas etapas do trabalho de forma completamente cega. Em todos os animais, os
exames foram realizados antes da cirurgia e nos tempos 1 (um), 7 (sete) e 28 (vinte

e oito) dias apds a cirurgia realizada para producéo dos IM.

Inicialmente, era realizada a anestesia com o protocolo anestésico ja descrito
na pagina 61, seguido pela tricotomia da regido toracica. Os animais eram entédo

colocados em decubito lateral esquerdo ou em decubito dorsal.

Os exames foram realizados em um equipamento comercialmente disponivel

(Caris—Esaote®) que permite a obtencdo de imagens nos modos uni e
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bidimensional, analise das velocidades de fluxo pelas técnicas de Doppler, além do
mapeamento de fluxo em cores. Os transdutores utilizados nos exames foram do

tipo eletronico e setorial de 10,0 MHz (dez Mega-hertz).

Os cortes ecocardiograficos foram obtidos seguido a nomenclatura descrita
pela Sociedade Americana de Ecocardiografia (ASE). O animal era colocado em
decubito dorsal ou lateral esquerdo e as imagens longitudinais, transversais e
apicais foram sequencialmente obtidas e gravadas em midias digitais.
Posteriormente, foram realizadas as analises e a digitalizagdo das imagens e dos

videos representativos dos exames de cada animal.

Como citado anteriormente, a analise ecocardiografica foi realizada por um
unico observador experiente na técnica. As medidas realizadas no Modo M e
orientadas pelo modo bidimensional incluiram os seguintes parametros: geometria
cardiaca e as medidas das fungdes sistolica e diastdlica do ventriculo esquerdo.

Como ja citado, todos os valores foram obtidos de acordo com o padréo da ASE.

Para a analise da anatomia cardiaca foram selecionados o0s seguintes

parametros:

¢ Dimensao do atrio esquerdo (AE) em milimetros.

¢ Dimensao da aorta (AO) em milimetros.
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¢ Relacao entre o AE e AO: que pode ser obtida, dividindo-se o valor

obtido do AE pelo valor da AO.

o Espessura da parede anterior do VE em diastole (PAD) e em sistole

(PAS). Ambas as medidas em milimetros.

e Espessura da parede posterior do VE em diastole (PPD) e em sistole

(PPS), também em milimetros.

o Espessura relativa da parede posterior (ERP): obtida pela seguinte

férmula:

_ 2% PPD
DDF

ERP

Avaliacao da Funcao Sistélica do Ventriculo Esquerdo

Para a analise da fungao sistdlica dos animais foram determinados a Fragéo
de Encurtamento do ventriculo esquerdo (FE) e a Fracdo de Ejegdo do ventriculo
esquerdo (FEM), ambas as medidas obtidas no Modo M. Também foi mensurada a
Fracdo de Ejegdo do ventriculo esquerdo pelo Método de Simpson (FES). Os
calculos desses parametros foram realizados automaticamente pelo aparelho,

empregando as formulas mostradas abaixo:
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e Fracao de Encurtamento: A FE é calculada utilizando-se dos valores
do Diametro Diastélico Final® (DDF) e do Diametro Sistdlico Final (DSF)

medidas no VE, através da féormula:

FE (%) = %D?S}Vx 100

e Fracao de Eje¢cao no Modo M: Este foi outro parametro utilizado para
avaliar a funcao sistélica nos experimentos. Esse pardmetro foi calculado
automaticamente pelo aparelho, utilizando-se da féormula abaixo (férmula

cubica):

03_ 03
FEM(%)= 2L~ DSE 199
DDF

e Fracao de Ejecao (Pelo Método de Simpson): Também foi medida a
Fracdo de Ejegdo pelo Método de Simpson que utiliza essencialmente os
volumes planimetrados da cavidade em diastole e em sistole, mostrando-se
mais adequado nos casos em que a geometria ventricular ndo é uniforme.

Situacao que é frequentemente encontrada nos animais infartados.

6 Para a realizacdo das medidas, é escolhido o MAIOR diametro do ventriculo esquerdo ao final da
diastole e o MENOR didmetro do ventriculo esquerdo medido ao final da sistole.
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Avaliacao da Fungao Diastoélica do Ventriculo Esquerdo

Para a avaliacdo da Funcdo Diastélica foram utilizados os indices derivados
da velocidade de Fluxo Diastdlico Mitral obtidos pela técnica de Doppler pulsatil. Tais

indices compreenderam:

e Onda E: Que consiste na medida do maior valor da velocidade de fluxo

inicial do enchimento ventricular (cm/s).

e Onda A: Que consiste na medida do maior valor da velocidade de fluxo

telediastolico mitral (cm/s).

e Relagado E/A: Consiste na relagdo entre a velocidade maxima da

“Onda E” e a velocidade maxima da “Onda A”.

e Tempo de Desaceleragdo da “Onda E” (TDE): E o tempo medido em
milissegundos (ms) entre o pico da “Onda E” e o ponto em que a rampa de
desaceleragao intercepta a linha de base da curva de velocidade do fluxo

diastolico mitral.

 Intervalo de Relaxamento Isovolumétrico (TRIV): E o tempo medido
em milissegundos entre o valor final do fluxo sistélico na via de saida do VE e

o inicio do fluxo diastélico mitral.
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3.6 Obtencao das Células Derivadas do Tecido Adiposo

A técnica utilizada para extragao, separacédo e cultura das células derivadas
do tecido adiposo (CDTA) foi descrita em 1978; nesta ocasido, com o intuito de
estudar os mecanismos da obesidade (Bjorntorp et al. 1978) e sofreu varias
adaptacgdes e aperfeicoamentos ao longo do tempo por diversos pesquisadores (P A
Zuk et al. 2001; Patricia A Zuk et al. 2002; Planat-Bénard, Menard, et al. 2004;
Planat-Bénard, Silvestre, et al. 2004; Astori et al. 2007; Bunnell et al. 2008; Cheng et
al. 2011; Ren et al. 2012). Neste trabalho foi realizada a compilacdo dos varios
meétodos descritos, proporcionando a possibilidade de criagcdo de um protocolo, que
permitiu obter as células de maneira adequada, eficiente e a baixo custo. O

protocolo usado pode ser visto esquematicamente na Figura 8 e descrito a seguir.
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Retirada cirurgica de 1 grama de tecido
adiposo da regiao inguinal

Digestao em colagenase (10mg/3ml
D-MEM) por 40-50 min/37°C

Filtracao em Nylon 250pum

Centrifugar a 100 x g /5min

Desprezar o sobrenadante e recentrifugar
500 x g /10min

Ressuspender o “pellet” de células e filtrar
em Nylon 25um

Figura 8: Diagrama esquematico do protocolo de separagdo das Células Derivadas do
Tecido Adiposo (CDTA) utilizado nos experimentos. No final da ultima etapa, depois de
passar pelo filtro de 25 uym, as células estao disponiveis para utilizacdo. Geralmente, era
feito uma lavagem em PBS por trés vezes e entdo podiam ser levadas para semear em
cultura ou contadas e preparadas para realizagao do tratamento dos animais infartados.
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As células foram obtidas de ratos machos que serviram como doadores, por
esses serem maiores e apresentarem maior quantidade de tecido adiposo do que as
fémeas, as quais foram usadas nos experimentos apenas como receptoras. Assim,
ratos machos saudaveis, pesando entre 250,0 a 350,0 gramas de peso vivo foram
anestesiados com o protocolo anestésico descrito na pagina 61 e quando entravam
em plano anestésico eram submetidos a eutanasia em camara de CO,. Todo o
processo para obtencao das células e manipulacdo dos animais ocorreu em cabine
de fluxo laminar para garantir a qualidade do material obtido e evitar a

contaminagao.

Depois de submetidos a eutanasia, os animais doadores foram “mergulhados”
em uma solucao de alcool iodado numa concentragao de 20,0 % de iodo em alcool
para se garantir uma boa assepsia da area incisada e entdo colocados em decubito
esternal. Além do procedimento citado também foi realizado a tricotomia desta

regiao e posteriormente foi realizada a incisdo na pele para retirada do TA.

O tecido adiposo foi obtido da regido inguinal desses animais. Para tanto, uma
incisdo com bisturi foi realizada na pele da regido inguinal, no sentido transversal e
um pouco acima da bolsa escrotal. Rebatendo a pele da regido, foi possivel
visualizar uma grande quantidade de TA que se encontrava entre essa e a camada
muscular do abdémen. O TA foi cirurgicamente e de foma cuidadosa dissecado,
tomando-se o cuidado para que nenhum outro tecido fosse retirado junto com
mesmo. Isso foi particularmente importante para que vasos sanguineos presentes

no local ndo fossem levados com o TA retirado para o restante do processamento.
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Uma vez retirado, o TA foi lavado abundantemente com solugcdo de salina
tampéo (PBS) para se certificar que todo sangue ou qualquer contaminante tenha
sido removido. Apos a lavagem, o tecido foi colocado em uma Placa de Petri
contendo uma leve camada de PBS e cuidadosamente observado; Iniciando-se um
minucioso trabalho de retirada de qualquer microvaso, musculo ou qualquer outro
tipo de tecido que por ventura estivesse presente no material retirado e que tenha

passado despercebido.

Constatada que a amostra estivesse livre de tecidos diferentes do adiposo;
ela foi cortada e fragmentada em por¢gdes menores com auxilio de uma tesoura
cirurgica. Esse processo fez com que a amostra fosse reduzida a fragmentos bem
pequenos, que além de proporcionarem uma melhor eficiéncia na etapa de digestao
enzimatica realizada pela colagenase, também ajudou a evitar que os filtros
utilizados no processo de filtragem entupissem, em decorréncia da presenga de

grumos ou fragmentos maiores de tecido.

Desse material, ja bem fragmentado, foi pesado e retirado 1,0 (uma) grama e
colocado em uma solu¢do de 3,0 mL (trés mililitros) de PBS, contendo 10,0 (dez)
gramas de colagenase do tipo Il (codigo CLS-2, Worthington Biochemical). Uma vez
homogenizada, a solugdo formada foi mantida na temperatura de 37,0° C (trinta e

sete graus centigrados), dando inicio ao processo de digestdo enzimatica.

O processo de digestdo enzimatica € critico para o sucesso na obtengao das
(CDTAs). Ele teve que ser cuidadosamente acompanhado e teve duragao entre 45

(quarenta e cinco) minutos a cerca de 1 (uma) hora. Durante esse tempo foi
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promovido uma leve agitacdo (de aproximadamente um minuto de duragdo) para
homogenizagao da solugéo a cada 10 (dez) minutos, garantindo maior uniformidade
no processo de digestdo. Na pratica, o tempo total de digestado foi muito variavel e
sofreu a influéncia de varios fatores; tais como, a “poténcia” da colagenase e até
mesmo da consisténcia do tecido adiposo que pode variar bastante entre os
animais. Portanto, a melhor forma de proceder foi através da observacido constante
e cuidadosa de todo o processo de digestdo. Se deixarmos que a digestdo ocorra
por tempo superior ao necessario, a viabilidade das células € bastante prejudicada e
por um tempo menor, diminui-se bastante o niumero de células obtidas ao final do

processo.

Quando o processo de digestédo terminou, foi realizada a primeira filtragdo do
material. Antes, porém, foi adicionado DMEM em volume equivalente ao volume do
material obtido com o objetivo de interromper o processo de digestdo pela

colagenase.

A primeira filtragdo consistiu na passagem do material por um filtro de 250um
(duzentos e cinquenta micrbmetros) que tinha a finalidade de remover qualquer
resquicio de material ndo digerido pelo processo de digestdo enzimatica. Nesta
etapa, ndo foi incomum o entupimento do filtro que, nestas situagdes, se fazia
necessario a trocar a membrana filtrante ou a utilizacido de um novo filtro. Com esse
procedimento boa parte dos grumos de gorduras fica retido pelo filtro e pode ser

retirado mais facilmente.
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Existem filtros comerciais disponiveis prontos para realizacdo das etapas de
filtragdo. Durante os experimentos, optamos em comprar somente o material filtrante
da empresa Sefar®. A empresa disponibiliza o material filtrante “em metros” ou
cortado “a laser” no formato e na dimensédo desejada. Com isso, foi possivel a
montagem do filtro no préprio laboratorio, usando um suporte com encaixe
adequado para ser usado em conjunto com uma seringa descartavel de 10,0 mL

(dez mililitros), resultando em flexibilidade e economia ao processo.

O material depois de filtrado foi colocado em um tubo de centrifuga para ser
submetido a primeira centrifugacdo. A centrifugacéo foi realizada na velocidade de
100 x g (cem) por 5 (cinco) minutos (centrifuga FANEM, modelo Excelsa Il) e tinha

como finalidade principal separar os adipdcitos adultos do restante do material.

No final dessa primeira centrifugacao foi claramente visivel um anel branco na
parte superior da solucdo. Esse “anel branco” era constituido principalmente por
adipécitos adultos, que por serem mais leves (apresentarem menor densidade)

tendem a “flutuar” para constituir o sobrenadante.

O anel de gordura (sobrenadante) foi cuidadosamente removido com o auxilio
de uma pipeta e desprezado. O restante do material foi, entdo, submetido a uma
segunda centrifugacao; porém, na velocidade de 500 x g (quinhentos) por 10 (dez)
minutos, usando a mesma centrifuga. No final deste processo, um sedimento
(“pellet”) foi formado no fundo do tubo e é nele que estavam as células que

desejavamos obter.
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O restante da solucdo foi entdo descartado, aproveitando-se somente o
sedimento. Esse sedimento foi entdo suspendido novamente em 3,0 mL (trés) de
meio de cultura (DMEM)’ e depois de cuidadosamente homogenizado, a solugao foi
novamente filtrada. Essa filtragcao foi realizada através de um filtro de 25,0 pum (vinte
e cinco micrémetros). O procedimento de filtragem, assim como os equipamentos e
materiais descritos e usados na primeira filtracdo, foi o mesmo, exceto pela
membrana filtrante, que era de trama menor. Depois dessa filtragem, o material
obtido era constituido em sua maior parte por CDTA, podendo ser processado
(contagem de células, coloragédo, etc.) e usado tanto para injegao “a fresco”, quanto

semeado em meio de cultura para expansao.

7 Foi utilizado o meio “Dulbecco's Modified Eagle's medium” (DMEM), product# D 5546, Sigma®.
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3.7 Cultura de Células Derivadas do Tecido Adiposo

As CDTAs obtidas conforme descrito na pagina 74 puderam ser semeadas em

meio de cultura, expandidas e mantidas por um periodo relativamente longo.

O precipitado foi transferido para um tubo cbénico de 15 (quinze) mL e
suspendido novamente em 20 (vinte) mL de meio de cultura (DMEM) obtido da
Sigma Chemical Company, St Louis, MO, EUA, suplementado com 10 (dez)% soro
fetal bovino (SFB), 100 (cem) Ul /mL de penicilina e 100 (cem) pg/mL de
estreptomicina. A seguir o volume foi dividido em duas garrafas de 75 (setenta e
cinco) cm? as quais foram mantidas em incubadora umida a 37° (trinta e sete) C e
5% (cinco) de CO2. Apos 24 (vinte e quatro) horas do isolamento o meio foi
aspirado, a garrafa de cultivo foi lavada com solugédo tampéao fisioldgica (PBS) obtido
da Sigma Chemical Company, St Louis, MO, EUA, e acrescentado 10 (dez) mL de
DMEM, suplementado com 10% (dez) de SFB, 100 (cem) Ul/mL de penicilina e 100
(cem) ug/mL de estreptomicina. Para a manutenc¢ao das células foi renovado o meio

de cultura a cada 2 dias.
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3.8 Caracterizagao das Células

Procurou-se caracterizar as CDTAs utilizadas nos tratamentos pela coloragao

de “Red Oil O” e pela citometria de fluxo.

Caracterizacao Morfolégica pela Coloracao de “Red-Oil O”

Este protocolo foi usado para evidenciar o acumulo (presenga) de gordura no
citoplasma das células. As células mais diferenciadas (ou adipécitos adultos) que
possuem maior quantidade de lipidios em seu citoplasma, deverao apresentar uma
coloracao rosea mais forte com esse método de coloragdo. Foi usada uma solugao
estoque contendo 0,5 (meia) gramas de corante “Oil Red O” (Sigma, catalogo # 0-

0625) em 100,0 (cem) mL de isopropanol.

As placas foram lavadas com PBS e as células fixadas, cobrindo-as com PBS
adicionado de solugao de formaldeido a 10,0 % (dez) ou se utilizando um produto
comercialmente pronto (Formalina Tamponada, Sigma, catalogo # HT50-1-640). As
placas eram deixadas em repouso por pelo menos 15 (quinze) minutos ou
descansando durante a noite em temperatura ambiente. Uma nova solucdo de
trabalho de “Red Oil O” foi preparada para cada processo de coloragdo (uma vez
que essa solugcdo de trabalho era muito instavel) pela adigdo de 6,0 mL (seis
mililitros) da solugdo estoque em 4,0 mL (quatro mililitros) de agua bidestilada que
eram entdo misturadas e filtradas com um papel de filtro. Foi retirado o agente
fixador e adicionado o corante (“Oil Red O”) em quantidade suficiente para cobrir a

ldamina. Depois disso foi deixado em repouso por cerca de 1 (uma) hora em
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temperatura ambiente. A seguir as laminas foram lavadas abundantemente e com
cuidado com agua destilada para remover o excesso de corante e qualquer
precipitado que se tenha formado e deixadas secar em temperatura ambiente. Foi
entdo possivel observar as laminas que apresentaram intensidade da coloracao
avermelhada de acordo com a quantidade de gordura presente no citoplasma

celular.

A figura 9 mostra um exemplo de como as células apareceriam caso

estivessem diferenciadas com goticula de gordura no citoplasma, exibindo uma

coloragao rosea para vermelho na coloragéo de “Red oil”.

EF & 1-;1:.53";:'-=-= "

Figura 9: Figura mostrando exemplo de Adipdcito corados pela técnica de “Red Qil”. Os
adipdcitos ja diferenciados por apresentarem goticulas de gorduras em seu citoplasma, séo
coradas em vermelho por essa técnica. Em A) aumento de 10 X enquanto em B) O aumento

de 20 X.
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Caracterizacao pela Citometria de Fluxo

A citometria de fluxo foi utilizada para caracterizacdo das células isoladas. As
células obtidas por digestdo do TA apds processamento com colagenase foram
mantidas a 37,0° C (trinta e sete) em atmosfera umida com 5,0 % (cinco) de CO,em
meio de cultura contendo DMEM (obtido da Sigma Chemical Company, St Louis,
MO, EUA) durante 48 (quarenta e oito) horas para recuperagao de possiveis

epitopos de superficie clivados pela agdo enzimatica.

Apds 48 (quarenta e oito) horas, poucas células se encontravam aderidas ao
frasco de cultura. Dessa forma, para se caracterizar toda a populagao celular obtida
no processo de isolamento foi necessario juntar as células ndo aderidas com
aquelas que se encontravam aderidas ao frasco de cultura antes de realizar a

citometria de fluxo.

Porém, antes de se juntar as duas fragdes celulares foi necessario desprender
a fracao celular aderida ao frasco de cultura e esse processo foi realizado pelo uso

de solucéo de dissociagao ndo enzimatica.

Uma vez juntada as duas fragdes celulares, as células foram lavadas em PBS
por trés vezes, centrifugadas em 400 x g (quatrocentos) por 5 minutos (centrifuga
FANEM, modelo Excelsa Il) e depois da ultima lavagem, elas foram contadas,
filtradas com um filtro de 100,0 ym (cem micrémetros) (Sefar®) e finalmente

separadas para o procedimento de citometria.
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As células foram divididas em 9 (nove) tubos de citometria. Em cada tubo
tinhamos cerca de 5,0x 10 células ressuspendidas em 100,0 pyL (cem microlitros)
de PBS com 5,0 % (cinco) de Soro Fetal Bovino (SFB) e armazenadas a 4,0° C
(quatro) por 15 (quinze) minutos. O SFB foi utilizado para bloquear possiveis

ligacdes inespecificas.

Apds o bloqueio, as células foram incubadas com os seguintes anticorpos
monoclonais: CD29-FITC® (Biogens®, Catalogue Number:11312-50), CD90-FITC
(Biogens®, Catalogue Number: 03012-50), CD11b-FITC (Biogens®, Catalogue
Number: 03221-50), CD45-PE-Cy5° (Biogens®, Catalogue Number: 07131-65) e os
isotipos IgM-FITC (StemCell Technology, Catalogue Number: 10211), IgG2a-FITC
(SouthernBiotech, Catalogue Number: 0117-02), de acordo com as especificacoes
dos fabricantes durante 20 (vinte) minutos a 4,0° C (quatro). Apds este periodo de
incubacgéo, as células foram lavadas com PBS, centrifugadas a 400 (quatrocentos) x
g por 5 (cinco) minutos e suspendidas novamente em 300,0 (trezentos) yL de PBS

para aquisicdo dos dados.

Células ndao marcadas foram utilizadas para o ajuste das voltagens dos
parametros: “Forward Scatter Cell” ou disperséo frontal da luz (FSC), “Side Scatter
Cell” ou dispersao lateral da luz (SSC), intensidade da fluorescéncia (FL)-1, FL-2,

FL-3 e “threshold” do citdbmetro de fluxo (BD FACS Array®). FSC avalia o tamanho

8 Os anticorpos podem estar conjugados com substancias fluorescentes, fazendo-os emitir uma
fluorescéncia com comprimento de onda determinado pela substancia associada. FITC significa
isotiocianato de fluoresceina e é um dos conjugados usados com anticorpos.

9 Os anticorpos podem estar conjugados com substancias fluorescentes, fazendo-os emitir uma
fluorescéncia com comprimento de onda determinado pela substancia associada. PE-Cy5 significa
o corante indotricarbociana associado com ficoeritrina € € um dos conjugados usados com os
anticorpos.
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relativo da célula; SSC avalia a granulagdo ou complexidade relativa da célula; e no
caso deste citbmetro: FL-1 € o canal vermelho; FL-2, o canal azul e o FL-3, o canal
violeta. As compensacdes de sinais, necessarias em virtude da sobreposicdo de
canais de fluorescéncia, foram realizadas a partir de marcagdes simples (unico
anticorpo). Os isotipos foram utilizados para confirmacéo de especificidade das
reacdes do anticorpo monoclonal com os epitopos analisados. Foram adquiridos um

minimo de 30.000 eventos por tubo de aquisicéo.
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3.9 Contagem e Preparo das Células para Tratamento dos
Animais

As CDTAs obtidas conforme descrito na pagina 74 foram contadas e
preparadas para injecdo. O procedimento de contagem foi realizado com o auxilio de
uma camara do tipo “Neubauer”. Para tanto, procurou-se usar uma camara limpa em
conjunto com uma laminula recomendada pelo fabricante. Para melhor acuracia na

contagem uma aliquota homogénica de células era usada no processo.

O procedimento de preparacao das células para contagem foi dependente de
onde elas estavam. Se foram originadas do processo anterior (Pagina 74); ou seja,
células frescas, presentes depois da ultima etapa de filtragdo, uma pequena amostra
(aliquota) da solugdo contendo as ceélulas era suficiente. Por outro lado, caso as
células a serem contadas estivessem em meios de cultura, procedia-se com a

dissociagao dessas células do meio antes que a contagem pudesse ser realizada.

O processo de contagem de células seguiu um protocolo ja bem estabelecido
e amplamente empregado para contagem de varios tipos celulares, conforme
brevemente explicado abaixo™. Para ilustrar, uma representagédo de parte de uma

camara do tipo “Neubauer” pode ser visualizado na figura 10.

Aproximadamente um volume de 20,0 pL (vinte microlitros) da suspensao

contendo as células foi necessario para preencher completamente a camara. Em um

10 O procedimento de contagem de célula pode ser encontrado detalhadamente em livros e na
internet. Uma boa fonte de consulta de protocolos empregados em biologia celular pode ser
encontrado no sitio eletrdnico da empresa Cascade Biologics™ (http://www.cascadebio.com). O
protocolo descrito, por exemplo pode ser encontrado no documento 107.0 da referida empresa.
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microtubo contendo 15,0 pL (quinze) de suspenséao das células foi adicionada outros
15,0 pL (quinze) de uma solugéo de “Azul de Tripan” (Sigma-Aldrich cat. # T8154). O
corante foi necessario para estimativa da viabilidade das células. Depois disso, se

homogenizou cuidadosamente a solugcéo formada.
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Figura 10: Figura mostrando o esquema de uma camara de contagem de células
tipo "Neubauer", usada para a contagem das células. A) B) C) e D) séo os locais
(quadrantes) onde as células podem ser visualizadas e contadas, desde que a
camara esteja cheia. De posse do numero de células nestes quadrantes e
sabendo-se o volume da camara e da diluicdo usada na solugédo de células para
encher a camara, é possivel calcular o nimero aproximado de células. Fonte:
Documento 107.0, disponivel em http://www.cascadebio.com em 10/01/2014.

Uma laminula limpa foi colocada sobre a camara e com auxilio de uma pipeta
carregou-se a camara com cerca de 10,0 yL (dez) da mistura célula/corante de cada
lado da camara. O processo de carregamento da camara foi feito cuidadosamente,
permitindo que o fenbmeno de capilaridade realizasse o trabalho. A cémara
preenchida foi levada ao microscépio e as células foram contadas com a objetiva de

100X.
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3.10 Tratamento dos Animais

Injecao das Células na Borda da Lesao do Infarto (Grupo T1)

Os animais que foram submetidos a cirurgia para produgéo do IM realizada no
dia anterior foram anestesiados com o protocolo descrito na pagina 61 e quando se
encontravam em plano anestésico adequado, que nesse trabalho significou perda
consciéncia e do reflexo interdigital, foram levados ao profissional para realizagéo
dos exames eco e eletrocardiograficos, conforme descrito na pagina 66 e seguintes.
Constatada a situacdo de infartados, segundo os critérios ja descritos na literatura
(Miranda et al. 2007), os animais foram, entdo, levados até o cirurgido para a
realizagéo da cirurgia de injecao de células (Grupo T1) ou de solugéo salina (animais

nao tratados), de acordo com o grupo experimental, ao qual pertenciam.

O procedimento cirurgico para abertura do térax e exposi¢céo do coragao para
injecao das células foi bem semelhante ao realizado anteriormente para produg¢ao do
infarto. Neste caso, como a cirurgia anterior era recente (ocorrera apenas 24 horas
antes), o acesso a cavidade toracica foi realizado pela retirada das suturas que
foram usadas para o fechamento do térax na cirurgia para producgéo do IM. Uma vez
conseguido o0 acesso a cavidade toracica, o coragao foi exposto e com isso, a leséo

miocardica podia ser facilmente visualizada.

O cirurgi&o recebeu 25,0 pL (vinte e cinco microlitros) da solugao previamente

preparada, podendo conter aproximadamente 1,0x10% células ou apenas o
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veiculo (solugdo salina) sem que o mesmo soubesse do fato. Além disso, o cirurgido
no momento da cirurgia também nédo tinha conhecimento dos exames realizados
anteriormente; ndo sabendo, portanto, as prévias condicdes clinicas dos animais ou
a possivel estimativa da extensdo dos infartos deles. O volume recebido foi dividido
em trés inje¢cdes que foram injetadas na borda da lesdo, tomando o cuidado para
nado se atravessar a parede do miocardio e acidentalmente injetar as células

diretamente na camara cardiaca.

Terminado o processo de injecao, o coragao foi reconduzido para sua posi¢cao
anatbmica habitual e a parede toracica foi novamente fechada por suturas em bloco
(englobando a pele) e todos os procedimentos ja descritos para o perfeito

restabelecimento do animal foi providenciado.

Injecao das Células na Circulagcao Periférica (Grupo T2)

Como descrito anteriormente, os animais que foram submetidos a cirurgia
para producdo do IM realizada nas 24 (vinte e quatro) horas anteriores foram
anestesiados com o protocolo anestésico ja descrito (Pagina 61) e levados ao
profissional para a realizagdo dos exames eco e eletrocardiograficos. Uma vez
confirmado que os mesmos estavam infartados, foram encaminhados para o
profissional para realizagédo das injegdes das células na circulagéo periférica, através

da veia da cauda.

O cirurgiao recebeu 25,0 uL (vinte e cinco microlitros) da solugao previamente

preparada desprovida de células; ou seja, apenas solugao salina (grupo nao tratado)
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ou 25,0 uL (vinte e cinco microlitros) da solugcdo contendo aproximadamente

1,0x10% de células. Visualmente era localizada a veia caudal do animal e
cuidadosamente realizada a pun¢do da mesma e, com a ajuda de um auxiliar, essa
solugéo foi entdo injetada lentamente na veia caudal do animal, tomando-se o
cuidado para que de fato a injegdo estivesse sendo realizada na circulagao
sanguinea. Depois do tratamento, os animais foram observados até o pronto

restabelecimento da anestesia e reconduzidos as suas gaiolas.
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3.11 Avaliacao da Insuficiéncia Cardiaca

Uma avaliagao indireta de insuficiéncia cardiaca pode ser obtida calculando-
se o percentual de agua presente nos pulmbes e figado. Para tanto, esses 6rgaos
foram pesados em uma balanga de precisao antes e apds a desidratagao em estufa
na temperatura de 80,0° C (oitenta graus centigrados) pelo tempo necessario para
que ocorresse a desidratacdo completa desses 6rgéos. O tempo foi considerado
suficiente quando ndo se percebeu mais alteragées nos pesos desses 6rgdos em
pesagens consecutivas. A relagdo entre os pesos de antes e apds a desidratacéo
em estufa dos orgaos permitiu estimar a quantidade de liquido presente neles e

calcular o percentual relativo de agua destes 6rgados nos grupos experimentais.
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3.12 Anadlises Histopatolégicas e Medigao do Tamanho do Infarto

Os coragbes obtidos na necrépsia foram pesados e limpos, sendo
previamente fixados em solugdo de formaldeido tamponado a 10,0 % por 18
(dezoito) a 32 (trinta e duas) horas. Os coragdes foram entdo destituidos de seus
atrios através de um corte transversal a altura da regido das valvas cardiacas com
uma lamina de bisturi. Os ventriculos isolados foram novamente incisados
transversalmente em quatro cortes equidistantes, sendo nomeados sequencialmente

do apice para base de cortes: A, B, C e D.

Esses segmentos foram lavados rapidamente com agua, desidratados e
clarificados com alcool etilico PA e Xileno respectivamente, na seguinte ordem de
concentragédo e duracgdo: alcool 70° (30 minutos), alcool 100° (50 minutos), alcool
100° (50 minutos), alcool 100° (60 minutos) e xileno PA (40 minutos) para serem
finalmente impregnados em parafina através de dois banhos de parafina de 50
(cinquenta) minutos cada, ambos na temperatura de 60,0°C (sessenta graus
centigrados). Uma vez incluidos em parafina, os segmentos foram submetidos ao
micrétomo para obtencédo de cortes de 5,0 um (cinco micrémetros) de espessura

para posterior produgéo de laminas histologicas.

As laminas montadas a partir dos cortes histoldégicos dos segmentos foram
submetidas a dois protocolos de coloragdo: Hematoxilina e Eosina (HE) para a
observacao das alteragcbes histopatologicas e a coloragdo de “Picrosirius”, que por

corar especificamente as fibras de colagenos, foi usada para medir a extensdo dos
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infartos dos coracdes dos animais. Os protocolos de coloracéo estdo resumidamente

descritos em seguida.

Coloracao de Hematoxilina e Eosina

Uma quantidade de 0,5 (meia) grama de hematoxilina foi dissolvida em 5,0
(cinco) mL de alcool, enquanto 10,0 (dez) gramas de alumen de potassio ou aménio
foram dissolvidos em agua quente. Entdo as duas solugdes formadas foram
misturadas. Apds isso, a mistura foi levada a ebulicdo o mais breve possivel e
depois de removida do fogo Ihe foi-lhe acrescentado 0,25 (vinte cinco centésimos)

gramas de 6xido vermelho de mercurio.

A solugao foi aquecida novamente até que ficasse com a cor vermelha escura
(cerca de um minuto), removida do fogo e deixada para resfriar rapidamente em

agua fria na geladeira. A solugao depois de resfriada estava pronta para uso.

Pesava-se 0,5 (meia) grama de eosina Y (amarela hidrossoluvel) que entao
foram dissolvidos em 10 (dez) mL de agua destilada. Acrescentou-se ainda 90
(noventa) mL de alcool 95° e opcionalmente, podia-se adicionar 1 (uma) gota de

acido acético para aumentar a intensidade da coloragao.

Os cortes foram desparafinados e hidratados e entdo as laminas foram
colocadas na solugdo de hematoxilina durante 2,5 (dois e meio) minutos. Em
seguida as laminas foram rapidamente lavadas em agua corrente e colocadas numa

solucao diferenciadora, constituida por 5 (cinco) gotas de acido acético cloridrico em
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100 (cem) mL de alcool 95°. Novamente foram lavadas em agua corrente por 10
(dez) minutos; Decorrido esse tempo, as laminas foram colocadas na solugcéo de
Eosina por 2 (dois) minutos. Uma vez montada as laminas, os nucleos celulares se
coravam em azul, enquanto o citoplasmas, as fibras colagenas e elasticas se

coravam em vermelho.

Coloracao de “Picrosirius”

Preparou-se uma solugédo de Picrosirius vermelho acrescentando 0,5 (meia)
grama de Sirius vermelho (Sigma-Aldrich, sob o nome de “Direct Red 80”; Cat#
365548 ou Cat # 43665) em 500 (quinhentos) mL de uma solugdo aquosa saturada

de acido picrico (Sigma-Aldrich Cat # P6744-1GA).

Os cortes foram desparafinados e hidratados e, em seguida, as laminas foram
coradas com a Hematoxilina de Weigert por 8 (oito) minutos e lavadas por 10 (dez)
minutos em agua corrente. Acrescentou-se entdo a solugdo de “Picrosirius”
vermelho, preparada previamente e deixando as laminas corando por 1 (uma) hora.
Em seguida, as laminas foram lavadas por duas vezes em agua acidificada, que
consistia de uma solugdo onde se adicionou 5,0 (cinco) mililitros de acido acético
(glacial) em 1,0 (um) litro de agua destilada. Promoveu-se uma agitagcao vigorosa e
foi removido o excesso de agua das laminas. Posteriormente os cortes foram
desidratados com etanol a 100,0 % em trés etapas. No final desse processo, as

l&minas foram limpas em Xilol e montadas.
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3.13 Medicao do Tamanho do Infarto

Os cortes histolégicos obtidos foram observados em um microscopio invertido
de epifluorescéncia (Axievert 100, ZEISS — Germany) e as analises morfologicas
foram realizadas em todas as laminas para confirmar as alteragdes histopatoldgicas

caracteristicas dos infartos do miocardio.

As laminas coradas com Picrosirius foram fotografadas com cémera digital.
As areas cicatrizadas, por apresentarem maior concentragdo de colageno, ficaram
coradas em marrom o que facilitou a sua delimitagdo. O arquivo digital foi analisado
com um programa grafico adequado (Imaged versdo 1.27z, National Institute of

Health, EUA, disponivel em http://rsb.info.nih.gov/ij/) que permitiu facilmente medir

os diversos parametros para determinacdo do tamanho do infarto do VE. Isso foi
realizado através de planimetria, método amplamente descrito na literatura (Spadaro
et al. 1980), que pode ser resumido da seguinte forma: Cada corte transversal (A, B,
C e D) foi avaliado individualmente. Cada segmento deste foi fotografado ou a
lamina histoldgica oriunda do segmento foi escaneada e analisada com o programa
citado. A porgcao do endocardio infartado foi medido, assim como, o tamanho total da
por¢ao endocardica (porgado infartada e nao infartada). A partir destes valores foi
possivel calcular o valor percentual de infarto do endocardio daquele corte. O
mesmo procedimento foi realizado com o epicardio, obtendo-se assim o valor do
percentual de epicardio infartado. De posse destes dois valores percentuais,
calculou-se a média e esta média foi considerada como o valor percentual de infarto

para aquele corte (segmento) estudado (Ellis, Doumanian, e Plun 1962).
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O mesmo procedimento foi realizado para cada um dos quatro cortes do
coragdo. Com os valores percentuais dos quatro segmentos conforme descrito
acima foi possivel calcular a média entre eles; obtendo-se, assim, o percentual de

VE infartado do coragao analisado.

3.14 Analises Estatisticas

A escolha dos testes estatisticos empregados na analise dos dados foi feita
de acordo com a finalidade e com as caracteristicas da variavel envolvida. Deu-se
preferéncia a utilizacdo de testes paramétricos, porém nos casos onde a variavel
ndo tinha distribuicdo normal™ ou os pressupostos para a sua utilizagdo ndo
puderam ser cumpridos, utilizou-se o teste ndo paramétrico equivalente. Foi usado o
teste t de “student” quando a analise envolveu a comparagdo de duas amostras e
quando a analise envolveu mais de dois grupos, a analise de variancia (ANOVA) foi
o teste de eleicdo, sendo utilizada ANOVA de uma via, quando uma varavel era
analisada e ANOVA de duas vias, quando mais de uma variavel precisou ser testada
(analise entre grupos e ao longo do tempo, por exemplo). Em todos os testes, o grau
minimo de significancia considerado foi de 95,0 % (p < 0,05) ou de 99,0 % (p < 0,01)
e os calculos foram realizados em computador, utilizando-se, para tanto, o programa
de estatistica R (do R - Project) que pode ser baixado gratuitamente em http://www.r-
project.org. Todos os valores foram representados como Média + Desvio Padrao
(DP) sobretudo nas tabelas; enquanto nos graficos, salvo meng&o em contrario, os

valores foram expressos como Média + Erro Padrédo da Média. Os graficos foram

11 Para determinar se a variavel tem distribuicdo normal, além da visualizagao grafica da variavel em
estudo também foi empregado testes estatisticos especificos como o Shapiro test, por exemplo.
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construidos pelo mesmo programa empregado para

estatisticos.

realizacdo dos testes
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4. Resultados

4.1 Rendimento do processo de obtencao e cultura das células

De um rato macho adulto de aproximadamente 400 (quatrocentas) gramas de
peso vivo foi possivel retirar cerca de 15 (quinze) gramas de tecido adiposo da
regido inguinal. Esse material processado resultou, depois da ultima filtragem, em
aproximadamente 6,0 X 10% células com viabilidade de mais de 98,0 % (avaliado

através do uso de Azul de Trypan).

As CDTAs se desenvolveram rapido em cultura e foram capazes de se manter
em cultura por pelo menos 120 (cento e vinte) dias, sem diferenciagao
espontaneamente; quando sé entdo comegaram a apresentar diminuicao da taxa de
proliferagdo e alteragdes fenotipicas ao microscopio 6tico. Essas células aderiram
em cultura e se apresentaram em forma estrelares. A proliferacdo das células em
DMEM foi grande e rapida, fazendo com que a densidade de células chegasse aos
limites da garrafa de cultura rapidamente, Esses achados foram condizentes com os
dados encontrados na literatura sobre as CDTAs (Bunnell et al. 2008; Ren et al.
2012). Com isso, houve a necessidade de que as trocas de meios ocorressem numa
frequéncia bem maior. Chegou-se, em alguns momentos, a se realizar trocas em
intervalos de 24 horas; mas a média os intervalos de trocas ficaram entre 48 a 72

horas.
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Na Figura 11 é possivel visualizar uma cultura de CDTA de ratos depois de 7
(sete) dias em cultura. Como pode ser notado, com esse tempo de cultura ja existe
uma grande densidade de células, demonstrando a caracteristica de crescimento
rapido que essas células possuem, enquanto na Figura 12 pode ser vista uma

cultura com 15 dias.

Figura 11: Micrografia mostrando uma cultura de CDTA de ratos em DMEM com 7 dias.
Em A) é mostrado a grande densidade de células. Barra indicando 200 um de tamanho.
Em B) a mesma cultura visualizada em um aumento maior. Nela pode ser visualizado
(setas brancas) uma CDTA, que se apresenta de forma estrelada. Barra indicando 30
pJm de tamanho.
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Figura 12: Micrografia mostrando uma cultura de CDTA de ratos em DMEM com
15 dias. Em A) é mostrado a grande densidade de células. Barra indicando 200
pm de tamanho. Em B) a mesma cultura visualizada em um aumento maior.
Algumas células apresentam areas em seu citoplasma, onde se acumula goticulas
de gordura, indicada na figura pela seta. Barra indicando 30 ym de tamanho.
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4.2 Caracterizagao das Células

As CDTA foram caracterizadas empregando a coloragdo de “Red-Oil” e
através da citometria de fluxo. A coloracéo de “Red — Oil” foi utilizada para detectar a
presenca de goticulas de gordura no citoplasma das células, ja que nesta coloracgéo,
quanto mais gordura presente no citoplasma, mais intenso € o vermelho
apresentado. Tanto as células obtidas, quanto aquelas que permaneceram em
cultura por varios dias nao apresentaram coloragéo résea, o que demonstrou que as
células utilizadas nos experimentos, continham muito pouca ou nenhuma goticulas
de gordura em seu citoplasma; resultado, este, esperado ja que as células ndo eram

diferenciadas.

Outra maneira de caracterizagdo das células foi pelo emprego da técnica de
citometria de fluxo. Conforme pode ser visto nas figuras 13 e 14, a citometria de
fluxo demonstrou que o perfil imune fenotipico encontrado nas amostras foi
predominantemente de células ndo hematopoiética (percentual = 95,0 % das células
analisadas), sendo elas principalmente CD45-, CD11b-, CD90+ e CD29+. Apenas
45 + 0,7 % das células eram de origem hematopoiética (CD45+); sendo elas,

sobretudo CD90+ e CD11b+ (figuras 13 e 15).
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Figura 13: Grafico mostrando o perfil imuno fenotipico em percentual das células
isoladas pela citometria de fluxo. Como pode ser evidenciado no grafico a maior parte das
células isoladas foi CD29+ e CD90+, que s&o marcadores presentes em células
mesenquimais enquanto um percentual bem menor de células tiveram marcadores para

células hematopoiéticas (CD45 e CD11b). Valores expressos em média * erro padrdo da
média.

Tipos celulares presentes no isolamento

100+

Tipos celulares (%)

Figura 14: Grafico demonstrando o percentual da populagdo hematopoiética em
relacdo a ndao hematopoiética nas amostras de CDTA de ratos, quando analisadas pela
citometria de fluxo. O grafico mostra que mais de 950 % das células isoladas
apresentaram um perfil ndo hematopoiético (mesenquimal). Valores expressos em
meédia £ erro padrdo da média.

104



(x 1.000)

P

(x 1,000)
f

i
m

F1

RN RRAARRLLL LA PO L P B L ARSI RLARRLEL W
P 10 10 10 10 a5 0 10

Isotipo FITC-A CDS0 FITC-A

T T
107 10°

T LR P T
ap D10 10 10 10 10 L4z -10%0 10

CD11b FITC-A CD29 FITC-A

T T
107 10°

AN RR AL
s 0 10 10 .

1
PE-Cy5-A CD45 PE-Cy5-A

L e e e BLALEA A ) w1 T T T
107 * 10° 0 10° 10° 10°

Figura 15: Graficos mostrando a citometria de fluxo realizada nas amostras de células
derivadas do tecido adiposo ap6s 48 horas em cultura. Os pontos azuis representam as
células nao hematopoiéticas positivas para a molécula estudada. Os pontos pretos
representam as células nao hematopoiéticas negativas para a molécula estudada,
enquanto os pontos vermelhos mostram as células hematopoiéticas. A) Mostra a area de
interesse (P1) selecionada para as analises seguintes, considerando o isotipo FITC. B) Mostra
a analise considerando o marcador para CD90, que é um marcador para células
mesenquimais. Como mostrado, na area de interesse é possivel ver uma grande quantidade
de células ndo hematopoiéticas (azuis) em relacdo a hematopoiéticas (vermelho). C) Mostra a
analise considerando o marcador CD11b, que € um marcador para células hematopoiéticas.
D) Mostra a analise considerando o marcador para CD29, que € um marcador para células
mesenquimais. E possivel observar muitos pontos azuis em relagdo aos vermelhos. E) Mostra
a area de interesse (P1) selecionada para as analises seguintes, considerando o isotipo PE-
Cy5. F) Mostra a analise considerando o marcador CD45, que € um marcador para células
hematopoiéticas.
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4.3 Grupos Experimentais: Visao Clinica e Comparativo da Taxa
de Mortalidade dos Animais

Os animais estavam com 201,4 gramas (duzentas) + 26,65 quando os
experimentos foram iniciados e no final de 28 dias apresentavam peso de 210
(duzentos e dez) gramas = 15,0; nao havendo, portanto, ganho de peso nos grupos
ao final do experimento (p>0.05). Cerca de 30,0 % (trinta) dos animais alocados para
o experimento morreram durante a realizagdo do primeiro procedimento cirurgico
(produgdo do infarto do miocardio). Do total dos animais sobreviventes e
confirmadamente infartados, cerca de 10,0 % (dez) faleceram durante alguma outra

fase dos experimentos.

Cerca de 50,0 % (cinquenta) dos animais alocados para o grupo experimental
que recebeu tratamento por injegcdo de célula na regido peri infarto (Referenciado
nesse trabalho como Grupo Experimental N° 01, ou simplesmente de T1)
faleceram durante o procedimento cirurgico para inje¢do das células. Ou seja,
durante a segunda cirurgia que como explicado anteriormente é realizada apenas 24
(vinte e quatro) horas apos a primeira; fazendo com que o numero de animais neste
grupo e consequentemente levado até o final do experimento fosse de 6 animais
(n=6). Nestes animais foi comum encontrar forte edema na regido da incisdo, uma
certa dificuldade em expor o coragdo para realizagdo do procedimento e ja era
possivel perceber aderéncias nos tecidos circunvizinhos. Efusao pleural também foi

um achado comum nesses animais. Além disso, letargia e taquipneia foram
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encontrados em alguns animais e estes geralmente eram os que culminavam em

obito durante a segunda cirurgia.

Alguns animais dos diferentes grupos experimentais faleceram durante
alguma fase dos experimentos. No entanto, nenhuma das mortes ocorreu
espontaneamente; ou seja, todos os obitos ocorridos durante todo o tempo de
experimento aconteceram durante a realizacdo de algum procedimento (como
realizacdo dos exames, por exemplo) em que 0Ss animais precisavam ser
anestesiados para serem manipulados, sugerindo que o estado geral desses
animais representava um risco consideravel para procedimentos anestésicos ou

invasivos.

z

E interessante ressaltar que, exceto por aqueles animais que morreram
durante a segunda cirurgia (devido ao carater extremamente invasivo desse
procedimento cirurgico), “todos” os o&bitos ocorridos posteriormente aconteceram
apenas no Grupo dos nao tratados e no grupo experimental dos animais receberam
o tratamento com células injetadas por via endovenosa (Grupo T2). Nenhuma morte
de animais foi constatada no grupo experimental que recebeu as células por inje¢cao
direta na regido periférica do coragdo (Grupo T1), mesmo considerando que os
procedimentos realizados neste grupo foram visivelmente mais “cruentos” ou
invasivos do que os realizados nos demais grupos, ja que neste grupo os animais

sofreram duas toracotomias num periodo de 24 (vinte quatro) horas entre elas.

Importante ressaltar que todos os exames ou procedimentos s6 foram

realizados depois que os animais foram anestesiados, utilizando o protocolo ja
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descrito anteriormente (Xilazina e Cetamina) para que houvesse uniformidade na
coleta dos dados e comparacgdes, fazendo que todos os grupos fossem submetidos

as mesmas rotinas e desafios.
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4.4 Eletrocardiograma

Eletrocardiograma dos animais antes e depois da cirurgia
para obtencao do infarto do miocardio

Os principais parametros eletrocardiograficos dos animais antes e apos a

cirurgia para producao do infarto pode ser visualizado na Tabela 1.

Tabela 1: Parametros eletrocardiograficos dos animais antes e apds a cirurgia para

obtencao do infarto do miocardio.

Parametros

Eletrocardiograficos Pré infarto Pés infarto
Onda Q em D1 (mV) 0+0 0,241 £ 0,11*
indice de QRS 1,342 + 0,186 0,838 + 0,15**
indice QRS em D1 0,31 £ 0,095 0,248 + 0,125
indice QRS em D2 0,632 £ 0,106 0,312 £ 0,123*
indice QRS em D3 0,4 + 0,094 0,325+ 0,188
Angulo de QRS +60,45 £+ 11,27 +133,63 £ 26,01***
Intervalo RR (s) 0,205 + 0,017 0,194 + 0,026
FC (bpm) 293,98 + 25,85 314,52 £ 42,057
Onda P (mV) 0,065 £ 0,014 0,082 + 0,029
Intervalo PR (s) 0,046 + 0,008 0,044 + 0,010
Duragao da onda P (s) 0,027 + 0,008 0,025 + 0,008
Onda Q em D2 (mV) 00 0,135+ 0,442
Onda R em D2 (mV) 0,63 £0,104 0,61 +£0,102
Onda S em D2 (mV) 0,002 £ 0,012 0,002 £ 0,013
Onda T (mV) 0,159 £ 0,037 0,155 + 0,028
Duracao daOndaT (s) 0,06 + 0,01 0,05+ 0,02
Duracgao do QT (s) 0,087 £ 0,013 0,086 + 0,012
Onda Q em D3 (mV) 0,002 £+ 0,009 0,001 + 0,006
Onda R em D3 (mV) 0,382 £ 0,090 0,380 + 0,08
Onda S em D3 (mV) 0,016 £ 0,051 0,014 + 0,053

Parametros Eletrocardiograficos dos animais antes e apds a cirurgia para obtengao
do IM nos ratos. N=28 animais. Realizado teste t de “student”. Todos os valores
expressos como Média * Desvio Padrao. *p < 0,05; **p < 0,01; *** p < 0,001.
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Nenhum dos animais apresentou Onda Q em D1 antes da cirurgia para
produzir o IM, que conforme a literatura € uma caracteristica do IM experimental em
ratos (Miranda et al. 2007). Por outro lado, todos os animais infartados tiveram a
presenca de Onda Q nesta derivagéo, cuja amplitude foi variavel entre os animais. A
maioria das ondas Q presente estava no formato QS, sendo que nos poucos animais
onde a onda R foi observada, esta se apresentava com a amplitude extremamente

reduzida.

A presenca da onda Q em D2 nos animais infartados, foi um achado comum,
mas nao presente em todos os animais, e geralmente naqueles em que foi
encontrada, tinha uma amplitude reduzida. O indice de QRS nesta derivagao foi

reduzido no grupo infartado (p< 0.05).

O eletrocardiograma na derivagéo D3 foi pouco alterado depois da cirurgia.

O indice de QRS total se mostrou relativamente homogéneo antes da cirurgia,
bem como o angulo de despolarizacéo ventricular médio (AQRS). O IQRS foi em
média de 1,34 mV * 0,19. Enquanto o AQRS, outro parametro que se altera depois
do infarto, teve valor média de +60,45 + 11,27 graus, com o maior angulo encontrado
de +85,24 graus, ou seja, todos os animais normais tiveram angulos de
despolarizacao pertencentes ao primeiro quadrante. O somatodrio das alteracdes dos
indices de QRS medidos nas derivagbes fez com que os animais depois de
infartados tivessem uma menor amplitude do indice de QRS total (p< 0.01), que
pode ser visualizado na figura 16. Além disso, Os animais depois de infartados

tiveram o AQRS drasticamente aumentado, significando que o eixo foi desviado para
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a direita (p<0.001). O menor angulo encontrado foi de + 95,85 graus, sendo a média
do grupo de 133,63 graus, situando, portanto, todos os angulos no segundo
quadrante. Esse achado esteve presente em todos os animais infartados,

independente da extensdo do IM e pode ver visualizado na figura 17.

indice do QRS dos Animais Pré e Pés Infarto
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Figura 16: Figura mostrando o grafico do IQRS dos animais antes e apds a
cirurgia para produgao do IM, mostrando uma queda desse parametro apos o IM.
N=28 animais. Realizado teste t de student. Todos os valores expressos como
Média £ Desvio Padrao. *p < 0,05; **p < 0,01; *** p < 0,001.
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Figura 17: Figura mostrando o grafico do Eixo de despolarizagdo ventricular médio
dos animais antes e apds a cirurgia para produgado do IM, mostrando um aumento
desse parametro apés o IM, fazendo com que o eixo se deslocasse do primeiro
quadrante para o segundo. N=28 animais. Realizado teste t de student. Todos os
valores expressos como Média £+ Desvio Padrao. *p < 0,05; **p < 0,01; *** p < 0,001.

111



Os animais sob anestesia tiveram frequéncia cardiaca média de 294 + 25,85
bpm e intervalo RR de 0,205 + 0,017 segundos. O intervalo PR foi de 0,046 + 0,008
segundos, sendo a duragdo de QRS de 0,02 segundos, o intervalo QT de 0,087 +
0,013 segundos. A onda P foi facilmente visivel ao longo do tragado tendo amplitude
média de 0,065 £ 0,014 mV e duragédo de 0,027 = 0,008 segundos. Nao houve
diferengas significativas nos intervalos PR, duragcdo do QRS e intervalo QT, assim

como, na duracio da onda P, depois do infarto.

Todos essas alteragées foram condizentes com a literatura (Miranda et al.
2007; Saraiva et al. 2007) e caracterizam o infarto em ratos. A Figura 18 mostra um
tracado eletrocardiografico de um rato normal e o tragado deste animal depois do |IM,

onde se evidencia a presenga da Onda Q.
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Figura 18: Eletrocardiograma na derivacdo D1 de um rato normal e depois da
cirurgia de IM. Antes da cirurgia, o ECG nao apresentou onda Q em D1. Apds a
cirurgia, ja foi possivel observar a presenga da Onda Q, geralmente no formato
QS (setas na figura). Velocidade do papel de 50 mm/s e 20 mV/mm.

Parametros Eletrocardiograficos quando se considera os
Grupos Experimentais

Os principais parametros eletrocardiograficos dos grupos experimentais
podem ser visualizados na Tabela 2. O AQRS, como ja discutido anteriormente,
aumentou depois do IM em todos o0s grupos experimentais e permaneceu
aumentado até o final do tempo de acompanhamento, em todos os grupos
experimentais. Comparando-se o0s grupos entre si, o AQRS nao foi
significativamente diferente entre o grupo T2 e o grupo nédo tratado. No entanto, o
Grupo T1 apresentou uma diminuicao significativa no valor desse parametro, quando
avaliado com 7 e com 28 dias (p< 0,001,em ambos os tempos) de experimento, se
comparado com o grupo nao tratado e com o grupo T2 (p < 0,05). Além disso, existiu
uma melhora nesse parametro quando se comparou os valores apresentados nos
dias 7 (p < 0,01) e 28 (p < 0,001) com os valores que foram encontrados no dia 1; ou
seja, com o dia em que os animais foram infartados, sugerindo melhoras ao longo do

tempo no grupo T1. O mesmo ndo ocorreu com o grupo nao tratado e com o grupo
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T2, o qual s6 apresentou uma ligeira queda do AQRS com 28 dias (p< 0,05). Apesar
dessas melhoras, em nenhum dos grupos o valor do AQRS retornou ao patamar que

tinham antes do IM (figura 19).
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Figura 19: Grafico mostrando o Eixo de Despolarizacédo Ventricular Médio nos grupos
experimentais. Tempo zero corresponde ao exame dos animais antes do IM. Valores
indicados com (*), significam que a comparacao foi realizada intra grupo com os
valores do dia 0 (controle); ou seja, com o proprio animal antes da cirurgia; *p < 0,05;
**p < 0,01; ** p < 0,001. A também significa que a comparagéo foi realizada intra
grupo; ou seja, com o proprio animal, mas com os valores encontrados no dia 1, que
eram os valores no inicio do IM; A p < 0,05; AA p < 0,01; AAA p < 0,001. * significa
que a comparagao foi realizada contra o grupo Nao Tratado no mesmo tempo de
observacao; t p < 0,05; * p < 0,01; ttt p < 0,001. O grafico mostra que o AQRS
aumentou em todos os grupos depois do IM; porém T1 apresentou reducdo desse
valor com 7 e 28 dias quando comparado com o préprio grupo ou em contraste com o
grupo sem tratamento. O grupo T2 apresentou redugédo deste valor com 28 dias,
quando comparado com o valor que apresentava logo apds o IM. Valores expressos
em média + desvio padréo.

O indice de QRS total (IQRS), que serve para estimar a voltagem gerada no

coragao, também nao apresentou diferenga significativa entre o grupo néo tratado e
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o grupo T2, apresentando-se com valores baixos, nesses grupos, até o final do
experimento. Os animais que receberam o tratamento com CDTA injetada
diretamente na regido infartada (Grupo T1) apresentaram valores médios
ligeiramente superiores que os encontrados nos animais dos demais grupos com 28

dias (p < 0,05).

Os demais parametros eletrocardiograficos nao apresentaram diferencas

estatisticas entre os grupos experimentais.
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Tabela 2: Parametros Eletrocardiograficos dos Grupos Experimentais.

Grupos Experimentais

Grupo Nao Tratado (n=6) Grupo T1 (n=6) Grupo T2 (n=6)
Tempo poés-cirurgico Tempo poés-cirurgico Tempo poés-cirurgico
Parametr 0 1 7 28 0 1 7 28 0 1 7 28
os
AQRS 59,818 142,0+1  137,0£2 120,0t5 62,815 145,0¢3 115,01 98,13+3 63,417 143,0+4 136,02 118,043
(graus) ey AN g

IQRS  1,378+0,152 0,97+0,02 0,89+0,03 0,85+0,02 1,258+0,126 1,07+0,01 1,03+0,03 1,178+0,02 1,248+0,152 0,84+0,04 0,82+0,02 0,86+0,03
. *A y . . .

(mV)

Parametros Eletrocardiograficos nos Grupos Experimentais. AQRS — Eixo de Despolarizagédo Ventricular Meédio no Plano Frontal, expressos em
Graus. IQRS - Indice de QRS, medidos em milivolts (mV). Todos os valores expressos como Média * Desvio Padrao.

* Comparacgdo intra grupo com o dia 0 (controle), ou seja; com o préoprio animal antes da cirurgia; *p < 0,05; **p < 0,01; *** p < 0,001.

A Comparacdo intra grupo com o dia 1, ou seja; com o préprio animal, mas no inicio do IM; A p < 0,05; AA p < 0,01; AAA p < 0,001.

T Comparagao com o grupo nao tratado no mesmo tempo de observacgao; t p < 0,05; ++ p < 0,01; 1ttt p < 0,001.



4.5 Ecocardiograma

Ecocardiografia dos animais antes e depois da cirurgia para
producao do infarto do miocardio

Os principais parametros ecocardiograficos dos animais antes e apds a
cirurgia para produzir IM podem ser observados na tabela 3. Como mencionado
anteriormente, o ecocardiograma foi usado para medi¢ées das dimensdes de
cavidades e paredes, ambas pelo modo M e fluxo através da ecodopplecardiografia.
Os animais normais tiveram didmetro da aorta médio de e didmetro do atrio

esquerdo medido no mesmo corte.

Tabela 3: Parametros Ecocardiograficos antes e apds a cirurgia para produgao de
infarto.

Parametros Ecocardiograficos Pré infarto Pés infarto
Diametro da aorta (mm) 3,27 £ 0,37 3,29 £ 0,299
Diametro do atrio esquerdo (mm) 3,30 + 0,51 4,09 + 1,033***
Relacdo Atrio esquerdo/ Aorta 1,014 + 0,145 1,250 + 0,299***
DDF (mm) 5,72+ 0,96 7,776 £ 1,016*
DSF (mm) 2,04 +0,71 5,913 +1,139*
PAD (mm) 0,94 £ 0,11 0,777+ 0,77
PPD (mm) 0,94 + 0,11 0,856 £ 0,069
PAS (mm) 2,11 £0,28 0,815+£0,218*
PPS (mm) 2,12+ 0,20 2,017 £ 0,262
FEM (Modo M) % 92,16 £ 4,17 53,24 £ 10,85***
FE (Modo M) % 64,61 + 11,71 24,44 + 6,53***
FES Simpson (%) 76,71 £ 8,07 39,57 £ 11,55***

DDF- Diédmetro do Ventriculo esquerdo medido no final da diastole. DSF- Didmetro do
Ventriculo esquerdo medido final da sistole. PAD- Espessura da parede anterior do
Ventriculo esquerdo em diastole. PPD- Espessura da parede posterior do Ventriculo
esquerdo em diastole. PAS- Espessura da parede anterior do Ventriculo esquerdo em
sistole. PPS - Espessura da parede posterior do Ventriculo esquerdo em sistole. Todos
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esses valores em milimetros e medidos no Modo M. FEM- Fracao de ejecao em percentual
medida no Modo M. FE- Fracdo de encurtamento em percentual medida no Modo M. FES -
Fracdo de ejecdo em percentual medida pelo método de Simpson. Todos os valores
expressos como Média £ Desvio Padrao. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001.

Considerando que o didmetro da aorta costuma variar muito pouco sobre
varias condicdes, a relacao entre atrio esquerdo e a aorta costuma ser utilizada para
avaliacdo do aumento ou dilatacdo atrial. Nos animais antes do IM, essa relacao
ficou em 1,014. Posterior a cirurgia para a produgao do IM, o didmetro da aorta ndo
variou significativamente nos animais, porém o didmetro do atrio esquerdo aumentou
depois da cirurgia de infarto (p < 0,001) fazendo com que a relagdo Ae/Ao, que
melhor expressa esse aumento, uma vez que compensa eventuais diferengas de

peso, se mostrasse também aumentada (p < 0,001).

Foram medidos dois indices de fungéao sistélica no modo M: fragdo de ejecao
(FEM) e fracado de encurtamento (FE). A FEM ficou em torno de 94 % e a FE em 64
%. A menor FEM e a FE encontrada nos animais antes da cirurgia foi de 78 % e
41%, respectivamente. A fracdo de ejecao pelo método de Simpson foi de 77%, com
o menor valor encontrado de 60 %. Houve uma queda acentuada desses valores
com o IM, mostrando que a funcdo sistélica desses animais ficaram bem
prejudicadas, independentemente da metodologia empregada para sua mensuragao

(tabela 3).

A frequéncia cardiaca durante os exames ecocardiograficos nao variou
significativamente, o que diminuiu a influéncia deste fator nas medidas efetuadas no

modo M e no eco doppler. A espessura da parede posterior (em sistole e em
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diastole) ndo variou significativamente depois do infarto. Porém, o mesmo n&o
ocorreu com a parede anterior que teve sua espessura diminuida depois do infarto
(p < 0,05). O didametro da cavidade ventricular no final da sistole e da diastole,

também sofreu aumento com o infarto (p < 0,05).

Ecocardiografia dos grupos experimentais

De um modo geral, os animais que receberam as CDTAs injetadas
diretamente na borda da regido infartada (Grupo T1) tiveram alguma melhora nos
indices utilizados para a avaliagdo da fungao cardiaca, quando comparado com 0s
animais do grupo néao tratado. Essa melhora nao foi tdo evidente nos animais que

receberam as células por via endovenosa (Grupo T2).

Fracao de Ejegdao no Modo M
Os graficos mostrando o comportamento da Fragdo de Ejecdo no Modo M

(FEM) podem ser visualizado nas figuras 20, 21, 22 e 23. Cabe ressaltar que nao
houve diferenca estatistica na mensuragdo da frequéncia cardiaca (FC) entre os
grupos durante a realizacédo dos exames, que € uma variavel capaz de influenciar

nas medidas realizadas no Modo M pelo ECO.

Na Figura 20 € possivel observar o comportamento do grupo nao tratado
isoladamente ao longo do tempo. A FEM foi baixa, como esperado em animais
infartados (Miranda et al. 2007) e se manteve dessa forma durante todo o tempo de
observagéao. Por outro lado, o Grupo T1 parece recuperar parte da FEM com 7 (sete)
dias pos-tratamento (p < 0,001) e a melhora persistiu por, pelo menos, até 28 (vinte

oito) dias apds o tratamento (p < 0,001); quando se comparou os animais do préprio

119



grupo, (os préprios animais do grupo servindo como seus controles), como pode ser
observado na figura 21. Nao houve diferenga significativa no grupo em que os
animais receberam as células por via endovenosa (Grupo T2), quando os

comparamos com eles mesmos ao longo do tempo (figura 22).
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Figura 20: Grafico mostrando a Fragao de Ejecdo medido com o ecocardiograma
no modo M em % (FEM) do grupo sem tratamento, ao longo do tempo, Como
pode ser observado, a FEM diminuiu no grupo sem tratamento ao longo do
tempo. Anadlise realizada intra grupo, tendo como contraste o exame realizado no
dia zero que é considerado antes da cirurgia de IM. N= 6 animais. Realizado
ANOVA de uma via como teste estatistico. Todos os valores expressos como
Média + Erro Padrdao da Média. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001. * representa
significdncia em relacdo ao tempo zero (antes da cirurgia de IM).
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Fracao de Eje¢ao no Modo M (Grupo T1)
100-

A O o®
i A

Fragao de Ejecao (%)
N
o

o
1

Q N\ A R

Tempo (dias)

Figura 21: Grafico mostrando a Fragdo de Ejecdo medido com o ecocardiograma no
modo M do grupo que recebeu o tratamento com as células injetadas na borda da leséo
(peri infarto) ao longo do tempo, Como pode ser observado, a FEM diminuiu com o IM (dia
1), mas se recuperou nos dias seguintes, apds o tratamento. Analise realizada intra grupo,
tendo como contraste o exame realizado no dia zero que é considerado sem qualquer
tratamento. N= 6 animais. Realizado ANOVA de uma via como teste estatistico. Todos os
valores expressos como Média + Erro Padréo da Média. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p <
0,001. * representa significancia em relacdo ao tempo zero (antes da cirurgia de MI).
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Fragao de Eje¢ao no Modo M (Grupo T2)
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Figura 22: Grafico mostrando a Fragdo de Ejecdo medido com o ecocardiograma no
modo M do grupo que recebeu o tratamento com as células injetadas na veia da
cauda ao longo do tempo (grupo T2). Como pode ser observado, a FEM diminuiu
com o IM (dia 1) e se manteve relativamente baixo apds o tratamento. Andlise
realizada intra grupo, tendo como contraste o exame realizado no dia zero que é
considerado antes da cirurgia de IM. N= 6 animais. Realizado ANOVA de uma via
como teste estatistico. Todos os valores expressos como Média £ Erro Padréo da
Média. * p < 0,05; ** p < 0,01; ** p < 0,001. (*) representa significancia em relagao
ao tempo zero (antes da cirurgia de IM).

Quando os grupos s&o comparados entre si, percebeu-se que a FEM no
grupo T1 foi maior do que nos demais grupos, quando se comparou 0 mesmo tempo
de observacao. Antes da cirurgia e antes do tratamento, ou seja, nos dias zero e no
dia 01 (um) todos os grupos apresentavam a mesma média de FEM, o que equivale
a dizer que ambos os grupos partiram do mesmo valor basal médio de FEM. Com 7
(sete) dias de tratamento o Grupo T1 se destacou em relagdo aos demais (p <
0,001) e essa diferenga ainda foi perceptivel até o fim do experimento (p < 0,001). A
FEM no grupo T1 aumentou nos dias 7 e 28, tanto quanto se comparou com o0s
valores que tinham logo apds a cirurgia (dia 1), tanto quanto se comparou usando o

grupo sem tratamento como contraste. De uma maneira geral, ndo houve melhora
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no grupo T2 quando comparado com o grupo que nao recebeu tratamento com 7
dias, mas apresentou uma ligeira melhora nesse parametro com 28 dias. A

observacéo de todos os grupos juntos se encontra na figura 23.
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Figura 23: Grafico mostrando a Fragdo de Ejegdo em % medida no ecocardiograma
no modo M de todos os grupos experimentais. Valores indicados com (*) significam que
a comparagao foi realizada intra grupo com os valores do dia 0 (controle); ou seja, com
o proprio animal antes da cirurgia; *p < 0,05; **p < 0,01; ** p < 0,001. (A) significa que
a comparacgao foi realizada intra grupo; ou seja, com o proprio animal, mas com os
valores encontrados no dia 1, que eram os valores no inicio do IM; A p < 0,05; AAp <
0,01; AAA p < 0,001. (t) significa que a comparagao foi realizada contra o grupo Nao
Tratado no mesmo tempo de observacgéao; t p < 0,05; tt p < 0,01; +* p < 0,001. O
grafico mostra que o grupo nao tratado apresentou valor FEM baixo depois do IM e
permaneceu com esse valor reduzido até o fim da observagéo. O grupo T1 apresentou
recuperagdo do valor da FEM nos dias 7 e 28, atingindo valores similares aos
encontrados antes do IM. Com 7 e 28 dias, o grupo T1 também teve um valor de FEM
maior do que o grupo nao tratado nestes mesmos tempos. O grupo T2 sé apresentou
melhora com 28 dias, quando comparado com o0 mesmo tempo dos animais que nao
receberam nenhum tratamento. Todos os valores foram expressos como Média * Erro
Padrao da Média. Foi usado ANOVA de duas vias e Tukey para analise estatistica.
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Fracao de Encurtamento no Modo M

Na figura 24 observamos o comportamento da FE do grupo que nao recebeu
nenhum tratamento. Como esperado, a FE deste grupo se manteve baixa até o final

do tempo de experimento.

Fracao de Encurtamento no Modo M (Grupo Sem Tratamento)
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Figura 24: Grafico mostrando a Fragdo de Encurtamento (FE) em % medido no
ecocardiograma no modo M do grupo sem tratamento ao longo do tempo. Como pode ser
observado, a FE diminuiu no grupo sem tratamento ao longo do tempo. Analise realizada intra
grupo, tendo como contraste o exame realizado no dia zero que é considerado antes da
cirurgia de IM. N= 6 animais. Realizado ANOVA de uma via como teste estatistico. Todos os

valores expressos como Média + Erro Padrdo da Média. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001.
(*) representa significancia em relagéo ao tempo zero (antes da cirurgia de IM).

O Grupo T1 apresentou uma diminuigdo da FE no dia 1 como consequéncia
do IM (p < 0.001), mas apresentou um aumento da FE no tempo 7 (sete) e 28 (vinte
oito) dias pos-infarto (figura 25), quando se compara com as médias obtidas pelos
animais do mesmo grupo antes do tratamento (p < 0,01). Mais uma vez, a melhora

da variavel se manteve até o término do tempo de observacgao.
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Fragcao de Encurtamento no Modo M (Grupo T1)
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Figura 25: Gréfico mostrando a Fragdo de Encurtamento em % medida no
ecocardiograma no modo M do grupo que recebeu o tratamento com as células
injetadas na borda da lesdo (peri infarto) ao longo do tempo. Como pode ser
observado, a FE diminuiu com o IM (dia 1), mas se recuperou nos dias seguintes,
apo6s o tratamento, quando comparada ao dia do IM, mas ainda diferente dos valores
obtidos antes do IM. Analise realizada intra grupo, tendo como contraste o0 exame
realizado no dia zero que é considerado sem qualquer tratamento (*). N= 6 animais.
Realizado ANOVA de uma via como teste estatistico. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p <
0,001. (*) representa significancia em relagdo ao tempo zero (antes da cirurgia de
IM). (A) significa que a comparacgéo foi realizada intra grupo; ou seja, com o proprio
animal, mas com os valores encontrados no dia 1, que eram os valores no inicio do
IM.Ap<0,05;AAp <0,01; AAA p < 0,001.Todos os valores expressos como Média +
Erro Padrdo da Média.

Como pode ser observado na figura 26 o grupo T2 apresentou queda no valor
de FE apds o IM e este valor permaneceu baixo até o final do experimento; nao
havendo, portanto, melhoras nesse parametro quando as células foram injetadas na

veia da cauda.
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Fracao de Encurtamento no Modo M (Grupo T2)
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Figura 26: Grafico mostrando a Fragdo de Encurtamento em % medido com o
ecocardiograma no modo M do grupo que recebeu o tratamento com as células
injetadas na veia da cauda (grupo T2). Como pode ser observado, a FE diminuiu com
o IM (dia 1) e manteve-se baixa nos dias seguintes, apds o tratamento. Analise
realizada intra grupo, tendo como contraste o exame realizado no dia zero que é
considerado sem qualquer tratamento (*). N= 6 animais. Realizado ANOVA de uma
via como teste estatistico. * p < 0,05; ** p < 0,01; ** p < 0,001. (*) representa
significancia em relagdo ao tempo zero (antes da cirurgia de IM).Todos os valores
expressos como Média + Erro Padrdo da Média.

Na comparacao dos trés grupos entre si, a FE se mostrou significativamente
maior e, portanto, melhor no grupo que recebeu a injecao das células diretamente na
periferia da lesdo miocardica do que nos grupos que as receberam por via
endovenosa nos tempos 7 (sete) e 28 (vinte e oito dias) (p < 0,001) ou no grupo nao
tratado. Novamente percebemos que a FE, em média, nao foi diferente nos grupos
antes da realizagao dos tratamentos (dia 1) e que nao existiu diferengas estatisticas

entre o grupo T2 e o grupo nao tratado apds o tratamento (figura 27).
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Figura 27: Grafico mostrando a Fragdo de Encurtamento em % medido com o
ecocardiograma no modo M de todos os grupos experimentais. Valores indicados com (*)
significam que a comparacao foi realizada intra grupo com os valores do dia 0 (controle); ou
seja, com o préprio animal antes da cirurgia; *p < 0,05; **p < 0,01; *** p < 0,001. (A) significa
que a comparagao foi realizada intra grupo; ou seja, com o proprio animal, mas com o0s
valores encontrados no dia 1, que eram os valores no inicio do IM; A p < 0,05; AA p < 0,01;
AAA p < 0,001. (t) significa que a comparacgao foi realizada contra o grupo Nao Tratado no
mesmo tempo de observagéao; t p < 0,05; tt p < 0,01; #** p < 0,001. O grafico mostra que o
grupo nao tratado apresentou valor FE baixo depois do IM e permaneceu com esse valor
reduzido até o fim da observagdo. O grupo T1 apresentou recuperagédo do valor de FE nos
dias 7 e 28, mas ainda ficando com valores inferiores aos encontrados antes do IM. Com 7 e
28 dias, o grupo T1 também apresentou um valor de FE maior do que o grupo néo tratado
nestes mesmos tempos. O grupo T2 ndo apresentou melhoras neste parametro depois do
tratamento. Todos os valores expressos como Média + Erro Padrdao da Média. Foi usado
ANOVA de duas vias e Tukey para analise estatistica.
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Fracao de Ejecao pelo Método de Simpson

Outra maneira de verificar a fungao do ventriculo esquerdo pelo ECO foi
através da medida da Fracéo de Ejecao pelo Método de Simpson (FES). As figuras

28, 29, 30 e 31 mostram os valores obtidos dos grupos experimentais.

Na figura 28 pode-se verificar o comportamento do grupo sem tratamento ao
longo do tempo, mostrando que o valor da FES reduziu-se apds o IM e se manteve

baixo durante o restante do periodo de tempo do experimento.
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Figura 28: Grafico mostrando a Fragdo de Ejegdo medido pelo método de Simpson em
% do grupo sem tratamento ao longo do tempo. Como pode ser observado, a FES
diminui no grupo sem tratamento logo apds o IM e permaneceu baixo ao longo do tempo.
Andlise realizada intra grupo, tendo como contraste o exame realizado no dia zero que é
considerado antes da cirurgia de IM. N= 6 animais. Realizado ANOVA de uma via como
teste estatistico. Todos os valores expressos como Média + Erro Padrdo da Média. * p <
0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001. (*) representa significaAncia em relagdo ao tempo zero
(antes da cirurgia de IM).
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Na figura 29 pode ser observado o comportamento do Grupo T1, quando os
animais foram confrontados com eles mesmos ao longo do tempo de
experimentagédo. O valor da FES neste grupo quase dobrou de valor no sétimo dia
apos o tratamento e manteve-se ainda alto aos 28 (vinte e oito) dias, com valores

equivalentes ao encontrado antes do IM.
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Figura 29: Gréfico mostrando a Fragdo de Ejegdo em % medido no
ecocardiograma pelo método de Simpson do grupo que recebeu o tratamento com
as células injetadas na borda da leséo (peri infarto) ao longo do tempo. Como
pode ser observado, a FES diminuiu com o IM (dia 1), mas se recuperou nos dias
seguintes, apdés o tratamento, quando comparada ao dia do IM, chegando a
valores similares aos encontrados antes do IM. Analise realizada intra grupo,
tendo como contraste 0 exame realizado no dia zero que é considerado sem
qualquer tratamento ou em relagéo ao dia 1 (dia do IM). N= 6 animais. Realizado
ANOVA de uma via como teste estatistico. (*) representa significancia em relagao
ao tempo zero (antes da cirurgia de IM) * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001;
enquanto (A) significa que a comparagéao foi realizada intra grupo; ou seja, com o
préprio animal, mas com os valores encontrados no dia 1, que eram os valores no
inicio do IM; A p < 0,05; AA p < 0,01; AAA p < 0,001.Todos os valores expressos
como Média + Erro Padrao da Média.
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Na figura 30 € mostrado a média de FES do grupo que recebeu o tratamento
por via endovenosa (Grupo T2). Neste grupo, o valor de FES que caiu no dia 1, apos

a cirurgia de IM, se manteve baixo durante todo o periodo de observacéo.
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Figura 30: Grafico mostrando a Fragdo de Ejecdo em % medido no ecocardiograma
pelo método de Simpson do grupo que recebeu o tratamento com as células injetadas
na veia da cauda (grupo T2). Como pode ser observado, a FES diminuiu com o IM
(dia 1) e manteve-se baixa nos dias seguintes, apos o tratamento. Analise realizada
intra grupo, tendo como contraste o exame realizado no dia zero que € considerado
sem qualquer tratamento (*). N= 6 animais. Realizado ANOVA de uma via como teste
estatistico. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001. (*) representa significancia em
relacdo ao tempo zero (antes da cirurgia de IM). Nao houve diferenca estatistica
quando os valores de 7 e 28 dias foram comparados com dia 1 (IM).Todos os valores
expressos como Média + Erro Padrao da Média.

Na figura 31 sao visualizados os trés grupos experimentais no mesmo grafico.
Apos a cirurgia de IM e antes dos tratamentos todos os grupos experimentais

apresentavam valores médios de FES equivalentes. Porém, apds sete dias, apenas
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o Grupo T1 apresentou melhoras significativas neste parametro (p < 0,001) que
persistiu no tempo 28 (vinte oito) dias e sem diferenga significativa com os valores
que tinham antes da producédo do IM e também apresentou valores mais elevados
quando se comparou com o grupo sem tratamento. O grupo T2 ndo apresentou

valores de FES diferente do grupo néo tratado.
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Figura 31: Grafico mostrando a Fracdo de Eje¢cdo em % medido no ecocardiograma com o
método de Simpson de todos os grupos experimentais. Valores indicados com (*) significam
que a comparagao foi realizada intra grupo com os valores do dia 0 (controle); ou seja, com o
préprio animal antes da cirurgia; *p < 0,05; **p < 0,01; *** p < 0,001. (A) significa que a
comparacao foi realizada intra grupo; ou seja, com o proprio animal, mas com os valores
encontrados no dia 1, que eram os valores no inicio do IM; A p < 0,05; AAp <0,01; AAAp <
0,001. (1) significa que a comparagao foi realizada contra o grupo ndo tratado no mesmo
tempo de observagao; t p < 0,05; + p < 0,01; +tt p < 0,001. O grafico mostra que o grupo
nao tratado apresentou valor FES baixo depois do IM e permaneceu com o valor reduzido até
o fim da observagéo. O grupo T1 apresentou recuperagéo do valor de FES nos dias 7 e 28
para valores que nao diferiram estatisticamente dos encontrados antes do IM. Com 7 e 28
dias, o grupo T1 também apresentou um valor de FES maior do que o grupo nao tratado
nestes mesmos tempos. O grupo T2 ndo apresentou melhoras neste parametro depois do
tratamento. Todos os valores expressos como Média = Erro Padrdo da Média. Foi usado
ANOVA de duas vias e Tukey para analise estatistica.
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Mensuracao do Débito Cardiaco

Também foi avaliado o Débito Cardiaco (DC) dos animais pelo
ecocardiograma. O DC diminuiu com o IM e nao houve diferenca desse valor no

grupo sem tratamento ao longo do tempo, conforme pode ser visto na figura 32.

Débito Cardiaco pelo Ecocardiograma (Grupo nao tratado)
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Figura 32: Gréfico mostrando o Débito Cardiaco (L/min) medido no ECO do grupo
sem tratamento ao longo do tempo. Como pode ser observado, o DC diminuiu no
grupo sem tratamento logo ap6s o IM e permaneceu baixo ao longo do tempo.
Andlise realizada intra grupo, tendo como contraste o exame realizado no dia zero
que é considerado antes da cirurgia de IM. N= 6 animais. Realizado ANOVA de uma
via como teste estatistico. Todos os valores expressos como Média + Erro Padrao da
Média. * p < 0,05; ** p < 0,01; ** p < 0,001. (*) representa significancia em relagao

ao tempo zero (antes da cirurgia de IM).

Houve uma queda do DC apds o IM e que foi recuperado apés o tratamento

com a inje¢ao na regido peri infarto. Assim, houve um aumento significativo desse
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parametro no sétimo dia seguinte ao tratamento no Grupo T1 (p < 0,001), que

persistiu até o final do tempo de observagéo (Conforme pode ser visto na figura 33).

Débito Cardiaco pelo Ecocardiograma (Grupo T1)
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Figura 33: Grafico mostrando o Débito Cardiaco (L/min) medido no ECO do grupo
que recebeu o tratamento com as células injetadas na borda da leséo (peri infarto) ao
longo do tempo. Como pode ser observado, o DC diminuiu com o IM (dia 1), mas se
recuperou nos dias seguintes, apos o tratamento, quando comparada ao dia do IM,
chegando a valores similares aos obtidos antes do IM. Andlise realizada intra grupo,
tendo como contraste 0 exame realizado no dia zero que é considerado sem qualquer
tratamento ou em relagéo ao dia 1 (dia do IM). N= 6 animais. Realizado ANOVA de
uma via como teste estatistico. (*) representa significAncia em relagdo ao tempo zero
(antes da cirurgia de IM) * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; enquanto (A) significa
que a comparacao foi realizada intra grupo; ou seja, com o préprio animal, mas com os
valores encontrados no dia 1, que eram os valores no inicio do IM; A p < 0,05; AAp <
0,01; AAA p < 0,001.Todos os valores expressos como Média + Erro Padrao da Média.

O grupo experimental T2 também teve o DC diminuido depois do IM, que ndo

se recuperou ao longo do tempo (figura 34).
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Figura 34: Grafico mostrando o Débito Cardiaco (L/min) medido no ECO do grupo
que recebeu o tratamento com as células injetadas na veia da cauda (grupo T2).
Como pode ser observado, o DC diminuiu com o IM (dia 1) e manteve-se baixo nos
dias seguintes, apd6s o tratamento. Analise realizada intra grupo, tendo como
contraste o exame realizado no dia zero que € considerado sem qualquer tratamento
(*). N= 6 animais. Realizado ANOVA de uma via como teste estatistico. * p < 0,05; ** p
< 0,01; *** p < 0,001. (*) representa significaAncia em relacdo ao tempo zero (antes da
cirurgia de IM). Nao houve diferenca estatisticas quando os valores de 7 e 28 dias
foram comparados com dia 1 (IM).Todos os valores expressos como Média + Erro
Padrédo da Média.

Quando foram analisados os grupos experimentais juntos (figura 35), se
percebeu que antes dos tratamentos, os grupos tinham valores médios equivalentes
de DC e com 7 e 28 dias apenas o grupo T1 se destacou positivamente em relagao
aos demais (p < 0,001). Além disso, apenas esse grupo apresentou melhoras

gquando comparados com 0 grupo que nao recebeu tratamento.
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Figura 35: Grafico mostrando o Débito Cardiaco (L/min) medido no ECO de todos os grupos
experimentais. Valores indicados com (*) significam que a comparagao foi realizada intra
grupo com os valores do dia 0 (controle); ou seja, com o préprio animal antes da cirurgia; *p <
0,05; **p < 0,01; *™* p < 0,001. (A) significa que a comparagao foi realizada intra grupo; ou
seja, com o préprio animal, mas com os valores encontrados no dia 1, que eram os valores
no inicio do IM; A p < 0,05; AA p < 0,01; AAA p < 0,001. () significa que a comparacgao foi
realizada contra o grupo sem tratamento no mesmo tempo de observagao; * p < 0,05; *t p <
0,01; #t*t p < 0,001. O gréafico mostra que o grupo nao tratado apresentou valor DC baixo
depois do IM e permaneceu com o valor reduzido até o fim da observagdo. O grupo T1
apresentou recuperacao do valor de DC, nos dias 7 e 28 para valores que nao diferiram
estatisticamente dos encontrados antes do IM. Com 7 e 28 dias, o grupo T1, também teve um
valor de DC maior do que o grupo nédo tratado nestes mesmos tempos. O grupo T2 ndo
apresentou melhoras neste parametro depois do tratamento. Todos os valores expressos
como Média + Erro Padrdo da Média. Foi usado ANOVA de duas vias e Tukey para analise
estatistica.
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Diametro do Ventriculo Esquerdo Medido pelo
Ecocardiograma

A média dos valores do DDF do grupo sem tratamento pode ser visto na figura

36. Neste grupo, o DDF aumentou significativamente ao longo do tempo (p < 0,05).
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Figura 36: Grafico mostrando o Diametro Diastélico Final (em mm) medido no ECO do
grupo sem tratamento ao longo do tempo. Como pode ser observado, o DDF aumentou
no grupo sem tratamento e continuou aumentando ao longo do tempo. N= 6 animais.
Realizado ANOVA de uma via como teste estatistico. Todos os valores expressos como
Média + Erro Padrdo da Média. * p < 0,05; ** p < 0,01; ** p < 0,001. (*) representa
significancia em relagdo ao tempo zero (antes da cirurgia de IM). (A) significa que a
comparacao foi realizada intra grupo; ou seja, com o préprio animal, mas com os valores
encontrados no dia 1, que eram os valores no inicio do IM; A p < 0,05; AA p < 0,01; AAA
p <0,001.

O grupo que recebeu o tratamento com células injetadas na borda do IM
apresentou aumento do DDF apds o IM, mas nao apresentou aumento significativo

desse valor ao longo do tempo, conforme pode ser visualizado nas figuras 37.
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Diametro Diastdlico Final no Modo M (Grupo T1)
104

8- * *

DDF (mm)

Q N A qﬁb

Tempo (dias)

Figura 37: Grafico mostrando o Diametro Diastélico Final (em mm) medido no ECO do
grupo T1, ao longo do tempo. Como pode ser observado, o DDF aumentou no grupo T1
apos o infarto, mas nao aumentou ao longo do tempo com o tratamento com as células. N=
6 animais. Realizado ANOVA de uma via como teste estatistico. Todos os valores expressos
como Média £ Erro Padrao da Média. * p < 0,05; * p < 0,01; ™ p < 0,001. (*) representa
significancia em relacdo ao tempo zero (antes da cirurgia de IM). (A) significa que a
comparacao foi realizada intra grupo; ou seja, com o préprio animal, mas com os valores
encontrados no dia 1, que eram os valores no inicio do IM; Ap < 0,05; AAp <0,01; AAAp <
0,001.

O grupo que recebeu o tratamento com células injetadas por via endovenosa
também apresentou aumento do DDF apds o IM. Porém, ndo apresentou aumento
significativo desse valor ao longo do tempo, conforme pode ser visualizado nas

figuras 38.
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Figura 38: Grafico mostrando o Diametro Diastdlico Final (em mm) medido no ECO do
grupo T2 ao longo do tempo. Como pode ser observado, o DDF aumentou no grupo T2
apos o infarto, mas ndo aumentou ao longo do tempo. N= 6 animais. Realizado ANOVA de
uma via como teste estatistico. Todos os valores expressos como Média + Erro Padrao da
Média. * p < 0,05; *™ p < 0,01; *™* p < 0,001. (*) representa significancia em relacdo ao
tempo zero (antes da cirurgia de IM). (A) significa que a comparacao foi realizada intra
grupo; ou seja, com o préprio animal, mas com os valores encontrados no dia 1, que eram
os valores no inicio do IM; A p < 0,05; AAp <0,01; AAA p <0,001.

Analisando os dados, confrontando os grupos experimentais entre si, nao
houve diferengas estatisticas no DDF entre os grupos, conforme pode ser

visualizado na figura 39.
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Figura 39: Grafico mostrando o DDF (mm) medido no ECO de todos os grupos
experimentais. Valores indicados com (*) significam que a comparagao foi realizada
intra grupo com os valores do dia 0 (controle); ou seja, com o préprio animal antes da
cirurgia; *p < 0,05; **p < 0,01; *** p < 0,001. (A) significa que a comparagcéo foi realizada
intra grupo; ou seja, com o proprio animal, mas com os valores encontrados no dia 1,
que eram os valores no inicio do IM; A p < 0,05; AAp < 0,01; AAA p < 0,001. (*) significa
que a comparacgao foi realizada contra o grupo sem tratamento no mesmo tempo de
observacgao; t p < 0,05; tt p < 0,01; #* p < 0,001. O grafico mostra que todos os grupos
apresentaram valores de DDF baixos depois do IM. Analisando estatisticamente todos
0s grupos juntos ndo houve diferencas entre os grupos. Todos os valores expressos
como Média + Erro Padrdo da Média. Foi usado ANOVA de duas vias e Tukey para
analise estatistica.
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4.6 Avaliacao da Insuficiéncia Cardiaca

Os grupos experimentais tiveram seus pulmoes e figados retirados e pesados,
conforme descrito na pagina 92. Além disso, conforme ja mencionado foi criado um
grupo de animais normais com as mesmas caracteristicas e faixa de peso, usados
exclusivamente para servir como referéncia para os outros grupos (valores normais).
Apos a desidratacdo em estufa esses 6rgaos foram pesados novamente. Desses
valores foram calculados os percentuais de agua nestes 6rgaos e indiretamente a
possibilidade de insuficiéncia cardiaca. Nao foram encontradas diferengas
significativas no percentual de agua no figado entre os grupos normais, T1, T2 e
Sem Tratamento. Porém, o pulm&o dos animais dos grupos nao tratados e do grupo
T2 apresentou uma quantidade de agua maior do que o encontrado nos animais
normais. O grupo T1 apresentou uma quantidade de agua no pulméo néao diferente
do grupo normal e uma quantidade menor de agua quando contrastado com o grupo
sem tratamento. Sugerindo que esse grupo apresentou um menor grau de
insuficiéncia do que os grupos nao tratados e o grupo T2. No caso dos coragdes, o
peso do 6rgao apds a necropsia foi corrigido pelo peso corporal dos animais. Nao
houve diferenca estatistica no peso dos coragdes entre os grupos experimentais. Os

dados podem ser visualizados na Tabela 4.
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Tabela 4: Percentuais de agua no pulmao e figado e indice de coragdo nos grupos
experimentais no final dos experimentos.

Grupos Experimentais

Parametros

ﬁnlmal_s Nao Tratados Grupo T1 Grupo T2
ormais

Percentual de

Agua no Pulmdo 256 +5,9 40,15 £17,20* 26,50 +6,78" 42,11 +17,20*
(%)

Percentual de

Agua no Figado 14,9 +1,52 18,51 £7,72 15,6 1,76 21,52 +7,88
(%)

0,004044 + 0,003873 + 0,004052 + 0,004073 *

Indice de coragéo 0.000349 0,002160 0,000353 0,001169

N=06 animais em cada grupo. Valores expressos em Média £+ DP * p< 0,05.
(*) Comparagdo com o grupo de animais normais; *p < 0,05; **p < 0,01; *** p < 0,001.
(f) Comparagdo com o grupo néo tratado; t p < 0,05; ¥t p < 0,01; tft p < 0,001.
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4.7 Analises Histolégicas e Medigcao do Tamanho dos Infartos

Os coracgdes foram retirados e o percentual de infarto foi mensurado conforme
ja descrito anteriormente (pagina 96). A regido infartada pode ser distinguida da
regidao saudavel ndo somente pela histologia caracteristica, mas também por
alteragdes na espessura da parede ventricular esquerda (diminuicdo da espessura)
que em alguns casos pode ser facilmente visivel macroscopicamente. A figura 40
mostra um exemplo do citado. Em “A” desta figura, pode ser observado um coragao
normal, onde pode ser visualizada que a parede do ventriculo esquerdo (VE)
expressa uma espessura normal. Enquanto em “B” da mesma figura é visualizado
um coracdo infartado com 28 dias. E possivel perceber o afinamento da parede
infartada em alguns pontos (apontado com a seta). Essa alteragcdo morfoldgica foi
bem evidente e a delimitagdo da area infartada também foi facilitada pela
visualizacdo da deposicdo de colageno (coloracdo avermelhada) através da

coloracao de Picrosirius.

VD Fod

VE

Figura 40: Imagem demostrando a coloragdo de Picrosirius utilizada para medir o
tamanho dos infartos. Em A) é demonstrado um coragao normal (ndo infartado). Em
B) é mostrado um coracéo infartado apds 28 dias. E possivel notar o afinamento da
parede infartada, ressaltada pela indicagdo da seta e a grande deposicédo de
colageno que pode ser evidenciado nessa coloracdo pelo forte coloragao
avermelhada. VE significa ventriculo esquerdo; enquanto VD significa ventriculo
direito.
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Como ja mencionado, cortes como esses foram utilizados para se
dimensionar o tamanho do infarto. Os principais dados referentes aos tamanhos dos

infartos obtidos podem ser visualizados na Tabela 5.

Tabela 5: Tabela com os valores do tamanho dos infartos dos animais em cada
fatia e o valor total calculado (N=18 animais).

Tamanho dos Infartos em (%) Média Desvio Padrao
Fatia A 50,593 15,287
Fatia B 43,703 13,986
Fatia C 40,729 10,295
Fatia D 19,175 21,713
Infarto Total 37,326 10,939

A porcao do coragdo que teve maior infarto foi a porgao A (apice) seguido
pela porgao B. O valor médio do tamanho dos infartos foi de 37%, tendo infartos
muito grandes (maximo de 61,7%) e infartos relativamente pequenos (9,6%). Os
achados histolégicos foram condizentes com os encontrados na literatura (Fishbein,

Maclean, e Maroko 1978a; Backlund et al. 2003; Antonio et al. 2015).
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O grupo néo tratado teve tamanho médio de infarto de 46,62 % * 13,59 (N=6),
enquanto no grupo T1 esse valor foi de 25,09 % £ 9,20 (N=6) e no grupo T2 foi de

40,83 % + 5,19 (N=6) com 28 dias.

A Figura 41 mostra a analise estatisticas realizadas no grupo.
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Figura 41: Graficos mostrando o tamanho do infarto em % nos grupos experimentais
ao final do experimento (28 dias). O grupo de animais cujo tratamento foi realizado com
injecdo de células na borda infartada (T1) apresentou um tamanho de infarto menor do
que o grupo nao tratado e do que o grupo que recebeu as células por via endovenosa
(grupo T2) pela injecdo na veia da cauda. O grupo T2 apresentou tamanho de infarto
com tamanho similar ao grupo n&o tratado. Analise realizada inter grupo, utilizando
ANOVA de uma via. Todos os valores expressos como Média + Erro Padrdao da Média. *
p <0,05; ** p <0,01; ** p <0,001.
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Como pode ser observado no grafico, o grupo que recebeu as células
injetadas diretamente na borda infartada teve tamanho médio de infartos menor do
que o grupo nao tratado e o grupo T2 (p < 0.01) com 28 dias de IM. Nao houve

diferengas entre os grupos T2 e o grupo nao tratado.

O exame histopatologico dos coragées com 28 dias de infarto foi condizente

com os dados de literatura e com os dados do nosso laboratorio.
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5. Discussao

No presente trabalho ratas foram submetidas a cirurgia para obtengao de IM
com o objetivo de estudar a possibilidade de utilizagdo de CDTA como uma opgao
viavel para o tratamento do IM agudo e ainda observar se existem diferengas entre
se utilizar duas vias diferentes de injecao dessas células para tratamento desses
animais: diretamente na borda da regido infartada ou a injecdo das células
diretamente na circulagdo sanguinea, através da veia da cauda. Para tanto, as
CDTAs precisaram ser isoladas, estudas e caracterizadas antes que estivessem

disponiveis para emprego nos animais.

5.1 Obtencao e caracterizagdo das células derivadas do tecido
adiposo

Neste trabalho procurou-se empregar um protocolo para obtengdo das células
que fosse ao mesmo tempo facil, rapido para que seu uso seja viavel como terapia.
O protocolo que foi usado teve como base um processo de filtragcdo que foi descrito
a quase 40 anos (Bjorntorp et al. 1978) que com modificagbes, mostrou-se ser bem
eficiente. O rendimento obtido pelo processo foi bom e o quantitativo de célula obtido
(Aprox. 6,0 X 10 em 15 gramas de tecido adiposo) foi consideravel, quando se
compara com o quantitativo obtido a partir de medula 6ssea e condizente com o

encontrado na literatura (Bunnell et al. 2008).
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As CDTAs tiveram rapida proliferacdo em cultura que € uma caracteristica
importante quando se faz necessario uma grande quantidade de células em pouco
tempo. Neste aspecto, o resultado também foi semelhante aos encontrados na

literatura (Baksh, Yao, e Tuan 2007; Bunnell et al. 2008; Ren et al. 2012).

A caracterizagao das células nesse estudo foi baseada na sua morfologia, seu
comportamento em cultura, coloragao e citometria de fluxo. No tocante a morfologia,
as ceélulas apresentaram caracteristicas semelhantes as células mesenquimais
derivadas da medula 6ssea, aderindo-se enquanto em cultura e apresentando-se na
forma estelar, porém com um crescimento bem mais acelerado. Esses achados
também foram condizentes com os relatos da literatura (Caplan 1991; Baksh, Yao, e
Tuan 2007; Astori et al. 2007; Sanchez et al. 2010). Com a coloracao de “Red Qil” foi
possivel apenas supor que as células ndo eram completamente diferenciadas
(adultas) ja que ndo possuiam depdsitos de gorduras suficientes em seu citoplasma
para apresentar qualquer tipo de cor diante desse corante. A citometria de fluxo
demonstrou que a populagao de células obtidas e consequentemente injetadas nos
animais nesses experimentos eram constituidas em sua maioria por células nao
hematopoiéticas, por serem CD45- e CD11- e ainda que essa populagédo expressava
alguns marcadores presentes em células mesenquimais, como CD90+ e CD29+.
Porém a auséncia de outros marcadores em nossa analise que pudessem
caracterizar populagdes mais indiferenciada nao permitiu afirmar que foi injetado
células troncos nos animais. Na verdade, estava sendo injetado um “pool” de células
que provavelmente podia conter as células troncos e esse “pool” de célula era

basicamente constituido por células mesenquimais. No minimo deveria se
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experimentar outros marcadores como c-kit, por exemplo, para caracterizacao mais

adequada como células troncos (Song et al. 2005; Ryu et al. 2013).

5.2 Grupos experimentais, consideragoes

A cirurgia para obtencdo dos infartos, como esperado, causou muitas
alteragdes clinicas nos animais que foram condizentes com os relatos na literatura
(Spadaro et al. 1980; Jack P. Cleutjens et al. 1995; Saraiva et al. 2007; Miranda et al.
2007; Antonio et al. 2015). Isso se refletiu em varios aspectos que puderam ser
demonstrados pelos diversos exames e mesmo pela clinica e necrépsia dos
animais. O pouco ganho de peso dos animais durante o tempo do experimento foi
um exemplo do impacto causado nesses animais pelo IM. Além disso, a presenga de
ascite e efusao pleural em alguns animais durante a necrépsia demonstrou o quanto
esses animais estavam comprometidos hemodinamicamente, que se refletiu
também no acumulo maior de liquido em 6rgaos como figado e pulmao (quando
comparados com animais normais), sugerindo um certo grau de insuficiéncia
cardiaca. Essa situagao pode ocorrer posteriormente a eventos isquémicos e essas
alteragdes hemodinamicas seriam consequéncias da progressdo do quadro de ICC
(Minicucci et al. 2011; Liang et al. 2015). O grupo T1 apresentou um acumulo menor
de liquidos nesses 6rgaos, sugerindo que tratamento pode ter favorecido uma

melhor condigdo hemodinamica para esses animais no final do experimento.

O tamanho dos infartos foi variavel quando verificado na histopatologia, fato
comum em infartos produzidos pelo método de ligadura da artéria coronaria anterior,

onde a altura da ligacdo influencia no tamanho do infarto (Spadaro et al. 1980).
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Apesar de o cirurgido procurar ligar a coronaria no mesmo ponto em todos os
animais na tentativa de obter infartos mais uniformes o resultado ainda foi
imprevisivel. O procedimento foi bastante cruento o que explica a mortalidade de
animais durante os procedimentos cirurgicos. Isso se tornou ainda mais critico para
o grupo T1, que recebeu as células diretamente na borda da lesdo e por isso
precisou ser submetido a uma nova cirurgia para injegdo das células apenas 24
horas apdés a primeira. Apesar disso, conforme ja discutido anteriormente,
aparentemente o grupo T1 apresentou menos morte ao longo do tempo de
observacdo do que os demais grupos, sugerindo que apds o tratamento, esses
animais estavam em melhores condi¢des clinicas que os animais dos demais

grupos.

Os resultados dos exames realizados no dia 1 sugerem que, apesar da
distribuicdo aleatoria dos animais entre 0s grupos, 0s grupos eram bem
homogéneos entre si, tendo a maior parte dos exames realizados neste dia nao
diferindo estatisticamente entre os grupos. Este fato é interessante porque permite
extrapolar que os grupos eram bem semelhantes antes dos tratamentos e
possivelmente poderiam ter tamanhos de infartos também semelhantes, conforme

reportado em literatura (Miranda et al. 2007).

O eletrocardiograma é um exame util, simples de ser realizado e que pode
trazer informacdes importantes, servindo para deteccdo do IM e para avaliagdo do
quadro clinico decorrente do IM em ratos. A presenca da onda Q em D1, aliado a
queda das voltagens dos Complexos QRS e o desvio do angulo de despolarizagao

sdo achados constantes nos animais infartados (Miranda et al. 2007). Como
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observado, o ECG mostrou que todos os grupos experimentais apresentaram
alteracbes condizentes com animais infartados. As principais alteragdes causadas
pelo IM, puderam ser detectadas precocemente, logo apds a cirurgia. A perda de
midcitos durante o processo de necrose e o consequente remodelamento do
coracao pela substituicdo do tecido eletricamente ativo por tecido fibroso pode ser
refletido por baixa atividade elétrica no coracéo (IQRS) e pelo desvio do eixo elétrico
(AQRS) para direita, ja que o infarto afeta mais o lado a esquerda do miocardio
(Fishbein, Maclean, e Maroko 1978b; Jack P. Cleutjens et al. 1995; Saraiva et al.

2007; Antonio et al. 2015).

Apesar da maioria dos parametros eletrocardiograficos nao ter apresentado
diferengas significativas entre os grupos experimentais, o grupo T1 apresentou o
valor do AQRS menor ja no sétimo dia e se manteve com valor mais baixo em
relacdo aos demais grupos com 28 dias. O grupo T1 também apresentou valores
maiores de voltagem no ECG (maior valor do IQRS), o sugerindo que neste grupo
haveria mais midcitos eletricamente ativos posterior ao tratamento com injegao das
células. A melhora desses parametros no grupo T1 pode em parte ser explicado pelo
menor tamanho do infarto encontrado nesse grupo no final do experimento e
consequentemente maior probabilidade de que neste grupo se encontrasse maior
quantidade de midcitos eletricamente ativos. Por outro lado, o grupo T2 nao
apresentou o mesmo resultado, sugerindo que o tratamento por via endovenosa nao

afetou a quantidade de midcito viavel.

O ECO tem sido apontado como uma ferramenta importante em avaliagcbes de

terapias em IM experimental, por apresentar correlacbes com os resultados obtidos

151



nos exames “post mortem” dos animais, sobretudo tamanho do infarto; permitindo
aferir e avaliar os tratamentos empregados “In Vivo”, conforme ja discutido
anteriormente e amplamente divulgado na literatura (de Simone et al. 1990; Litwin et

al. 1994, Prunier et al. 2002; Miranda et al. 2007).

A FEM e a FE sao parametros importantes para avaliagdo da funcao sistélica
do ventriculo esquerdo e esses parametros diminuem apos o IM a valores que
podem depender da extensao do IM encontrado nos animais (Litwin et al. 1994;
Miranda et al. 2007; Saraiva et al. 2007; Albert e Lewis 2008; Motaal et al. 2014).
Outro parametro usado para avaliar a fungao sistélica que também se reduz apdés o
IM é a fracdo de ejecao medida pelo método de Simpson (FES), que segundo a
literatura € mais adequado do que a FEM para avaliar a fungao sistolica quando a
morfologia do coragdo se encontra alterado, como ocorre durante o processo de
remodelamento pés infarto (de Simone et al. 1990; Litwin et al. 1994; Prunier et al.

2002; Saraiva et al. 2007; Dornberger, Dittrich, e Busch 2015).

Os animais tiveram importantes alteragbes ecocardiograficas depois da
cirurgia de infarto, quando comparados aos exames de antes do IM: como redugao
da FEM, da FC e da FES conforme ja discutido anteriormente e estas alteragbes
foram condizentes com as descritas na literatura (de Simone et al. 1990; Litwin et al.
1994; Prunier et al. 2002; Miranda et al. 2007; Saraiva et al. 2007; Dornberger,

Dittrich, e Busch 2015).

Neste estudo, os dados do ECO demonstraram que o tratamento realizado

com CDTA, quando injetada diretamente ao redor da les&do miocardica; melhorou ou,
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no minimo, foi capaz de manter a fungao sistélica dos animais tratados por um
tempo maior do que aqueles que nao receberam as células. Ja foi mostrado na
literatura que os animais submetidos ao IM experimental sdo incapazes de melhorar
espontaneamente a sua fung¢ado cardiaca, caso néo lhes sejam instituidos qualquer
tipo de intervencdo ou tratamento. Pelo contrario, a maioria deles sofre uma
dramatica piora do quadro clinico ao longo do tempo (Miranda et al. 2007; Saraiva et
al. 2007; Antonio et al. 2015). Baseado nesta premissa, alguns autores acreditam
que se houver algum tipo de intervencao terapéutica capaz de, no minimo, evitar a
deterioragdo do quadro; esse fato, ja poderia se considerado como um efeito

benéfico da terapia (E. Olivares et al. 2004).

Os resultados da FEM mostrados neste trabalho condizem, portanto, com
uma melhora consideravel da fungao sistolica do VE no grupo T1, ja que os animais
antes de serem submetidos aos tratamentos, apresentavam FEM de valores bem
similares (ndo havia diferencga estatistica) entre si. Considerando o fato ja exposto de
nao haver melhoras espontaneas em ratos infartados experimentalmente (que pode
também ser confirmado com os valores encontrados no grupo nao tratado), faz com
que o aumento da FEM encontrado na semana posterior ao tratamento, possa ser
atribuido ao tratamento com as CDTAs, injetadas diretamente na borda da lesao.
Melhoras semelhantes foram encontrados na literatura com o uso de células troncos
oriundas de varias origens, como as de corddo umbilical (H.-J. Chen et al. 2015) e
medula Ossea, sendo que aparentemente as células mesenquimais de medula
ossea sdo melhores que as mononucleares para uso na terapia de doencas

cardiacas (Westphal et al. 2014; Tao et al. 2015).
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Os dados também demonstraram que a melhora percebida no Grupo T1 nao
foi apenas nos valores da FEM, mas que os outros parametros ecocardiograficos
que foram avaliados também refletiram as melhoras encontradas. Como visto,
também houve melhoras na FE, FES e melhoria, ainda que menos evidente, nos
valores do DC. A maioria das melhoras foi atribuida ao periodo compreendido de
uma semana apos o tratamento. Apesar de encontrarmos melhoras persistentes
posteriores a esse tempo (no caso, 28 dias), ela ndo pareceu tao evidente, em
alguns dos exames, quanto as que foram observadas no dia 7. A literatura relata que
com 7 dias de IM em ratos ja € possivel encontrar uma leve deposigdo de colageno
na cicatriz em formagcdo, mas somente a partir de 28 dias de IM, que o infarto
deveria ser considerado crénico ou cicatrizado nesta espécie (Spadaro et al. 1980;

Miranda et al. 2007; Antonio et al. 2015).

A anatomia do coragdo pode ser avaliada pelo diametro da cavidade do
ventriculo esquerdo (DDF) que tende a aumentar, refletindo a dilatagdo do ventriculo
esquerdo durante o processo de remodelamento e instauragdo do quadro de ICC
(de Simone et al. 1990; Litwin et al. 1994; Prunier et al. 2002; Dornberger, Dittrich, e

Busch 2015).

Diante desse fato, surgem algumas indagag¢des sobre o tipo de melhora que
foi evidenciado nesses experimentos e como ela de fato esteja ocorrendo. A analise
dos dados que permitiu avaliar o tamanho da Camara Ventricular Esquerda (neste
caso, DDF) mostrou que apesar da melhora na Fungao Sistolica (FEM, FE e FES)
evidenciada no Grupo T1, o VE ainda se encontrava dilatado (aumentado de

tamanho), similar ao que foi visto nos demais grupos experimentais. Exceto pelo
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grupo nao tratado, no qual ficou claramente evidenciado um aumento progressivo da
dilatagdo da camara ventricular ao longo do tempo, nos demais grupos ainda néo
ficou claro com esses resultados, se o tratamento com inje¢cdo de células na borda
da lesdo estava conseguindo “deter” a progresséo do remodelamento cardiaco que,
como ja mencionado previamente, acarreta consequéncias danosas para 0s
individuos. De fato, ndo houve diminuicdo do didmetro da cavidade ventricular no
grupo T1, mas também n&o houve aumento como ocorrido no grupo nao tratado.
Esse dado foi similar ao encontrado na literatura, onde o tratamento com células-
troncos aparentemente foi capaz de evitar a progressao do aumento do didmetro do

VE; ndo conseguindo, porém, o processo (Fan et al. 2006).

Outra questao quer merece um pouco de discussao € como a terapia celular
atuaria. De fato, ao longo desse trabalho foi levantado um numero consideravel de
literatura ao redor do tema; alguns relativamente antigos e outros bem mais
recentes. Sem duvida, nenhum deles até o momento foi conclusivo sobre os
mecanismos de atuagdo desse tipo de terapia. Alguns trabalhos propéem que as
CDTA e outras células mesenquimais seriam capazes de se diferenciar e reparar,
por si mesmo, os tecidos lesados (Planat-Bénard, Menard, et al. 2004; Strem et al.
2005; Khaleghi et al. 2014; L. Chen et al. 2014). Outros, entretanto, acreditam que
essas células atuariam apenas como liberadoras de citocinas e fatores de
crescimento e estes, sim, promoveriam o recrutamento de novas células para o local
lesado ou mesmo, atuariam sobre as possiveis células progenitoras ja existentes
nestes locais e estas fariam os reparos (Jafarzadeh et al. 2014; Yan et al. 2014; C.

Liu et al. 2015; Minteer, Marra, e Rubin 2015). De fato, os estudos recentes ainda
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nao conseguiram responder completamente essas indagag¢des, embora a tendéncia
geral seja que a atuagéo se dé principalmente pelo efeito paracrino dessas células

(Gharaibeh et al. 2011).

O efeito paracrino é sugerido em varios estudos. Um deles, enfatizou que
essa possibilidade seria uma caracteristica importante e presente em todas as
células mesenquimais (Nakamura et al. 2015). Foi demonstrada a melhora com o
uso de CTM no tratamento de injurias musculares provocadas experimentalmente.
Foi identificado que os exossomas dessas células, apesar de conterem poucas
citocinas que atuam normalmente na reparagao de musculos esqueléticos lesados,
continham uma grande quantidade de micro RNA mensageiros (micro RNA-494, por
exemplo) que estao relacionados com o reparo muscular; sugerindo que o reparo da
injuria promovido pelos exossomas derivados das CTM, ocorreu pelo aumento da
miogénese e pelo aumento da angiogénese e ndo pela formacdo de fibras
musculares (Nakamura et al. 2015). Como o exossoma é basicamente uma vesicula
contendo varios componentes, sobretudo RNA mensageiros e micro RNA e uma vez
que se fundindo com a membrana plasmatica da célula libera para meio
extracelulares esses componentes; a hipotese de que esse mecanismo estaria
presente durante o reparo das lesdes, agindo de forma importante na interagao
célula a célula no local da lesao e esta seria uma das formas de atuagao das CTMs
nas terapias celulares (Nakamura et al. 2015). Fazendo um paralelo com os dados
observados e considerando o fato de nao ter ocorrido melhora evidente no grupo T2,

como a ocorrida no grupo T1, pode-se reforcar a hipdtese do efeito paracrino
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descrito, ja que o resultado foi bem melhor quando a injegdo da célula ocorreu mais

préximo da leséo.

A nao evidéncia de melhoras com as células injetadas na circulagao periférica
vista no grupo T2 pode nao estar relacionado somente a questao do efeito paracrino
comentado anteriormente. De fato, foi demonstrado a importancia das células
chegarem nos locais das lesbes para que houvesse melhora com o emprego de
células como terapia (Chang et al. 2015). Isso é especialmente importante, quando
se considera a questdo na reparagao no IM; seja pelo efeito paracrino ou pelos
demais mecanismos. Acredita-se que as células usadas em terapia celular cheguem
a area infartada, passando pelos espacgos existentes entre as células endoteliais e
esses espacos podem ser maior ou menor em decorréncia da gravidade das lesoes,
dos mediadores inflamatérios existentes no local, que por sua vez, também pode
estar relacionado com o tempo da lesdo (Chang et al. 2015). Assim, baseado no
exposto; seria possivel supor que as células injetadas na veia da cauda, talvez nao
tivessem alcancado a area lesionada em numero suficiente, pela possibilidade de
distribuicdo dessas células para outras areas do corpo ou mesmo pela dificuldade
que essas células teriam para chegar ao sitio lesionado por problemas na circulagao

local, causado pelo evento isquémico.

Os parametros do ECO e do ECG podem dar uma ideia do tamanho do
infarto, uma vez que podem ser correlacionar com ele em alguns momentos (Prunier
et al. 2002; Miranda et al. 2007). Baseado neste fato, pode-se supor que no inicio
dos experimentos os grupos eram bem homogéneos entre si e consequentemente

poderiam ter tamanhos de infartos semelhantes. O tamanho dos infartos no grupo T1
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foi menor do que nos outros grupos no final dos experimentos que pode indicar que
o tratamento por injecdo das células na borda da lesdo pode ter influenciado
diretamente na reducdo do tamanho do infarto. A literatura reporta diminuicdo do
tamanho do infarto com o tratamento usando CTM (Yamada et al. 2006; Zhang et al.
2010; Nascimento et al. 2014). Os mecanismos possiveis para explicar a diminuigéao
do tamanho do infarto ainda sdo controvertidos. Ja foi demonstrada a possibilidade
de ocorréncia de diferenciagdo da CTM (e a CDTA injetada apresenta marcadores
de célula mesenquimal, como visto anteriormente) em cardiomidcito “in vitro” e
mesmo “in vivo” (Planat-Bénard, Menard, et al. 2004; Zhang et al. 2010; Nascimento
et al. 2014). Também ja foi evidenciado que possa ocorrer o fenébmeno de fusdo das
células transplantadas com as células locais e a trans diferenciacdo dessas células
(Quevedo et al. 2009; Nascimento et al. 2014) e que outro mecanismo de atuagao
seria pela atenuagao do processo de remodelamento cardiaco (Ohnishi et al. 2007;
Wang et al. 2008; Locke, Feisst, e Dunbar 2011; Dayan et al. 2012; Nascimento et al.
2014) e também ja foi sugerido o aumento da angiogénese, como fator de
diminuicdo dos infartos (Nagaya et al. 2004; Planat-Bénard, Silvestre, et al. 2004;

Locke, Feisst, e Dunbar 2011; Nascimento et al. 2014).

Aparentemente, pode estar ocorrendo todos esses mecanismos. Um estudo
recente, por exemplo, sugere que os macrofagos seriam os grandes responsaveis
pelas melhoras evidenciadas nos estudos de terapias celulares, em especial, no
infarto experimental do miocardio. Esse trabalho sugere que macrofagos poderiam
ter um papel importante tanto atuando isoladamente, quanto utilizado junto a outras

células na terapia celular, liberando fatores e citocinas que ajudariam no
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remodelamento cardiaco (Ben-Mordechai et al. 2013). Foi evidenciado que a
deplecdo de macrofagos atuou negativamente no remodelamento cardiaco,
aumentando o tamanho do infarto e piorando a funcao sistdlica. A restauracdo dos
macrofagos e o uso de CTM reverteram esses efeitos deletérios. Além disso, o uso
de CTM aumentou o numero de macréfagos no local da lesdo melhorando o reparo

da injuria (Ben-Mordechai et al. 2013).

Existe também uma importante relagdo da terapia celular com o sistema
renina-angiotensina no tratamento das doengas isquémicas. Um sistema renina-
angiotensina local é expresso nas CTM que é constituido inclusive por receptores de
angiotensina |l e enzima conversora de angiotensina. Esse sistema € capaz de atuar
regulando algumas fungdées das CTM por mecanismo autdcrino e paracrino (C. Liu et
al. 2014). Além disso, foi demonstrado que o pré-tratamento de CTM com
angiotensina Il aumentou a eficacia da terapia do IM pela CTM, prolongando o
tempo de permanéncia dessas células no local da lesado; favorecendo a
angiogénese, pela estimulacado da producgao do Fator estimulador de crescimento de
endotélio e vasos (VEGF) pela CTM; e ainda aumentando a produgao de juncoes
comunicantes (aumento da expressao de conexina 43). Todos esses fatores juntos,
fizeram com que houvesse melhora na fungao sistélica, menor tamanho do infarto,
menor quantidade de tecido cicatricial e com menor remodelamento cardiaco de
uma maneira geral (C. Liu et al. 2014; C. Liu et al. 2015). Essas caracteristicas da
CTM de modificar o microambiente no local da lesdo, pode explicar parte dos

achados e melhoras do presente estudo.

159



Atualmente, considerando os avanc¢os nas descobertas nos mecanismos de
diferenciagao celular, surge cada vez mais a possibilidade de se induzir a dire¢cado da
diferenciagdo das células antes de usa-las na terapia celular. Sdo as chamadas
células-tronco induzidas (iPS). Varias metodologias tém sido usadas para produzi-
las (Y. Liu et al. 2014; Okano e Yamanaka 2014; Shimamoto et al. 2014) e parece
ser um campo de estudo bastante interessante, ja que poderia ser usada na terapia,

células com um certo grau de comprometimento.

De uma maneira geral, os resultados apresentados demonstram que o
tratamento com Células Derivadas do Tecido Adiposo, quando injetadas diretamente
na borda da lesao miocardica parece ser eficiente (Grupo T1) no tratamento do IM
quando aplicadas 24 horas apds a cirurgia para obtengdo do IM, enquanto que a
injecao intravenosa destas mesmas células (Grupo T2) n&o surtiu os mesmos efeitos
de melhora. Isso foi refletido nos resultados dos diversos exames realizados. Mais
estudos precisam ser feitos pra melhor compreender os mecanismos envolvidos e
determinar o melhor momento para utiliza-las na terapia; mas os dados obtidos
neste estudo, somado as informagdes encontradas na literatura sugere que as
CDTAs sao bastante promissoras para uso no tratamento do infarto agudo do

miocardio.
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6. Conclusoes

O tratamento com inje¢cdes das CDTA diretamente na periferia do IM parece

ser promissor e se mostrou eficiente quando efetuado agudamente apds o IM;

O tamanho do infarto foi menor no grupo tratado com CDTA injetadas

diretamente na borda do infarto;

A terapia com injecdo de CDTAs por via endovenosa nao surtiu efeito

benéfico, quando usado como tratamento do IM em ratos;
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