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RESUMO

No presente estudo, os efeitos do transplante de células mononucleares (TMN) extraidas de
medula Ossea de ratos espontaneamente hipertensos (SHR) adultos (Ad) ou jovens (Jv)
isogénicos ou de ratos Wistar-Kyoto (WKY) normotensos alogénicos sobre os niveis de
pressdo arterial sisttmica de SHRs fémeas foram avaliados. Células mononucleares de medula
Ossea foram retiradas de tibias, fémurs e Umeros de SHRs doadores machos isogénicos
adultos (de 16 semanas de idade, TMN-Ad, n=4) ou jovens (de 4 semanas de idade, TMN-Jv,
n=2) ou de ratos WKY normotensos (de 16 semanas de idade, TMN-WKY, n=2) e injetadas
(5x108 cels./rato, i.v.) em SHRs receptoras fémeas de 16-20 semanas de idade (grupos TMN-
Ad, n=10, TMN-Jv, n=7 e TMN-WKY, n=7). As células mononucleares foram marcadas com
o corante fluorescente celltracker CM-Dil, previamente a administracdo. Ratas SHRs fémeas,
recebendo apenas o veiculo, formaram o grupo controle (CON, n=15). Pressdo arterial (PA)
indireta foi registrada diariamente ou a cada dois dias por meio do método de oclusdo da
artéria caudal por uma semana antes até duas semanas, ap6s o transplante em todos 0s grupos
experimentais. No final desse periodo, apds prévia canulacdo (24-48 horas antes), todos 0s
animais foram submetidos ao registro direto da pressdo arterial pulsatil por 01 hora, em
condicdes estaveis e de repouso. Em seguida, posteriormente a anestesia com pentobarbital
sodico, os animais foram eutanasiados. Concluido o sacrificio, microscopia de fluorescéncia
foi realizada em cortes histoldgicos teciduais dos 6rgdos removidos, incluindo rins, baco,
pulmdes e coracdo, a fim de se verificar a presenca de células de SHR doadores (celltracker
CM-Dil*). Em ambos os grupos submetidos ao transplante isogénico (TMN-Ad e TMN-Jv), a
PA foi reduzida ap6s o terceiro dia, permanecendo baixa até o final do periodo de observacao.
Confirmando estes achados, os valores de PA média avaliados por meio de medida direta
foram de 137+4mmHg no grupo TMN-Ad e 136+3mmHg no grupo TMN-Jv (versus
163+5mmHg no grupo CON, p<0.005). Em adi¢do, nenhuma diferenca nos parametros de
variabilidade da frequéncia cardiaca e na sensibilidade barorreflexa espontanea foram
observadas entre 0s grupos, enquanto que a variancia, o componente VLF (very low
frequency) e o componente LF (low frequency) da variabilidade da presséo arterial foram
significativamente reduzidos, em ambos os grupos TMN-Ad e TMN-Jv. Também se observou
uma diminuicdo na hipertrofia cardiaca, provavelmente pela reducdo da sobrecarga
hemodindmica imposta ao ventriculo esquerdo. Nao foram observadas modificacBes na
densidade glomerular nos grupos TMN-Jv e TMN-Ad, comparados ao grupo CON. Pequenas
guantidades de células foram encontradas em varios tecidos, incluindo os rins, enquanto um
grande numero de células estava marcadamente presente no bago dos animais que receberam
transplante isogénico. Por outro lado, nas SHRs submetidas ao transplante alogénico com
células de ratos WKY (grupo TMN-WKY), ao final do periodo de observagdo, nenhuma
gueda da PA foi observada. Em concordancia, a PA média direta medida nos animais TMN-
WKY néo diferiu dos respectivos animais controles. Nenhuma modificag&o foi observada na
variabilidade cardiovascular, sensibilidade barorreflexa, hipertrofia cardiaca e densidade
glomerular dos animais TMN-WKY. No transplante alogénico, células WKY transplantadas
foram encontradas apenas no baco, sugerindo rejeicdo das células. Esses achados sugerem que
0 transplante de células mononucleares de medula éssea isogénica, em animais
imunocompetentes, de diferentes idades € capaz de reduzir a pressdo arterial associada a
hipertensdo arterial sistémica.

Palavras-Chave: 1. Medula 6ssea. 2. Transplante de medula éssea. 3. Células da medula
0ssea. 4. Hipertenséo.
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ABSTRACT

In the present study, the effects of transplantation of bone marrow-mononuclear cells (MNT)
from isogenic adult (Ad) or young (Yo) spontaneously hypertensive rats (SHR) or allogenic
normotensive Wistar-Kyoto (WKY) rats on systemic arterial blood pressure levels of receptor
SHRs were assessed. Bone marrow-mononuclear cells were extracted from tibiae, femurs and
umerus of isogenic male adult (16 weeks-old aged rats, MNT-Ad, n=4) or young (4 weeks-old
rats, MNT-Yo0, n=2) donor SHRs or allogenic male adult normotensive WKY rats (16 weeks-
old aged rats, MNT-WKY, n=2) and injected (5x10° cells/rats, i.v.) in 24 female 16-20 weeks-
old aged receptor SHRs (respectively, MNT-Ad, n=10, MNT-Yo0, n=7 and MNT-WKY, n=7).
Mononuclear cells were labeled using fluorescent stain celltracker CM-Dil, before
administration in order to track cell destination. Age-matched female SHRs receiving only
vehicle formed control groups (CON, n=15). Indirect arterial pressure (AP) were daily or each
two days recorded by means of caudal artery occlusion method during one week before and
until two weeks after cell transplantation in all experimental groups. At the ending, after
previous canulation (performed 24-48 hours before), all animals were submitted to a pulsatile
direct AP recording session during one hour in conscious freely moving conditions.
Following, all animals were euthanized under supra-dosage of anesthetic sodium thiopental
(100mg/Kg, i.p.) and fluorescence microscopy was used on thin sections of several organs
including kidneys, spleen, lung and heart in order to track donor CM-Dil* cells. In both
groups submitted to isogenic transplantation (MNT-Ad and MNT-Yo0), AP was significantly
reduced after the third day, remaining lower until the end of observation period. Confirming
these findings, the values of mean AP directly measured were 137+4mmHg in MNT-Ad
group and 136+3mmHg in MNT-Yo group (versus 163£5mmHg in CON group, p<0.005). In
addition, no difference in heart rate variability and spontaneous baroreflex sensitivity
parameters were observed while variance, very low frequency and low frequency components
of arterial pressure variability were significantly lowers in both MNT-Ad and MNT-Yo
groups. A significant reduction in cardiac hypertrophy, probably due to the relief in
hemodynamic overload on left ventricle was also observed. No changes were verified in
glomerular density in both MNT-Yo and MNT-Ad groups, compared to CON group. Small
amounts of CM-Dil* cells were found in several tissues, including the kidneys, while a great
amount of labeled transplanted cells were present into the spleen of the animals that received
isogenic transplantation. On the other hand, in SHRs submitted to allogenic transplantation
with WKY cells (MNT-WKY group), no reduction in AP was observed after eleven day of
observation. According to this, direct AP measurements in MNT-WKY animals were not
different of control animals. In addition, no changes in cardiovascular variability, baroreflex
sensitivity, cardiac hypertrophy and glomerular density were observed in MNT-WKY
animals. In this allogenic transplantation, labeled transplanted WKY cells were found only
into the spleen, suggesting immune rejection. All these findings indicate that isogenic, in
immunocompetent animals, transplantation of bone marrow-mononuclear cells with different
ages is able to consistently reduce arterial blood pressure in systemic arterial hypertension.

Keywords: 1. Bone marrow. 2. Bone marrow transplantation. 3. Bone marrow cells. 4.
Hypertension.
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SRY (regido determinante do sexo Y)-box 2

Sistema Renina-Angiotensina

Grupo transplante de células mononucleares de medula 6ssea adulta
Grupo transplante de células mononucleares de medula 6ssea jovem
Grupo transplante de células mononucleares de medula éssea adulta de ratos
WKY normotensos

Fator de necrose tumoral alfa

Universidade Federal do Triangulo Mineiro

Fator de crescimento endotelial vascular

Receptor 2 do fator de crescimento vascular endotelial

Componente de muito baixa frequéncia

Volume Sistélico
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VWF Fator de Von Willebrand
WHO Organizagdo Mundial da Saude

WKY Rato Wistar-Kyoto
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LISTA DE SIMBOLOS

Micromolar/litro
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Micrometros

Batimentos por minuto
Administracdo via intraperitoneal
Administragéo via endovenosa
Miligrama/grama
Miligrama/quilograma
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Milimolar
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Milimetros de mercdrio
Milimetros de mercurio quadrados
Versus
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Potencial hidrogeniénico

Milissegundos

Milissegundos/milimetros de mercurio
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As doencas cardiovasculares sdo as maiores causas de morte no mundo,
atualmente. No ano de 2008, mais de 17,3 milhdes de pessoas morreram em decorréncia de
complicacdes oriundas de doencas cardiovasculares, 0 que representa aproximadamente um
terco de todas as mortes ocorridas, nesse ano, em todo o mundo. Desse numero, estipula-se
que cerca de trés milhdes sucederam em pessoas com idade inferior a 60 anos, sendo que,
dessas mortes prematuras, 4% ocorreram em paises de alta renda e 42% aconteceram em
paises de baixa renda, demonstrando uma desigualdade na quantidade de casos entre
populagdes (World Heart Organization - WHO, 2011b).

Dentre as doencas cardiovasculares mais importantes, destacam-se o ataque
cardiaco, ou infarto agudo do miocardio (IAM), e o acidente vascular encefalico (AVE), ou
acidente vascular cerebral (AVC), que representaram, no ano de 2008, aproximadamente 7,3
milhdes e 6,2 milhdes, respectivamente, do total de mortes por doencas cardiovasculares no
mundo (WHO, 2011a).

Segundo WHO (2011b), ainda neste contexto de doencas cardiovasculares, a
aterosclerose torna-se bastante relevante como causa principal, ndo somente do IAM ou AVE,
como também de doencas arteriais, como a aterosclerose adrtica e a doenga vascular
periférica (DVP). Apesar da expressiva importancia da aterosclerose na etiologia das
principais doencas relacionadas acima, outras doencas cardiovasculares, exemplificadas pela
doenca cardiaca congénita (ou cardiopatia congénita), pela doenca cardiaca reumaética, pelas
cardiomiopatias ou pelas arritmias cardiacas, ndo a tém como causa fundamental,

normalmente.

Tendo-se em vista essa relevancia etiolégica da aterosclerose nas doencas
cardiovasculares, uma atencdo especial preventiva, frente aos fatores de risco relacionados a
formacdo e ao estabelecimento da placa aterosclerética, torna-se um alvo importante a ser
atingido, para que haja uma diminuicdo nos dados alarmantes de mortalidade mundial, os

quais estdo vinculados as principais doencas cardiovasculares.

Fatores de risco podem estar ligados ao aparecimento da aterosclerose e séo
classificados quanto ao comportamento, metabolismo e/ou outro. Quanto aos fatores de risco
relacionados aos habitos comportamentais, encaixam-se o uso do tabaco, a inatividade fisica
ou sedentarismo, a dieta ndo saudavel (rica em sais, gordura e calorias) € 0 uso excessivo de
alcool. Em relacdo aos fatores de risco metabolicos, podem ser citados a hipertensao arterial

sistémica (HAS), onde se observa uma elevada pressao sanguinea; o diabetes, com a presenca
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de elevados niveis glicémicos; o sobrepeso (ou, até mesmo, a obesidade) e a dislipidemia,
constatada por altos niveis sanguineos de colesterol, principalmente. Além desses fatores de
risco altamente importantes na manifestacdo de ateromas, outros, como a pobreza, a idade
avancada, o género, a herancga genética (hereditariedade), os fatores psicoldgicos (estresse ou

depressdo, por exemplo), podem favorecer a sua ocorréncia (WHO, 2011b).

De acordo com dados publicados pelo WHO (2009), os fatores de risco
comportamentais e metabdlicos, juntos, associam-se a 61% das mortes por doencas
cardiovasculares e a mais de 75% das doencas cardiacas isquémicas (ou cardiopatias
isquémicas) em todo o mundo. Reduzindo-se a exposi¢do de organismos a esses fatores de
risco comportamentais e metabolicos, aumentar-se-ia a expectativa de vida da populacdo

mundial em pelo menos cinco anos.

Dentre esses fatores possivelmente relacionados ao surgimento de placas
ateromatosas e, consequentemente, de doencas cardiovasculares, a hipertensdo arterial
sistémica tem um papel imprescindivelmente importante e, assim sendo, é alvo de muitas

pesquisas cientificas.

A HAS ¢ uma sindrome clinica na qual a pressdo arterial sistémica encontra-se
persistente e cronicamente elevada para valores superiores aos considerados 6timos ou aos
fisiologicamente normais, 0 que a permite ser considerada como o maior fator de risco
associado a eventos cardiovasculares e a perdas funcionais em diferentes 6rgéos (Sanchez et
al, 2009).

O integro funcionamento do sistema circulatério, o qual condiz com uma
adequada perfusdo tecidual sanguinea essencialmente composta por nutrientes e oxigénio, é
dependente de uma manutencdo imprescindivel da pressdo arterial sisttmica a niveis
coerentes com a homeostase e sobrevivéncia do organismo (Beevers, Lip e O’Brien, 2001).
Assim, os determinantes para o correto desempenho funcional da circulacdo obedecem a lei
de Poiseuille, cujo conceito embasa-se na determinacdo simplificada da pressdo arterial (PA),
que pode ser estabelecida utilizando a seguinte formulacdo: pressdo (arterial) = fluxo
(sanguineo) vs. resisténcia (periférica total), sendo que o fluxo sanguineo depende do débito
cardiaco (DC) - o qual pode ser evidenciado pelo volume sistélico (VS) final ejetado e pela
frequéncia cardiaca (FC) - e que a resisténcia periférica total (RPT) é primariamente
presumida pelo estado contratil de pequenas artérias e arteriolas, cuja distribuicdo estende-se
por todo o organismo (Coffman, 2011).
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A HAS, diagnosticada e caracterizada por valores crénicos de pressao arterial
sistolica iguais ou superiores a 140 mmHg e/ou de pressdo arterial diastdlica iguais ou
superiores a 90 mmHg, é estimada ser a responsavel por mais de 7,5 milhGes de mortes, o que
representa 12,8% de todas as mortes ocorridas anualmente no mundo, principalmente pelo
fato de ela ser o maior fator de risco para IAM e AVE. De forma global, a prevaléncia da
hipertensdo na populacdo com idade superior a 25 anos foi de aproximadamente 40%, em
2008. Apesar de a propor¢cdo da populacdo mundial com elevados niveis pressoricos
sanguineos, ou hipertenséo ndo controlada, ter diminuido infimamente, entre 1980 e 2008, o
numero de pessoas hipertensas passou de 600 milhdes, em 1980, para um bilhdo, em 2008.
Ainda em relacdo a dados epidemiol6gicos, a maior prevaléncia de pessoas com hipertensdo
arterial sistémica esta no continente africano e a menor encontra-se no continente americano,
0 que pode ser constatado, respectivamente, pelos valores de 46% e 35%, independentemente
do sexo (Danaei et al, 2011, WHO, 2010).

Considerando-se a pressdo sanguinea constante e fisiologicamente variavel e que,
quanto maior 0s seus niveis, maiores as chances de riscos cardiovasculares (Neaton e
Wentworth, 1992, Stamler J, Stamler R e Neaton, 1993), chegou-se a um consenso sobre 0s
valores de pressdo arterial sistélica e diastolica para se determinar os estagios de hipertensédo
na populagdo adulta. Segundo esse consenso, pessoas que apresentarem, em repouso, pressao
arterial (sistélica/diastélica) inferior a 120/80 mmHg, terdo a pressdo sanguinea considerada
ideal e as que obtiverem valores iguais a esse e inferiores a 129/84 mmHg, serdo constatadas
como normotensas. Valores identificados entre 130/85 mmHg e 139/89 mmHg indicam um
estagio limitrofe de pressdo arterial desejavel, denominado estagio de pré-hipertensdo. Ja os
valores pressoricos acima de 140/90 mmHg, serdo classificados como hipertensdo de grau 1,
grau 2 e grau 3, quando apresentarem, respectivamente, pressdo arterial de 140/90 a 159/99
mmHg, de 160/100 a 179/109 mmHg e superior a 180/110 mmHg. Casos em que a pressao
arterial sistolica for maior ou igual a 140 mmHg e a diastdlica estiver menor do que 90 mmHg
estardo diagnosticados como hipertensdo sistélica isolada (Chobanian et al, 2003, Mancia et
al, 2007).

Apesar de, em estagios iniciais do seu surgimento, a hipertensdo arterial sistémica
ser assintomatica, o seu profundo impacto na morbimortalidade de individuos no mundo da-se
principalmente pela sua relagdo com alteracdes em oOrgdos alvos importantes, como cérebro,
coracdo, rins, vasos sanguineos, etc. (Ganten e Jong, 1994). Além disso, esta sindrome clinica

estd frequentemente associada a algumas doencas, como diabetes mellitus, aterosclerose
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coronariana, insuficiéncia cardiaca congestiva, derrame, ataque cardiaco, aneurisma, doenca
vascular periférica, insuficiéncia renal cronica, além de poder levar o individuo a inumeras

sessOes de diélise e/ou a morte (Sanchez et al, 2009).

Atualmente, a HAS é etiologicamente classificada em duas formas. A primeira € a
hipertensdo primaria (denominada ainda como essencial ou idiopatica), a qual é diagnosticada
quando a pressao arterial € superior a considerada normal e essa elevacdo pressorica ndo
possui uma causa base definida, podendo inclusive ter uma etiologia multifatorial. Essa forma
é responsavel por 90-95% de todos os casos de hipertensdo no mundo. J& a hipertenséo
secundaria, ocorre quando a elevacdo da pressao arterial é decorrente de alguma alteracédo
fisiopatoldgica, previamente identificada. Em torno de 5-10% da populacdo hipertensa possui
esse tipo (Carretero e Oparil, 2000, Sanchez et al, 2009). Nesta modalidade de HAS, pode-se
inferir que a elevada pressdo arterial é geralmente consequéncia de alteracdes renais, do

sistema endacrino, do sistema vascular, do sistema nervoso central, etc. (Chiong et al, 2008).

Normalmente, a hipertensdo secundéria vincula-se a hipertensao resistente, cujo
conceito desta, de acordo com trabalho publicado por Calhoun et al (2008), € definido quando
se tem uma pressdo arterial descontrolada, apesar do uso simultdneo de trés ou mais
medicamentos anti-hipertensivos (incluindo-se pelo menos um diurético), além de ela estar
presente em 20-30% dos casos diagnosticados com hipertensdo. A prevaléncia de causas
secundarias que elevam a pressdo sanguinea € maior em pessoas com hipertensao resistente
quando comparado as pessoas com hipertensdo controlada. Dessa forma, uma sistematica
pesquisa sobre as causas secundarias da hipertensdo torna-se extremamente importante em
pacientes com hipertensao resistente, devido a provavel presenca de condicBes reversiveis que

possam auxiliar o controle da presséo arterial (Chobanian et al, 2003).

N&o obstante a sua importancia clinica, a hipertenséo secundaria, etiologicamente
conhecida, é potencialmente curavel ou é mais facilmente controlada por drogas mais
especificas. Em muitos casos, corrigindo-se a causa da hipertensdo secundaria, obter-se-a a
cura definitiva dessa sindrome e evitar-se-4 0 uso de terapia medicamentosa por longos
periodos de tempo, o que diminuiria 0s custos financeiros e 0s riscos colaterais com a sua
utilizagdo (Calhoun et al, 2008).

Diferentemente da hipertensdo secundaria, a hipertensdo essencial necessita de
pesquisas mais aprofundadas e complexas com o objetivo de se elucidar os seus maultiplos

mecanismos etiologicos e suas condicOes fisiopatologicas, fundamentalmente por esta ser
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relevantemente prevalente na populacdo mundial, quando comparada a secundaria, a fim de se

aperfeicoar o seu tratamento e, se possivel, obter a sua cura definitiva.

Nesse contexto, a hipertensdo arterial sistémica essencial, por ndo ter diagnosticos
inequivocadamente exatos e facilmente acessiveis, devido as suas causas indefinidas e
possivelmente multifatoriais que elevam cronicamente a pressdo arterial, ascende-se como
uma sindrome clinica detentora de uma dificuldade quanto ao desenvolvimento preciso de
terapias individuais para o seu tratamento. Consequentemente a esse empecilho, a escolha de
medicamentos a serem ministrados terapeuticamente é determinada de forma empirica,
baseada em estudos epidemioldgicos, nos quais as classificacbes dos grupos de risco,
exemplificados pela idade, pela raca ou, inclusive, pela coexisténcia de outras doencas
(diabetes, doenca cardiaca, etc.), sdo frequentemente consultadas. Dessa forma, um
entendimento consensual sobre os reais mecanismos moleculares da patogenia da hipertensao
primaria institui-se como uma prioridade urgente a ser desvendada, tanto pela pesquisa basica,

guanto pela pesquisa translacional (Coffman, 2011).

Ainda segundo Coffman (2011), os componentes variavelmente modificados que
determinam a pressdo arterial, como o débito cardiaco, a frequéncia cardiaca, o volume
sistélico ou a resisténcia periférica total, estdo sujeitos a diversos mecanismos regulatérios.
Portanto, desvendar as causas da hipertensdo arterial sisttmica requer o conhecimento dos
diferentes sistemas que contribuem favoravelmente a manutencdo homeostatica da pressao
sanguinea, incluindo-se o sistema nervoso central (autondmico simpatico), o sistema vascular
(funcdo endotelial) e o rim, sobre os quais, mesmo sendo constantemente estudados ha
décadas, ndo se tem um conhecimento especifico quanto as suas atuacdes etioldgicas na
hipertensdo. Além desses, o sistema imune (Abboud, Harwani e Chapleau, 2012) e,
principalmente, os fatores genéticos, através de suas variacGes génicas, que podem ser
altamente ou minimamente expressas, bem como de suas alteracGes fenotipicas, podem

culminar com a elevacéo da pressao arterial, causando a HAS essencial (Luft, 1998).

O sistema nervoso autondmico é classificado em simpatico e parassimpatico, 0s
quais normalmente apresentam agdes opostas, onde o primeiro endossa “fuga e luta” e o
segundo indica “descansar e digerir”. O controle neural da circulagdo sanguinea, importante
mecanismo ativado no controle da PA a curto prazo, primordialmente sobre o débito cardiaco
e a resisténcia periférica, ¢ determinado pelo sistema nervoso autondmico parassimpatico, o

qual regula eferente e basicamente o coracdo, e pelo simpatico, responsavel pela inervacao
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eferente do coracgdo, vasos sanguineos, rins e medulas adrenais. A provavel causa neurogénica
da hipertenséo essencial, possivelmente mais importante do que o comprometimento renal ou
vascular, apesar da intima associacdo do sistema nervoso autonémico com esses dois
sistemas, é uma anormalidade essencialmente autondmica simpatica, cuja alteracdo pode se
iniciar no controle aferente do sistema (barorreceptores, quimiorreceptores ou aferentes
renais) ou no circuito central. A preponderancia do simpatico sobre o parassimpatico,
comprovada em experimentos com substancias antagonistas do sistema simpatico, demonstra
uma profunda relagéo deste sistema com a hipertenséo arterial essencial humana, visto a sua
mediacdo pressorica arterial, geralmente no que diz respeito a elevacdo da frequéncia
cardiaca, aumento do ténus vascular (vasoconstriccdo) e reducdo da excrecdo renal de sédio
(Coffman, 2011, Guyenet, 2006, Malpas, 2010).

O endotélio vascular esta envolvido fundamentalmente na resposta vasodilatadora
e vasoconstritora localizada, regulando assim as possiveis quedas ou elevacbes momentaneas
de pressdo arterial. Uma disfuncdo nesse tecido implicaria possivelmente em uma regulacéo
vascular comprometida (Irigoyen et al, 2000). A hipertensdo essencial esta vinculada a
inimeras alteracdes bioquimicas e fisioldgicas nas paredes vasculares, nas quais se incluem a
contracdo excessiva do vaso, a hipertrofia e hiperplasia das células musculares lisas,
promovendo uma resisténcia, constantemente aumentada no vaso, ao fluxo sanguineo normal.
Além dessas modificacdes estruturais do vaso, a agdo hormonal de potentes vasoconstrictores,
como a angiotensina Il, principal mediador do sistema renina-angiotensina-aldosterona,
favorecem essa resisténcia periférica aumentada, desencadeando, caso a resisténcia seja
sustentada, o aparecimento de altos niveis presséricos arteriais patologicos, apos a ativacao de
uma cascata de sinalizacdo intracelular, com a participacdo de receptores AT1, acoplados a
proteina G, de proteinas quinases Rho, dentre outras (Guilluy et al, 2010).

A participacdo renal no controle da pressdo arterial € percebida quando ha a
necessidade de se manter o equilibrio hidroeletrolitico sanguineo, estabilizando-se 0s volumes
dos fluidos corporeos (Guyton, 1991). Isso é ratificado por experimentos, nos quais as
alteracfes promovidas favoreceram o desenvolvimento da hipertenséo arterial sistémica. Por
exemplo, a elevada e constante ingestdo de sal contribui para 0 aumento crénico da pressdo
arterial, devido essencialmente a disfuncdo na excrecao renal de sédio, o que culmina com a
alta manutenc@o desse composto i6nico no sangue e, consequentemente, com a retencdo de
liquido, levando ao equilibrio hidroeletrolitico (Meneton et al, 2005). Crowley et al (2005)

demonstraram a conexdo entre o sistema renina-angiotensina (SRA), independente de
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aldosterona e ativado principalmente por mecanismos de barorreflexo, e 0s rins,
fundamentalmente pela expressdo nestes de receptores AT1 para angiotensina Il, os quais
estdo intimamente relacionados com a vasculatura renal e com o epitélio renal, objetivando-se
a realizacdo da excrecdo renal de sédio. Mais uma vez, identifica-se um amplo vinculo entre
0s sistemas nervoso autondmico, vascular e renal, complicando-se ainda mais o cenario da

busca pelas raz@es etiologicas da hipertensdo primaria humana.

Quanto ao controle imunolégico da pressao arterial, pode-se inferir, de acordo
com o trabalho de Abboud, Harwani e Chapleau (2012), que esse sistema, extensivamente
modulado pelo sistema nervoso autondmico, é considerado um dos mais importantes
desencadeadores de processos patologicos celulares e estruturais, visto a ativacdo de
mediadores pro-inflamatérios do sistema imune inato e adaptativo, as quais podem promover
0 surgimento da hipertensdo. Constata-se essa relacdo entre hipertensdo e sistema
imunoldgico, exemplificadamente, através da descri¢cdo publicada sobre a angiotensina I,
substancia conhecida por induzir hipertensdo e elevar a expressao de interleucina-18 (IL-1R),
fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a), proteina quimiotatica de monoécitos-1 (MCP-1) e
molécula de adesdo intercelular-1 (ICAM-1) (Huang et al, 2010); ou também pela formacéo
de neoantigenos, liberados apds um estresse inicial de origem neural, 0os quais ativam o
sistema imune inato e promovem a liberacdo de citocinas, que, por sua vez, ativam 0S
linfocitos T e o sistema imune adaptativo, resultando em consequéncias inflamatorias

consideraveis e hipertensao arterial (Harrison et al, 2010); entre outros.

As mutacdes génicas inicialmente ndo sdo as principais alteracGes genéticas
responsaveis pela possivel elevacdo da pressao arterial, mas sim a presenca de polimorfismos
em genes altamente relevantes, como, por exemplo, no gene que codifica ©
angiotensinogénio, a o-aducina (proteina componente do citoesqueleto celular), os receptores
a- e B-adrenérgicos ou a subunidade B-3 da proteina G, bem como os estudos de ligacéo
génica, os quais tém recebido atencdo devido a inUmeros sitios genbmicos que abrigam outros
genes relacionados a HAS (Bray et al, 2000, Psaty et al, 2002). Embora haja algumas
descobertas relacionando alteragdes génicas com o controle da pressdo arterial, a vasta
maioria da contribuicdo geneética a hipertensdo essencial humana permanece inexplicavel e é
muito provavel que isso seja decorrente da probabilidade de que a variacdo na pressao arterial
seja determinada pela agdo conjunta de varios genes, sendo que cada um desempenhe um
pequeno efeito no conjunto (Coffman, 2011, Lifton, Gharavi e Geller, 2001). Além disso, a

identificacdo de genes alelos influentes no desenvolvimento da hipertensdo arterial é
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dificultada pelo fato de dois fenotipos determinantes da pressdo sanguinea (DC e RPT) serem
controlados por fenétipos intermediarios, incluindo o sistema nervoso autonémico, horménios
vasopressores/vasodepressores, a estrutura do sistema cardiovascular, a funcdo renal, entre
outros, o0 que indica, portanto, a caracteristica poligénica da HAS (Williams et al, 1994).
Também, considera-se um obstaculo enorme a essa identificacdo, a presenca de um ou mais
fatores fenotipicos simultaneamente observados em pacientes hipertensos, nos quais se
incluem a obesidade, a resisténcia a insulina, a alta ingesta de alcool e sal, a idade, o estilo de
vida sedentario, o estresse, etc. (Sever e Poulter, 1989).

Estudos sobre a causalidade da hipertensdo arterial idiopatica humana sao
particularmente desafiadores no cenario clinico, nos quais, além de necessitarem de métodos
invasivos dificilmente oportunos, observa-se um mascaramento dos reais mecanismos
fisiopatologicos por vias alternativas compensatorias, por uma dieta especifica ou, até mesmo,
por uso de medicamentos. Dados esses obstaculos e com o intuito de facilitar os estudos
mecanisticos da hipertensdo essencial humana, modelos de animais geneticamente
modificados tém sido frequentemente utilizados, objetivando-se promover uma alteracéo
génica importante e suas consequéncias. Porém, dessa forma, ndo se consegue uma

recapitulacdo iddnea do quadro hipertensivo observado em seres humanos (Coffman, 2011).

Na busca incessante por modelos semelhantes ao modelo de hipertensdo arterial
sisttmica primaria humana, em 1963, na cidade de Kyoto (Japdo), Okamoto e Aoki
desenvolveram um modelo originalmente a partir de endocruzamentos seletivos de ratos que
apresentavam 0s maiores niveis pressoricos da linhagem Wistar. Assim, esses pesquisadores
obtiveram um modelo de rato detentor de uma similaridade enorme com a fisiopatogenia da
HAS essencial humana: o rato espontaneamente hipertenso (SHR). Em contrapartida, 0s
animais normotensos, ou seja, isentos de caracteristicas inerentes a hipertensdo primaria
encontrada nos animais SHR, foram denominados ratos Wistar-Kyoto (WKY) e sdo
reorganizados experimentalmente como grupos controle, em relacdo aos SHRs. A despeito
dessa descoberta e mesmo sendo amplamente utilizados em pesquisas, ha de se ressalvar que
a hipertensdo espontanea, tanto em rato, quanto em humanos, dificilmente tenha a mesma
expressao génica em ambos, seja poligénica, sofra a influéncia dos mesmos fatores ambientais
e tenha 0s mesmos mecanismos pressores expressos em ambos, visto ser, o controle

cardiocirculatorio, multifatorial (Trippodo e Frohlich, 1981).
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Animais desta linhagem comecam a desenvolver a hipertensdo arterial com
aproximadamente cinco semanas de vida, apresentando niveis tensionais, considerados
hipertensivos, entre a 72 e a 15% semanas e atingem uma estabilidade pressorica (platd) por
volta da 20* até a 28% semana. A partir desta idade, a hipertensdo se estabiliza até
aproximadamente um a um ano e meio de idade, quando os animais comecam a desenvolver
um quadro de insuficiéncia cardiaca congestiva (ICC), a qual esta associada com uma elevada
taxa de mortalidade (Yamori, 1984). Contudo, fatores ambientais, tais como ingestéo
exagerada de sodio, estresse, alteragdes sociais ou alteragcdes no ciclo claro-escuro, podem
afetar o desenvolvimento da hipertensdo arterial espontanea em ratos (Fazan, Dias da Silva e
Salgado, 2001).

Estudos in vivo demonstraram, em estagios iniciais de hipertensdo, que os SHRs
possuem um DC elevado e uma RPT normal, e que, no decorrer do tempo, com a progressao a
um estagio de vida adulta e estabelecimento da HAS, percebe-se o retorno do DC a valores
normais, ou ainda diminuidos, e a elevacdo na RPT, promovidos por vasos sanguineos
hipertrofiados (Potts, Mckeown e Shoukas, 1998, Smith e Hutchins, 1979). Isso
potencialmente desencadeara, com o progredir da hipertensdo sisttmica no SHR, uma
hipertrofia cardiaca (Thomas et al, 1997), culminando, em estagios avancados da sindrome,

com uma ICC, onde se identifica uma diminuicao relevante do DC (Frohlich, 1977).

Em relacdo a frequéncia cardiaca, constata-se que a sua elevacdo precoce nos
animais espontaneamente hipertensos (a partir da 3% semana de vida) é correlacionada aos
altos niveis de pressao arterial, atingidos ja na 6% semana de vida, e isso se constitui como um

indice amplamente preditivo de HAS na populacéo estudada (Dickout e Lee, 1998).

A marcada hiperatividade simpatica, uma das principais responsaveis pela
elevacdo da RPT, é uma das caracteristicas mais importantes dos SHRs (Judy et al, 1976). A
importancia do sistema nervoso autbnomo simpatico no desenvolvimento da hipertensdo em
SHR foi demonstrada por meio da reducdo da PA, em resposta a ablacdo cirlrgica ou
farmacologica do sistema nervoso autonémico simpatico, da prevencdo do desenvolvimento
da hipertenséo por imunossimpatectomia, da simpatectomia quimica e outros metodos (Fazan,
Dias da Silva e Salgado, 2001, Trippodo e Frohlich, 1981).

Além da hiperatividade simpatica, uma relevante caracteristica do modelo SHR é
a acentuada disfuncdo endotelial, caracterizada essencialmente por uma vasodilatacdo

dependente de endotélio, a qual se encontra profundamente diminuida, e por uma reduzida
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biodisponibilidade do éxido nitrico, provavelmente decorrente de um estresse oxidativo
endotelial excessivamente elevado. A disfuncdo endotelial também estd diretamente
implicada na elevacdo da resisténcia periférica total e na lesdo cronica de oOrgdos alvo
(Mclntyre, Bohr e Dominiczak, 1999, Touyz, 2004).

Outra peculiaridade dos animais SHRs, indiretamente associada a propria
disfuncdo endotelial, é a rarefacdo vascular, especialmente na microcirculacdo, a qual resulta
em uma perda significativa de vasos arteriolares e capilares dispostos em paralelo na arvore
circulatoria, o que, seguramente, também contribui para a elevada RPT, fato seguramente
observado neste modelo de hipertensao essencial em ratos (Le Noble et al, 1990, Le Noble et
al, 1998, Levy et al, 2001, Prewitt, Chen e Dowell, 1982). A reduzida densidade capilar,
usualmente identificada no tecido miocéardico, possivelmente reflete uma incapacidade do
crescimento microcirculatorio durante a angiogénese, no sentido do acompanhamento da
hipertrofia cardiaca, o qual favorece o aumento da pressao arterial nesses animais (Feihl et al,
2006).

Curiosamente, essa mesma rarefagdo vascular foi demonstrada em pacientes
hipertensos essenciais, mais uma vez, reforcando as similaridades entre o0s ratos
espontaneamente hipertensos e os humanos, em relacdo a HAS essencial (Noon et al, 1997,
Sullivan, Prewitt e Josephs, 1983). As razdes para essa rarefacdo, verificada nos SHRs, nao
estdo completamente elucidadas, mas parece envolver um defeito na capacidade de
angiogénese, ou seja, formacdo de novos vasos por proliferacdo e migracdo de células
endoteliais, um mecanismo mediado por fatores angiogénicos, como o fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF), pela angiopoietina 1 e 2 e por outros mecanismos. Em 2004,
Wang et al demonstraram, utilizando-se de um modelo de angiogénese em esponja de alcool
polivinil implantada no subcutéaneo dos animais SHRsS, uma menor capacidade de expresséo
do receptor 2 do VEGF (VEGFR-2), o0 mais importante na mediacdo dos efeitos angiogénicos
do VEGF, além de uma reduzida expressdo também da metaloproteinase de matriz tipo 1 de
membrana (MT1-MMP), implicada na capacidade invasiva tecidual de células endoteliais,
durante o processo angiogenético. Esses mesmos autores identificaram também, através de
uma transfecc¢do adenoviral com o gene do VEGF humano, o melhoramento da angiogénese
previamente defeituosa no SHR. Nao obstante a isso, a densidade microvascular pode estar
diminuida também em decorréncia de uma possivel destruicdo vascular, a qual ocorre, pelo
menos em parte, devido a apoptose de células endoteliais, mediante ao estresse oxidativo

aumentado (Kobayashi, Delano e Schmid-Schonbein, 2005).
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Nos ultimos anos, em meio as mais instigantes publicacbes cientificas, as quais
salientam os principais avangos da medicina moderna, sdo comuns as descri¢es de uso de
manipulagcdo génica e/ou celular para o tratamento de doencas/lesdes, dentre as quais se
destacam as doencas cardiovasculares. Frente as caracteristicas desse modelo de rato
espontaneamente hipertenso e a suas similaridades com a hipertensdo essencial humana,
estratégias terapéuticas anti-hipertensivas sdo normalmente estudadas nos animais SHRs, na
tentativa de se elucidar mecanismos etioldgicos ou tratamentos especificos para esse tipo de
sindrome, que esta altamente prevalente na populagdo humana. Com esse intuito, novas
modalidades terapéuticas baseadas principalmente em manipulacdo génica (terapia génica) e
transplante de células (terapia celular) tém sido intensamente estudadas em inimeras doencas

cardiovasculares, inclusive na HAS humana (Melo et al, 2004).

A terapia génica é uma ferramenta cientifica, iniciada na década de 1990, a qual
consiste basicamente em uma técnica experimental de manipulacdo génica, onde ¢é
introduzido um material genético, acoplado ou ndo ao genoma de uma determinada célula,
para modular direta ou indiretamente a expressdo génica de um dado fendtipo (por exemplo,
uma proteina especifica), de forma a bloquear, ativar, diminuir ou aumentar essa sua
expressao. Nesse sentido, obtém-se uma nova metodologia para o estudo e/ou manipulacao de
doencas incuraveis, ou até mesmo, intrataveis, como HAS essencial humana, cancer,
sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) ou condi¢cdes genéticas estabelecidas. Os
genes de interesse ao estudo sdo incorporados ao material genético dos vetores virais
atenuados, principalmente retrovirus e adenovirus, e, posteriormente, introduzidos por estes
no organismo receptor. Se houver utilizacdo de retrovirus como transportador do material a
ser incorporado, o material genético de interesse é obrigatoriamente incluido em algum
cromossomo do genoma celular do hospedeiro e, se a manipulacdo génica for através de
adenovirus, o material génico é liberado no nucleo, porém nao € obrigatoriamente inserido em

algum cromossomo do hospedeiro (Genetics Home Reference, 2012, Gonin et al, 2005).

Ainda segundo Gonin et al (2005), o desenvolvimento de uma terapia génica
altamente segura e adequada deve ser estratificado em algumas etapas. Primeiramente, 0s
pesquisadores e clinicos necessitam entender a fisiopatogénese da doenca especifica,
almejando-se conhecer as células do organismo envolvidas nessa debilidade funcional
patolégica e, assim, projetar os alvos apropriados. Segundo, os desenvolvedores desses
materiais genéticos precisam atentar-se para a pesquisa basica com o intuito de produzir, de

forma estavel e segura, vetores virais, cassetes de expressdo (DNA vetorial) e células
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hospedeiras, bem como para a pesquisa pré-clinica em modelos animais, aperfeicoando-se
assim a estratégia de terapia génica. Além dessas etapas, € extremamente indispenséavel a
consideragdo das questdes legais ético-tecnoldgicas envolvidas nesse procedimento. Portanto,
um dialogo transversal entre os pesquisadores e 0s criadores dos materiais génicos a serem
incorporados torna-se imprescindivel, facilitando-se a criagdo de vetores ideais e resolvendo-
se as restricdes tecnologicas ligadas a complexidade dos condutores virais e da biologia
celular animal, assim como dos fatores importantes para a sua correta utilizacdo, como

dosagem, vias de administracdo vetorial, tratamento, ou outros.

Concomitantemente, a medicina regenerativa surge como outra ferramenta
promissora nesse contexto de doencas altamente complexas, no que diz respeito ao tratamento
e/ou a cura. Usando-se de qualquer método para substituir ou regenerar células, tecidos ou
orgdos, a fim de se restaurar ou se restabelecer a fungdo normal comprometida, essa medicina
é baseada em terapias sedimentadas em todos os quatro pilares, ou plataformas tecnoldgicas,
da saude: farmacéutica (quimica), biologia molecular (biotecnologia), engenharia (industria
de dispositivos médicos) e terapia celular. Assim como os trés primeiros pilares citados, a
terapia celular vem obtendo relevante atencdo no mundo cientifico. Ela consiste na aplicacdo
terapéutica de células que, assim como as outras plataformas tecnolégicas, abrange uma
ampla diversidade de especialidades médicas e aplicagcdes, nas quais se incluem a terapia
permanente de substituicdo celular, a engenharia de tecidos, a terapia com células transitorias
(causam interrup¢do ou reducdo da progressdo natural de uma doenca), a terapia com células
imunomodulatérias, a terapia com células protetoras (contra riscos a outras células e tecidos),
a terapia génica (veiculos celulares) e as vacinas de células contra o cancer (Mason e
Manzotti, 2009, Mason et al, 2011).

A terapia celular envolvendo as células tronco (“stem cells” - SC) tem despertado
amplo interesse, tanto aos profissionais da area cientifica, quanto ao publico geral, tornando-
se provavelmente um dos topicos mais relevantes da biologia experimental, atualmente. Uma
das razbes para essa expansiva expectativa dessa técnica consiste na promessa de que,
decifrando-se e compreendendo-se as suas propriedades peculiares, ter-se-iam profundas
percepcdes sobre a biologia dessas células, bem como novos anseios acerca do tratamento de
uma enorme gama de doencas degenerativas, inclusive da HAS humana (Melton e Cowan,
2004).
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As células tronco, intimamente envolvidas no crescimento, homeostase e reparo
de muitos tecidos adultos, sdo definidas corretamente quanto as suas habilidades.
Primeiramente, visto haver uma plasticidade varidvel, elas podem gerar progénies celulares,
diferenciadas e especializadas, dos mais variados tecidos e 6rgéaos, dependendo do grau inicial
de poténcia (indiferenciacao), a elas inerente. Segundo, essas células mantém a capacidade de
auto-renovacdo, a qual esta relacionada a sua proliferacdo e multiplicacdo, em especificas
condicBes, alem de possuirem caracteristicas clonogénicas, pelas quais essas células sdo
capazes de produzir clones de si mesmas, 0 que é imprescindivel para a manutencdo do
estoque (“pool”) de células tronco indiferenciadas (Jones e Wagers, 2008, Nombela-Arrieta,
Ritz e Silberstein, 2011, Zipori, 2004).

Discorrendo sobre a classificacdo das células tronco, de acordo com Tsonis
(2007), entende-se que elas s&o posicionalmente classificadas de acordo, principalmente, com
o seu estado “tronco”, o que esta relacionado ao grau de indiferenciacdo das mesmas, desde o
maior estagio de indiferenciacdo (possibilidade de se diferenciar em qualquer tecido do
organismo, inclusive anexos embrionarios) até o maior grau de diferenciacdo (aquisi¢do de
morfologia, fendtipo e caracteristicas funcionais especificas do tecido), sendo este o que
possui 0 menor poder de especializacdo. Assim sendo, as células tronco totipotentes sdo assim
denominadas por estarem aptas a originar, ndo somente as células somaticas embrionarias,
mas também as células germinativas, bem como todos os anexos embrionarios vinculados ao
desenvolvimento embrionério (caracteristica peculiar a esse tipo de células tronco). O seu
maior exemplo é o zigoto, contudo algumas poucas células iniciais da fase de mérula do

embrido também tém essa capacidade (Jaenisch e Young, 2008).

Outra categoria, ainda dentro da classificagdo quanto ao estado “tronco”, diz
respeito as células tronco pluripotentes, cuja descendéncia é advinda das células totipotentes e
cuja marcante funcdo € proceder, a partir delas, os trés folhetos embrionarios: ectoderma,
mesoderma e endoderma, ndo contribuindo, todavia, para a formacdo de membranas
extraembriondrias. Enquadram-se a esse grupo, a celula tronco embrionaria (ESC) (Evans e
Kaufman, 1981), a qual esta, fundamental e estruturalmente, localizada no macigo celular
interno do blastocisto embrionério, e a célula tronco pluripotente induzida (iPSC) (Takahashi
e Yamanaka, 2006), que, como o proprio nome sugere, é artificialmente induzida a readquirir
pluripoténcia. Além dessas, a célula tronco derivada do epiblasto pos-implantagédo (EpiSC), a
célula germinativa embrionaria (EG) ou ainda a célula tronco germinativa adulta multipotente

(maGSC) apresentam estado de pluripoténcia (Rossant, 2008).
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Por ultimo, ha as células tronco multipotentes, detentoras de um potencial
limitado de diferenciacéo celular e cuja origem e localizagéo estdo interligadas a praticamente
todos os tecidos/6rgdos adultos do organismo. Inicialmente, achava-se que as células tronco
adultas de mamiferos estavam presentes somente em alguns 6rgdos, como sangue, pele,
intestino, testiculo e trato respiratério. No entanto, parece que a maioria ou, talvez, todos os
orgdos do corpo humano séo locais naturais dessas células tronco (Raff, 2003). Portanto, essas
células sdo subclassificadas de acordo com 0s respectivos nichos originarios, aos quais elas
estdo essencialmente, porém ndo somente, relacionadas com a reposi¢do celular local. Nesse
grupo, citam-se as células tronco, ja bem caracterizadas e descritas na literatura, como a célula
estromal mesenquimal multipotente - MSC (Dominici et al, 2006), a célula tronco
hematopoiética - HSC (Kondo et al, 2003, Till e McCulloch, 1961), a célula progenitora
endotelial - EPC (Asahara et al, 1997), a célula tronco neural - NSC (Gage, 2000) e a célula
tronco cardiaca - CSC (Beltrami et al, 2003), bem como outras células tronco tecido-
especificas, exemplificadas pelas células tronco hepaticas, musculares esqueléticas, de pele,

pancredticas, dentre outras (Blau, Brazelton e Weimann, 2001).

O estudo de células tronco pluripotentes iniciou-se na década de 1960, com
trabalhos de suma relevancia para a época, 0os quais demonstraram a pluripotencialidade de
células derivadas de teratocarcinomas embrionarios de camundongos (Kleinsmith e Pierce,
1964) e a possibilidade de se verificar o desenvolvimento potencial, in vitro, de células
extraidas dos blastbmeros de embrides de coelho (Edwards, 1964). Apesar de toda a
expectativa euférica nessa década, somente no ano de 1981, Evans e Kaufman conseguiram o
isolamento e cultivo, sob condicGes ideais, de células tronco embrionarias originadas de
blastocistos embrionarios de camundongos, as quais puderam ser proliferadas extensiva e
indefinidamente em células indiferenciadas, apresentavam formacGes estruturais de corpos
embridides - semelhantemente aos embriGes em estagios iniciais - ou se diferenciavam em
células de linhagens especificas. Anos depois, Thomson et al (1998) isolaram células tronco
embrionarias do blastocisto de embrido humano e, em cultura, promoveram a proliferacdo de
células indiferenciadas por quatro a cinco meses, induzindo a diferenciacéo, posteriormente a
esse periodo, dessas ESCs em linhagens ectodermais, mesodermais e endodermais, além de

constatarem a preservacao da formacao trofoblastica do embrido.

Essas imprescindiveis descobertas geraram um avango consideravelmente
relevante na pesquisa com células tronco embrionérias, além de uma promissora perspectiva

cientifica em pesquisas biomédicas e na medicina regenerativa, pois, sabendo-se da sua
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pluripotencialidade em se diferenciar em quaisquer células dos trés folhetos embrionarios,
poder-se-ia induzir a diferenciacdo das ESCs em mais de duzentos tipos celulares tecido-
especificos, 0 que representaria a provavel solugdo para inimeras doencas degenerativas,
dentre elas, a insuficiéncia cardiaca, a HAS essencial, 0 AVE, a cegueira, o diabetes, as
doencas neurodegenerativas e/ou hematologicas, etc., possivelmente pelo fato de se entender
0s processos envolvidos nos mecanismos de génese dessas doengas ou se ter uma nova
perspectiva quanto ao desenvolvimento de drogas mais eficazes (Murry e Keller, 2008,
Thomson et al, 1998). Entretanto, a pesquisa com células tronco embrionérias humanas
(hESC) indubitavelmente passa por, ainda hoje, constantes embates ético-religiosos,
principalmente por se tratar da extracdo das mesmas a partir do macico celular interno do
blastocisto embrionario, cujo procedimento inativa o correto desenvolvimento do embrido,
destruindo-o0. Segundo os religiosos, isso acaba com uma possivel vida humana, tornando-se

inadmissivel a utilizacdo desse tipo de experimento.

Na tentativa de se contornar o debate entre pesquisa e religido, surgem algumas
descricbes na literatura sobre a reprogramacdo de células somaéticas, a qual consiste
basicamente na conversdao de células somaticas (diferenciadas) em células pluripotentes
(indiferenciadas), através de estratégias especificamente controladas, como a transferéncia
nuclear somatica (clonagem), na qual os contetdos nucleares das células somaticas séo
introduzidos em odcitos (Wilmut et al, 1997), a fusdo celular, onde a célula somaética é
fundida a célula tronco embrionéaria (Cowan et al, 2005), e a reprogramacdo induzida por
cultura, método onde as células diferenciadas sdo associadas aos componentes da cultura,
geralmente em meio de cultura para ESC (Jaenisch e Young, 2008). A partir dessas
possibilidades de reprogramacdo, chegou-se a formacdo das células tronco pluripotentes
induzidas. Em experimentos realizados por Takahashi e Yamanaka (2006), nos quais houve a
introducdo, em fibroblastos de camundongo, de quatro genes elegantemente selecionados a
partir de um conjunto de 24 genes relacionados com as principais funcdes na manutencao da
identidade das células tronco embrionérias: o Oct4, o Sox2, o KIf4 e o c-Myc, verificou-se a
presenca de caracteristicas idénticas, em cultura, entre as iPSCs e as ESCs, no que diz respeito
principalmente & morfologia, a proliferacdo, a expressdo génica, a expressao de marcadores de
superficie e a formacdo de teratomas. Um ano ap0s essa descoberta, a ideia base desse
procedimento foi realizada em humanos, onde foi possivel, através da mesma manipulacéo
génica retroviral, contendo os mesmos quatro genes envolvidos no trabalho anterior,

reprogramar fibroblastos humanos em células de pluripoténcia induzida. A similaridade de
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parametros, como morfologia, proliferacdo, expressdo de marcadores de superficie, ou outros,
entre a célula tronco pluripotente induzida humana (hiPSC) e a célula tronco embrionéria
humana foi também constatada, apesar de ndo haver uma eximia identidade, visto a
comprovacao de algumas diferencas entre os dois tipos celulares pluripotentes, observado em
métodos especificos de analise de DNA (Takahashi et al, 2007). Consequentemente a esse
achado, ter-se-4 uma nova ferramenta de pesquisa cientifica, além de um novo modelo
experimental de células pluripotentes originadas de células adultas, tornando essa
metodologia, caso ratificada a sua efetividade, extremamente indispensavel para o futuro
entendimento e esclarecimento mecanistico, tanto das doencas incurdveis ou intrataveis,

quanto dos fatores imprescindiveis a embriogénese humana.

Atualmente, uma gama consideravel de trabalhos cientificos sdo realizados e
publicados utilizando, como terapia celular, as células tronco multipotentes (ou adultas), que,
apesar de serem consideravelmente restritas quanto a amplitude potencial de diferenciacéo,
tém sua extracdo, no organismo em guestdo, menos invasiva e impactante do que as hESCs.
Dentre elas, as ceélulas tronco hematopoiéticas, as células estromais mesenquimais
multipotentes, as células progenitoras endoteliais e as células tronco cardiacas recebem
relevante atencdo frente as doencas cardiovasculares, como por exemplo, o IAM ou a
insuficiéncia cardiaca, incluindo-se os fatores de risco vinculados ao surgimento dessas

morbidades, exemplificados pela hipertenséo arterial essencial humana, fundamentalmente.

A identificacdo de células tronco multipotentes em tecidos pos-natais teve seu
inicio nos anos 1960, quando da obtencdo da primeira prova conceitual de que o sangue e/ou a
medula dssea (MO) continham células que eram aptas a reestabelecer a funcéo
hematopoiética comprometida, em casos de faléncia de MO (Gatti et al, 1968, Pillow et al,
1966). As células tronco adultas melhor caracterizadas e mais utilizadas clinicamente sdo as
células tronco hematopoiéticas da MO, cujo conceito é entendido pela capacidade de elas
serem responsaveis pela producdo de células sanguineas, tanto da linhagem linfdide,
representada preferencialmente pelos linfécitos T e B, quanto da linhagem mieldide, nas quais

se agrupam os glébulos vermelhos e brancos, além das plaquetas (Wang e Wagers, 2011).

A capacidade do organismo em coordenar satisfatoriamente um processo
proliferativo de tamanha vivacidade, como a produgdo das células sanguineas, deve ser
enaltecida. Tal organizacdo regula, em circunstancias normais, o numero de células

produzidas e garante o estagio correto de diferenciacdo das células a serem liberadas na
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circulacdo. Essa coordenacdo é vinculada a participacdo de citocinas e fatores de crescimento
(Moore, 2002). A manutencdo das HSCs e a regulacdo da sua auto-renovacao e diferenciacdo
in vivo depende do seu microambiente, também conhecido como local de célula tronco
hematopoiética (Schofield, 1978), o qual, quando da alteracdo génica dos seus ligantes de
membrana, promove mudancas estruturais nesse nicho, culminando com a insuficiéncia da

medula 0ssea, 0 que compromete a reposicéo celular sanguinea (Barker, 1997).

Inimeros marcadores séo utilizados para a defini¢do de uma populacgéo de células,
as quais séo isoladas, marcadas e injetadas em modelos experimentais vivos (animais) para
posteriores estudos. Todas as HSCs funcionalmente ativas tém um padrdo de expressdo de
proteinas de superficie bastante peculiar, 0 que é comprovado pela presenca ou auséncia
desses marcadores, como células hematopoiéticas linhagem-comprometidas (Lin), antigeno-1
de célula tronco (Sca-1), receptor do fator de célula tronco - ligante de SCF- ou proteina
tirosina quinase (Kit, c-Kit ou CD117), CD34, CD38, CD45, ou outros, dependendo do
modelo em estudo. Sdo encontradas globalmente, na populacdo da medula éssea de murinos,
células que ndo expressam 0s marcadores de superficie celular geralmente presentes nas
células hematopoiéticas linhagem-comprometidas (Lin"), bem como CD34", contudo
expressam altos niveis de Sca-1" e c-Kit*, sendo, portanto, conhecidas como HSCs CD34
Kit*Sca’Lin. Em humanos, percebe-se a positividade para CD34 (CD34"), um das evidéncias
da diferenca da expressao de marcadores entre as espécies, dentre algumas outras distingdes
existentes (Matsuzaki et al, 2004, Verfaillie, 2002, Wilson e Trumpp, 2006). E relevante
ressaltar que a marcacdo, nesse modelo experimental, para CD45 normalmente é negativa,
visto a relacdo desse padrdo de expressdo com linfécitos B maduros, os quais ja estdo

diferenciados (Brown et al, 1994).

Concomitantemente ao advento das células tronco hematopoiéticas, surgem
descricdes na literatura indicando a presenca de células ndo hematopoiéticas em fragmentos
removidos da cavidade medular éssea ou compartimento estromal medular, as quais retinham
um potencial osteogénico (diferenciagdo em componentes 0sseos) e rapida aderéncia ao
recipiente para a cultura de tecidos de vasos, Além dessas caracteristicas, a sua progenia
apresentava uma aparéncia estrutural similar aos fibroblastos, bem como a capacidade de
formacédo de clones, conhecidas por unidades formadoras de col6nias de fibroblastos (CFU-
F), procedentes das células de MO, quando semeadas em cultura (Friedenstein, Chailakhjan e
Lalykina, 1970, Travassoli e Crosby, 1968). Em adicdo, elas expressam marcadores

superficiais, como CD13, CD29, CD44, CD73 e CD90, e ndo expressam alguns outros, como
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CD14, CD15, CD33, CD34, CD45, CD79 e antigeno leucocitario humano DR (HLA-DR).
Posteriormente, verificou-se, por modelos in vitro e por transplantes experimentais em
modelos in vivo, que essa progenia advinda de uma Unica célula estromal de medula 6ssea
detinha a capacidade de se diferenciar em o0sso, em cartilagem, em tecido adiposo, em
musculo esquelético, em mdasculo liso, em miocardio, em tendao/ligamento, em derme, em
tecido fibroso, além de outros componentes teciduais (Caplan, 1994, Caplan, 2004,
Friedenstein, 1990).

Tomadas essas caracteristicas potenciais em conjunto, esse tipo celular foi
denominado de célula tronco mesenquimal, denominacdo alternativa para a nomenclatura
proposta por Caplan (1991) - célula tronco “estromal” ou “osteogénica”. Contudo, algumas
razfes julgam essa nomeacdo inapropriada. Primeiramente, a diferenciacdo dessas células,
conforme anteriormente citado, em musculo esquelético ou liso, miocérdio, tenddo/ligamento,
etc., ainda permanece controversamente discutida, quando em estudos experimentais em
modelos vivos. Segundo, durante a organogénese pré-natal, uma série de tecidos, tidos
previamente como originarios dessas células do estroma medular 6sseo, apds o nascimento,
sdo realmente formados a partir de distintos progenitores, por exemplo, 0sso e musculo
esquelético, e ndo de um ancestral comum. Em vista disso, atualmente, o termo mais aceito no
mundo cientifico para designar essas celulas multipotentes extravasculares, nao
hematopoiéticas e nem endoteliais, e encontradas no estroma da medula 6ssea é o de célula
estromal mesenquimal multipotente, embora as nomenclaturas de célula estromal de medula
Ossea ou célula tronco mesenquimal, também identificadas pela mesma sigla de MSC, serem
ainda utilizadas (Bianco, Robey e Simmons, 2008, Dominici et al, 2006, Horwitz et al, 2005,
Xu et al, 2004).

Outro tipo de célula multipotente, identificada primeiramente por célula
progenitora hematopoiética CD34", foi isolada de adultos humanos e foi capaz de se
diferenciar, in vitro, em fenotipo endotelial (Asahara et al, 1997). Um ano depois, Shi et al
(1998) demonstraram que essas células tronco hematopoiéticas CD34", além de reterem a
capacidade de diferenciacdo endotelial, expunham marcadores tipicos de células endoteliais
em suas membranas, como o fator de Von Willebrand (VWF), e também incorporavam o
corante cianina de lipoproteina de baixa densidade acetilada (Dil-Ac-LDL), cuja caracteristica
é observada nesse fenotipo. Posteriormente, ao se reconhecer a expressdo na membrana
dessas células dos marcadores CD34, CD133 e VEGFR2, ndo obstante a percepc¢édo de certa

inespecificidade, de forma que células mais imaturas sao marcadas por CD133"VEGFR2" e as
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isoladas da parede de vasos sdo identificadas por CD34"VEGFR2*, definiu-se as células
progenitoras endoteliais. Estas células sdo oriundas da medula 6ssea, do figado ou do
intestino e, caso recrutadas, entram na corrente sanguinea, deslocando-se para areas lesadas,
objetivando a formacdo de novos microvasos, com consequente vasculogénese, que € o
surgimento de capilares através da diferenciacdo dessas células em um novo endotélio
(Crosby et al, 2000, Murasawa e Asahara, 2005, Urbich e Dimmeler, 2004). Embora existam
recentes avangos cientificos neste assunto, os entendimentos sobre as caracteristicas
fenotipicas e funcionais de supostas populaces de células progenitoras vasculares ndo sdo
consensuais, visto ndo haver um marcador peculiar a essas EPCs e nem tampouco uma
precisdo quanto as fontes de células progenitoras endoteliais no organismo (Chao e Hirschi,
2010, Yoder, 2009).

Na literatura cientifica, h& descrigdes associando algumas possibilidades
etioldgicas a fisiopatogénese da hipertensdo primaria, quando do uso experimental de alguns
tipos de células tronco adultas. Alguns trabalhos identificaram alteracdes importantes em
células progenitoras endoteliais, quando em modelos de HAS essencial (Delva et al, 2007,
Lee et al, 2011, de Ciuceis et al, 2011), e, além disso, estudos demonstraram uma acelerada
senescéncia das EPCs em animais e seres humanos hipertensos (Imanishi et al, 2005). Outros
pesquisadores, em seus respectivos trabalhos experimentais, vincularam a participacdo
indispensavel de MSCs nessa fisiopatogenia hipertensiva, uma vez que elas podem se
relacionar ao processo neoangiogénico da microvasculatura do organismo, o que é necessario
para 0 bom funcionamento dos componentes vasculares e, logicamente, da circulacdo global
do organismo (Meirelles Lda e Nardi, 2009, Oskowitz et al, 2011).

Dados prévios do nosso laboratério indicam um déficit funcional nas células
estromais mesenquimais multipotentes de SHRs, em comparacdo as mesmas células dos seus
respectivos animais-controle, o que pdde ser evidenciado pelos ensaios de proliferacdo celular
e de expansdo celular, em cultura, até a senescéncia e diferenciacdo osteogénica e adipogénica
(Oliveira, 2010). Isso permite criar expectativas quanto as deficiéncias funcionais (de
proliferacdo e de diferenciacdo), o que provavelmente se estenderia aos efeitos pro-
angiogénicos dessas células, tornando-se, pelo menos em parte, responsavel pela rarefacdo
microvascular. Além disso, a deficiéncia funcional das MSCs, identificada nos animais SHRs,
pode se refletir em uma modulacdo endotelial deficiente e, consequentemente, em uma

disfuncéo endotelial, a qual € caracteristica importante na HAS (Oliveira, 2010).
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Sendo relevante a participacdo de células tronco adultas na reformulacéo
estrutural e funcional dos diversos 6rgdos e sistemas do organismo humano e entendendo-se
que, caso ocorra alteragbes imprescindiveis ao desempenho correto das suas funcGes, essas
ineficiéncias celulares relacionam-se possivelmente ao surgimento de sindromes ou doencas
ainda ndo elucidadas, como € o caso da hipertensdo arterial sistémica primaria humana, o
entendimento do profundo mecanismo intrinseco e das especificas funcGes de células
tronco/progenitoras em modelos animais de hipertensdo essencial é imprescindivel no auxilio
ao estudo da complexidade dessa sindrome clinica, a qual estd extremamente vinculada a
diversas alteracdes em outros 6rgdos do corpo humano, indicando uma nova possibilidade

experimental para a decifracdo etiologica intricada na HAS.

Em adicdo, a demonstracéo de déficits funcionais destas células tronco adultas de
MO, as EPCs e as MSCs, no SHR e em seres humanos hipertensos suscita imediatamente a
idéia de que a reposicdo dessas celulas por meio de transplante, um exemplo de terapia
celular, poderia proporcionar efeitos benéficos para o tratamento da hipertensdo arterial

sistémica.

Adotando a consideracdo de que a disfuncdo endotelial e a rarefacéo
microvascular sdo alteracbes marcantes na patogenia da hipertensdo (Mcintyre et al, 1999,
Touyz, 2004) e que as mesmas participam do mecanismo fisiopatoldgico das manifestacdes
cronicas da hipertensdo arterial (Prewitt et al, 1982), é plausivel imaginar que o reparo desses
danos, por meio da terapia celular com células tronco/progenitoras de medula 6ssea, possa

promover beneficio terapéutico na HAS.

Diversos trabalhos tém evidenciado beneficios promovidos pelo transplante de
células tronco mesenquimais ou progenitoras endoteliais na hipertensdo pulmonar induzida
pela monocrotalina, em modelos experimentais. Além da reducdo da hipertensdo na artéria
pulmonar, pressao sistolica ventricular direita, relacdo peso ventricular direito/peso corporal e
resisténcia vascular pulmonar, os mecanismos envolvidos nessa melhora parecem estar
envolvidos com a melhora da vasodilatagcdo endotelio-dependente (Baber et al, 2007, Kanki-
Horimoto et al, 2006, Nagaya et al, 2003). Embora a fisiopatologia das duas formas de
hipertensdo, a pulmonar e a sistémica, seja, em muitos aspectos, diferente, tais achados dao
um grande suporte a hipdtese de que o mesmo poderia acontecer na hipertensao arterial

sistémica primaria (Humbert et al, 2004).
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Na literatura, poucos trabalhos sobre o efeito terapéutico de células tronco na
HAS foram encontrados. Kukharchuk et al (2003) descreveram um efeito anti-hipertensivo
croénico (um més) de uma Unica administracdo de células tronco embrionérias alogénicas em
ratos espontaneamente hipertensos, porem sem nenhuma explicacdo mecanistica para tal
efeito. Soloviev et al (2010) verificaram que células tronco mesenquimais humanas sdo
capazes de atenuar o prejuizo na funcéo vascular promovida por irradiagdo em ratos, obtendo
satisfatorio efeito sobre os niveis de pressdo arterial sistolica (PAS) nesses animais. A
administragdo, por via endovenosa (i.v.), semanal de MSCs alogénicas (2x10° células/animal
i.v.), a partir da terceira semana de inducdo de hipertensdo renovascular em ratos, atenuou o
desenvolvimento da hipertensdo sistémica, em dados preliminares, além de reduzir a
expressdo de receptores AT-1 da angiotensina Il na regido rostral ventro-lateral do bulbo
(RVLM) dos animais hipertensos (Oliveira-Sales et al, 2011). Mais recentemente, dados do
nosso laboratorio demonstraram que a administragdo de uma Unica dose de MSCs (5x10°
células/animal i.v.) cultivadas in vitro e oriundas de SHRs isogénicos foi apta a reduzir, por
tempo prolongado (cerca de 15 dias), a PA sistémica de SHRs receptores. Em adicdo, tal
efeito anti-hipertensivo foi acompanhado por melhora da sensibilidade barorreflexa, da

hipertrofia cardiaca e de alguns aspectos morfoldgicos renais (Loss, 2011).

Outros dados do nosso laboratorio demonstraram que a administracdo de EPCs
CD133"VEGFR2" (4x10* células/animal, i.v.) extraidas de MO de SHRs machos, por meio de
imunoadsorcdo magnética, e injetadas em SHRs fémeas receptoras reduziu a PA em cerca de
15-20 mmHg (nos animais tratados com células comparados aos animais controle) por cerca
de duas semanas consecutivas, sendo acompanhada por concomitante reducdo da hipertrofia
cardiaca. Como os SHRs sdo animais isogénicos, tal reducdo da PA observada em ambos os
resultados com MSCs e EPCs CD133"VEGFR2", muito provavelmente, ndo pode ser
atribuida a uma eventual reacdo de rejeicdo imunoldgica e ativacdo de uma resposta

inflamatdria sistémica (Dias da Silva et al, 2005).

Mais recentemente, Nakajima et al (2012) observaram que o transplante de MO
foi capaz de restaurar a perda da funcdo endotelial microvascular em camundongos
hipertensos (condigao adquirida ao prévio “knockout” da expressdo do gene da enzima sintase
de 6xido nitrico - eNOS), o que poderia sugerir que EPCs, ou mesmo HSCs, poderiam ser
importantes no processo de restauracdo da disfuncdo endotelial e melhora da rarefagédo
microvascular, importante redutor da pressao arterial. De fato, estudos tém demonstrado que

células tronco hematopoiéticas sdo capazes de se diferenciarem em células endoteliais
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vasculares e células musculares lisas in vitro e in vivo para a formagdo de novos vasos,
indicando que células tronco adultas podem participar na vasculogénese pos-natal e
angiogénese (Hamano et al, 2000, Zulli et al, 2005).

Diante do aparente potencial terapéutico descrito para as trés populacdes de
células tronco/progenitoras obtidas de medula 6ssea na reparacdo da rarefacdo vascular e/ou
disfuncédo endotelial, com possivel reducdo da pressao arterial, algumas perguntas poderiam
ser formuladas: considerando que os trés tipos de células tronco/progenitoras acima citados
sdo encontrados na fracdo de células mononucleares da medula éssea, qual seria o efeito do
transplante de tal fracdo sobre a pressdo arterial de animais SHRs? Dada a relativa facilidade
de processamento e separacdo desta fracdo de células mononucleares de medula 6ssea, via
centrifugacdo em gradiente de densidade, ndo seria esta uma estratégia de transplante mais
factivel, econdmica e segura, imaginando um eventual cenario de uso clinico dessas células
para o tratamento da HAS? Em outras palavras, nossa hipdtese é de que a administracdo
dessas células tronco/progenitoras presentes na fracdo mononuclear da medula 6ssea, sem
qualquer estratégia adicional de cultivo ou purificacdo, poderia trazer significativos beneficios
terapéuticos para a HAS. Em adicdo, seria o transplante de células mononucleares de medula
Ossea retiradas de animais normotensos WKY (controles naturais dos SHRs, sem os defeitos
genéticos implicados na patogénese da hipertensdo arterial) tdo ou mais eficientes que o

transplante isogénico, ainda que as células de WKY sejam alogénicas, em relacdo aos SHRs?
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2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral do presente trabalho é determinar os efeitos terapéuticos do
transplante de células mononucleares, isoladas e extraidas de medula Ossea, sobre a

hipertensao arterial sistémica em ratos espontaneamente hipertensos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar os efeitos de células mononucleares isogénicas, extraidas de medula 6ssea
de animais SHRs machos jovens e adultos, e de células mononucleares alogénicas, oriundas
de ratos WKY machos adultos, processadas por meio de centrifugacdo em gradiente de
densidade diferencial em solucdo de Ficoll-Paque® e transplantadas em ratas SHR adultas

receptoras, quanto:
- a pressdo arterial sistémica,
- & variabilidade da presséo arterial,
- a0 peso cardiaco,

- & histologia renal.
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3.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados 45 ratos espontaneamente hipertensos (SHR), 04 machos
doadores e 39 fémeas receptoras, com idade inicial de 16-20 semanas, e 02 machos doadores,
com idade inicial de 04 semanas. Além desses, 02 ratos Wistar-Kyoto (WKY) machos
normotensos doadores, com idade inicial de 16-20 semanas, também foram utilizados. Todos
esses animais foram fornecidos pelo biotério da Disciplina de Fisiologia da Universidade
Federal do Triangulo Mineiro (UFTM), onde foram mantidos em condic¢es controladas e
estaveis em biotério climatizado (temperatura 22° C, umidade de 40-70% e ciclo claro-escuro
de 12/12horas) onde tiveram livre acesso a agua e racao (Nubilav CR1, Nuvital S.A., Curitiba,
PR). Todos os procedimentos experimentais empregados no presente trabalho estiveram de
acordo com o Guide for the Care and Use of Laboratory Animals publicado pelo the US
National Institutes of Health (NIH publication No. 85-23, revised 1996) e com as
recomendacdes do Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFTM. Nesse mesmo

comité, este trabalho foi protocolado e aprovado (Protocolo n° 100).

3.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Ratas SHR fémeas foram divididas em 05 grupos experimentais, de acordo com o

tipo de transplante recebido:

3.2.1 Transplante Isogénico

a) grupo controle (CON, administracdo endovenosa de veiculo contendo 1mL de
PBS/EDTA, n=10),

b) grupo transplante de células mononucleares de medula dssea adulta (TMN-Ad,
administracdo endovenosa de um volume de 1 mL contendo uma concentragdo final
de 5x10° células mononucleares isoladas da medula 6ssea de 04 SHRs machos

adultos de 16 semanas de idade, n=10).

c) grupo transplante de células mononucleares de medula 6ssea jovem (TMN-Jv,
administracdo endovenosa de um volume de 1 mL contendo uma concentragdo final
de 5x10° células mononucleares isoladas da medula 6ssea de 02 SHRs machos

jovens de 04 semanas de idade, n=7).
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3.2.2 Transplante Alogénico

d) grupo controle (CON, administracdo endovenosa de veiculo contendo 1mL de
PBS/EDTA, n=5),

e) grupo transplante de células mononucleares de medula 6ssea adulta de ratos WKY
normotensos (TMN-WKY, administracdo endovenosa de um volume de 1 mL
contendo uma concentragdo final de 5x10° células mononucleares isoladas da

medula déssea de 02 ratos WKY machos adultos de 16 semanas de idade, n=7).

3.3 ISOLAMENTO DE CELULAS MONONUCLEARES DE MEDULA OSSEA

Ratos SHR machos, isogénicos, de 16 semanas de idade (TMN-Ad, n=4) ou de 04
semanas de idade (TMN-Jv, n=2), ou ratos WKY normotensos machos de 16 semanas de
idade (TMN-WKY, n=2) foram sacrificados através de uma overdose por anestésico
pentobarbital sodico, 100 mg/kg, i.p.. Logo a seguir, os 0ssos (fémur, tibia e Gmero) retirados
dos animais foram embebidos em PBS/EDTA (pH=7,2) e resfriados, em temperatura de 4-

8°C, até seu posterior processamento.

Utilizando-se de um ambiente asséptico de cabine de fluxo laminar vertical,
removeu-se as epifises Osseas, colocou-se as metafises dentro de tubos hematol6gicos
plasticos, os quais apresentavam um orificio na extremidade inferior, introduziu-se este
conjunto em um tubo falcon de 15mL e centrifugou-se por 3 minutos a 400g. Posteriormente,
a medula éssea total foi ressuspendida em PBS/EDTA (pH=7,2) e filtrada em filtro de nylon
especial com poros de 70 um (Cell Strainer, BDBiosciences, USA), a fim de se remover 0s
agregados celulares e os coadgulos. Apds centrifugacdo (200g por 10 minutos a 4-8°C) e
remocdo do sobrenadante, o sedimento de células de medula Gssea foi ressuspendido
novamente em solucdo de PBS/EDTA. Em seguida, 35 mL da suspensao de medula 6ssea em
PBS/EDTA foram adicionadas sobre 15 mL de solucdo de Ficoll-Paque® (densidade de
1.077) em um tubo conico de 50 mL, tomando-se o extremo cuidado de ndo permitir a mistura
dos dois meios liquidos. Em seguida, uma centrifugacdo a 400g por 40 minutos a 20° C foi

realizada em uma centrifuga refrigerada (Rotanta 460R, Hettich Co.).

Apos a aspiragdo da camada liquida superior, a interfase opalescente, contendo as
células mononucleares e plaquetas, foi transferida para um segundo tubo coénico de 50 mL,

misturada a PBS/EDTA e centrifugada a 300g por 10 minutos a 20° C, seguido da eliminagdo
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cuidadosa do sobrenadante. Com o objetivo de se remover as plaquetas, o sedimento de
células foi ressuspendido em 50 mL de PBS/EDTA e centrifugado a 200g por 10 minutos a
20° C, seguido da eliminacdo cuidadosa do sobrenadante, o qual continha a maior parte das
plaquetas. Apos a repeticdo dessa Ultima etapa por mais uma vez, as células mononucleares

foram suspendidas em meio liquido PBS gelado (4-8°C) misturado a 2 mM de EDTA.

Em seguida, a suspensdo de células mononucleares de medula 6ssea foram
marcadas com o corante fluorescente celltracker CM-Dil (Molecular Probes, Inc.,) pela
incubacdo da suspensdo das células com o corante numa concentracdo final de corante de 4
UM/L por 5 minutos a 37°C em banho-maria, seguido de 15 minutos a 4° C. O celltracker
CM-Dil é um corante fluorescente lipossoltvel baseado no anel da carbocianina que acaba se
ligando permanentemente & membrana plasmatica das células, sem aparente modificacdo de
suas propriedades funcionais (Aicher et al, 2003, Yoon et al, 2005), emitindo uma coloragéo
laranja-avermelhada a microscopia de fluorescéncia, o que a faz um marcador interessante
para monitorizacdo e localizacdo das células marcadas no organismo receptor. Apds o
procedimento de marcacdo, as células foram lavadas e ressuspendidas duas vezes em meio

PBS/EDTA, para se remover o celltracker CM-Dil n&o ligado.

Posteriormente a marcacdo das células, as mesmas foram contadas utilizando-se
um camara de Neubauer. Em adicdo, avaliou-se a viabilidade das células pela coloracdo das
mesmas com azul de Tripan 0,4%. Somente suspensdes com mais de 90% de viabilidade
foram utilizadas. Ap6s a contagem e avaliacdo da viabilidade celular, a suspensdo foi ajustada
para uma concentracdo final de 5x10® células mononucleares/mL e, posteriormente a um
procedimento anestésico com pentobarbital sédico, 100 mg/kg, i.p., foi injetado um total de
5x10° células mononucleares/animal (1 mL/animal), através da veia jugular, nas 24 ratas SHR
fémeas receptoras (com idade entre 16-20 semanas) dos trés grupos, TMN-Ad (n=10), TMN-
Jv (n=7) e TMN-WKY (n=7). O grupo CON (n=10 para o transplante isogénico e n=5 para o

transplante alogénico) recebeu o mesmo volume de PBS/EDTA (1 mL veiculo/animal).

3.4 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

As SHRs fémeas tiveram sua pressao arterial monitorada diariamente ou a cada
dois dias, por até duas semanas, apés o transplante de células mononucleares (grupos TMN-
Ad, TMN-Jv, TMN-WKY) ou de veiculo (grupo CON). Ao longo do periodo de observacéo,

os animais foram pesados em dias alternados. A pressdo arterial caudal e frequéncia cardiaca
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foram avaliadas diariamente ou a cada dois dias, empregando-se 0 método de oclusdo da
artéria caudal, com a utilizacdo de um sistema automatizado (Digital Blood Pressure Meter
LE-5000, Letica S.I., Barcelona, Espanha), o qual permite uma medida indireta da presséo
arterial sistolica (PAS) e frequéncia cardiaca (FC), baseada no ponto de surgimento de

pulsacéo, apos a liberagdo da oclusdo da artéria caudal (Kurtz et al, 2005).

Ao final das duas semanas de observacdo, os animais foram anestesiados por via
intraperitoneal (pentobarbital sédico, 40 mg/kg, i.p.) e submetidos a implantacdo de cateteres
na artéria e veia femorais direitas para a possibilidade de medida direta de pressdo arterial e
administracdo de drogas, respectivamente. As extremidades livres dos cateteres foram
exteriorizadas no dorso dos animais e os mesmos foram alojados em gaiolas individuais para
a recuperacdo anestésica. Apos 24-48 horas da recuperacdo cirurgica, todos os animais foram
submetidos a um registro direto de pressdo arterial por uma hora, através da conecgdo do
cateter arterial a um transdutor de pressdo (modelo P23Gb Statham, Hato Rey, Puerto Rico)
ligado a um amplificador (modelo 8805D, Hewlett Packard), cuja funcéo é enviar o sinal de
pressdo arterial amostrado a 1000Hz a um computador pessoal (IBM/PC) equipado com um
conversor analdgico-digital de 12-bit de resolucdo (modelo CAD12/36, Lynx Tecnologia
Eletrdnica, Sdo Paulo, SP, Brazil). O sinal de pressdo arterial pulsatil foi registrado por uma
hora em ambiente silencioso, com o animal em livre movimentacdo. Esse mesmo sinal foi
utilizado posteriormente para a medida dos valores basais de pressao arterial e avaliagdo dos
parametros de variabilidade cardiovascular.

Ao final do protocolo experimental, amostras de plasma foram coletadas para
posterior analise e os animais foram sacrificados, através de uma overdose por anestésico
pentobarbital sédico, 100 mg/kg, i.p.). Coracdo, pulmdes, rins, figado, baco, aorta e masculos
(gastrocnémio e vasto lateral) foram removidos. Fragmentos dos 6rgdos foram fixados em
formaldeido a 10% tamponado, para posterior processamento histolégico, enquanto outros
fragmentos foram congelados a -80°C, até ulterior processamento bioquimico e histolégico. O
coragdo foi adicionalmente pesado, previamente a fixacdo e congelamento a -80°C,
objetivando-se estimar o peso cardiaco relativo (peso cardiaco/peso corporal), um pardmetro
de hipertrofia cardiaca decorrente da HAS.
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3.5 ANALISE DOS DADOS

Os valores basais médios de FC e de PA sistdlica, diastolica e média foram

calculados para o periodo basal de uma hora de registro.

Para 0 estudo da variabilidade cardiovascular, o sinal de PA pulsétil,
continuamente registrado ao longo do protocolo, foi processado por software (Software PRE-
24, gentilmente cedido por Eng. Dr. Alberto Porta, Universidade de Mildo, Italia), de modo a
gerar séries temporais batimento-a-batimento de intervalo de pulso (IP) e pressdo arterial
sistolica (PAS). A variancia dos valores de IP e PAS, dentro do periodo basal de uma hora, foi

tomada como um indice de variabilidade no dominio do tempo.

A variabilidade do IP e da PAS foi também avaliada no dominio da frequéncia,
empregando-se 0 método de andlise espectral autorregressivo. Os procedimentos tedricos e
analiticos estdo completamente descritos em publicacdes prévias (Malliani et al, 1991, Task
Force, 1996). Brevemente, séries temporais batimento a batimento de IP e PAS, coletados
durante os 60 minutos de registro basal, foram divididas em segmentos seriados de 300
batimentos, sendo que todo segmento sucessivo sobrepunha-se em 50% (150 batimentos) no
segmento anterior (método de Welch). Usando os segmentos estacionarios das séries
temporais, parametros autorregressivos foram estimados através do método de Levinson-
Durbin e a ordem do modelo foi escolhida, de acordo com o critério de Akaike. Em seguida,
sobre cada segmento estacionario individual de 300 batimentos, a decomposicao espectral foi
realizada mediante uso de software apropriado (software, LA-24, gentilmente cedido pelo
engenheiro Dr. Alberto Porta, Universidade de Mildo, Italia). Este procedimento permite
automaticamente quantificar a frequéncia central e a poténcia de cada componente espectral
relevantes em unidades absolutas, bem como em unidades normalizadas. O procedimento de
normalizacdo, aplicado apenas a variabilidade do IP, foi realizado pela divisdo da poténcia do
componente de baixa frequéncia (low frequency — LF; 0,20-0,80 Hz), ou de alta frequéncia
(high frequency — HF; 0,80 —2,50 Hz), pela poténcia espectral total, da qual se subtrai a
poténcia da banda de muito baixa frequéncia (very low frequency — VLF, 0,01-0,20 Hz),
multiplicando-se o resultado por 100 (Malliani et al, 1991, Rubini et al, 1993, Task Force,
1996). Os parametros espectrais obtidos para cada segmento estacionério individual de 300
batimentos foram mediados e valores médios resultantes de 60 minutos de registro foram

obtidos para cada animal.

As seéries temporais de IP e PAS foram adicionalmente submetidas a analise
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espectral cruzada por meio de modelamento autorregressivo, a fim de se calcular a
sensibilidade barorreflexa esponténea, utilizando-se as variacfes naturais da PAS, como sinal
de entrada da alga barorreflexa, e as oscilages esponténeas do IP, como sinal de saida. Dois
pardmetros foram quantificados pela a analise espectral cruzada: a coeréncia e o desvio de
fase. A coeréncia entre os sinais, a qual pode variar de 0 a 1 unidade, quantifica o grau de
dependéncia linear entre os dois sinais. Um valor de coeréncia maior que 0,5 é considerado
estatisticamente significante. O desvio de fase (expresso em radianos), por sua vez, indica o
retardo ou o avanco de tempo da entrada (PAS), em relacdo a saida (IP), e no contexto do
controle barorreflexo do coracdo, somente faixas de frequéncia com desvio de fase negativa
foram consideradas para o calculo da sensibilidade barorreflexa. Se as duas condi¢Ges acima
estiverem presentes (coeréncia > 0,5 e desvio de fase < 0), o que em geral acontece na faixa
de frequéncia LF, a sensibilidade barorreflexa cardiaca espontanea é calculada como o alfa-
indice, ou seja, a raiz quadrada da razdo entre 0 LFip e 0 LFpas, expresso em ms/mmHg
(Pagani et al, 1988).

O peso cardiaco relativo foi calculado para cada animal pela divisdo do peso

cardiaco (em miligrama) pelo peso corporal (em grama), no momento do sacrificio do animal.

3.6 PROCESSAMENTO HISTOLOGICO

Cortes histologicos dos rins fixados em formaldeido foram obtidos por técnica
histologica padréo, confeccionando-se I&minas dos rins dos animais SHRs submetidos ao
transplante de células mononucleares (isogénicas ou alogénicas) ou controle. Os cortes dos
rins foram frontais, permitindo-se assim que fossem observadas tanto a regido cortical, quanto
a medular. Em lamina corada com picrosirius red, utilizando-se um microscopio de luz
convencional (Carl Zeiss Inc.), com aumento de 5x, foram contados todos os glomérulos em
10 campos aleatorios ndo sobrepostos da regido cortical. A densidade de glomerulos por
milimetros quadrados foi quantificada, dividindo-se o nimero total de glomérulos contados

pela area cortical total analisada.

Fragmentos congelados do baco, do coracdo, dos pulmdes e dos rins foram
seccionados em cortes de 5 um e processados para microscopia de fluorescéncia, na tentativa
de se identificar a presenca eventual de células marcadas pelo celltracker CM-Dil. Foram
avaliados campos histologicos aleatérios em microscopio de fluorescéncia (Axio-Observer

Z1, Carl Zeiss, Inc.) com filtro apropriado para fluorescéncia vermelha. Imagens foram
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capturadas por camera digital de alta resolucdo acoplada ao microscopio de fluorescéncia
(Carl Zeiss, Inc.) e digitalizada em um microcomputador (IBM/PC). A presenca de coloracéo
avermelhada em campos aleatérios de alta resolucdo (200x ou 400x) foi tomada como
confirmacdo da presenca de células transplantadas nos 6rgdos dos animais. No bago das
fémeas SHR receptoras das células alogénicas provenientes de animais WKY, contra-

coloracgéo nuclear com DAPI foi também efetuada.

3.7 ANALISE ESTATISTICA

Todos os parametros coletados foram expressos como média (z erro padrdo). Os
dados referentes a medida indireta de pressao arterial e frequéncia cardiaca por meio de
oclusdo da artéria caudal foram analisados empregando-se ANOVA “two way” para medidas
repetidas, seguido de teste de compara¢fes multiplas de Tukey. Os demais dados foram
comparados entre 0s grupos empregando-se o teste de ANOVA “one way”, seguido de teste
de comparacdes multiplas de Tukey, ou o teste de Kruskall-Wallis, seguido do teste de
comparagdes multiplas de Dunn, de acordo com os requisitos estatisticos de normalidade da
distribuicdo e homogeneidade da variancia. As diferengas foram consideradas significativas
guando P<0,05.
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4.1 TRANSPLANTE ISOGENICO DE CELULAS MONONUCLEARES DE MEDULA
OSSEA

Os efeitos do transplante isogénico de células mononucleares de medula 0ssea,
adultas (TMN-Ad) ou jovens (TMN-Jv), sobre a evolugdo da pressao arterial sistélica podem
ser observados na figura 1. Note que, para ambos os transplantes, uma reducéo significativa
da pressdo arterial na artéria caudal inicia-se a partir do quarto dia, atingindo os valores mais
baixos (aproximadamente 20-25 mmHg) de queda em 01 semana, assim permanecendo até o
14° dia, quando a observacdo foi interrompida para a canulagcdo dos animais e medida direta
da presséo arterial.
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Figura 1: Efeitos do transplante isogénico de células mononucleares de medula 6ssea. Valores médios (+
erro padrdo) das pressdes arteriais sistélicas medidas pela artéria caudal a cada dois dias, até o décimo quarto dia
de observacgdo, apds o transplante isogénico de células mononucleares adultas (TMN-Ad) ou jovens (TMN-Jv).
Note a queda da pressdo arterial em ambos os grupos TMN-Ad e TMN-JV, ap6s o quarto dia, quando
comparado ao grupo controle (CON). (* P<0,05 versus grupo CON).
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A tabela 1 mostra os valores hemodindmicos basais coletados nos trés grupos

experimentais, ao final dos 14 dias de observacao, por meio de registro direto da pressao

arterial, durante 01 hora, estando o animal em estado consciente e acordado.

Tabela 1: Efeitos do transplante isogénico de células mononucleares de medula 6ssea. Valores médios (+
erro padrdo) das pressOes arteriais sistdlica (PAS), média (PAM) e diastélica (PAD) e frequéncia cardiaca (FC)
dos grupos controle (CON) e tratados com células mononucleares de medula éssea adulta (TMN-Ad) ou jovem
(TMN-Jv), coletados durante um periodo de registro basal de 01 hora.

CON TMN-Ad TMN-Jv

(n=10) (n=10) (n=7)
PAS (mmHg) 203,2+4,6 172,5+4,6* 171,4+3,3*
PAM (mmHg) 162,6+4,5 137,2+3,8* 135,6+3,5*
PAD (mmHg) 142,4+4.6 119,6+3,7* 122,1+3,5*
FC (bpm) 425,7+14.6 406,2+8,5 407,5+8,1

(* P <0,01 versus grupo CON)

Tanto para os animais do grupo TMN-Ad, quanto do grupo TMN-Jv, a queda de

pressdo arterial registrada diretamente foi de aproximadamente 25 mmHg, se comparada ao

grupo controle, ratificando os dados obtidos pela medida de pressdo indireta na artéria caudal.

Dissertacdo de Mestrado

Thalles Ramos Almeida



Resultados 55

A partir dos sinais de pressdo arterial pulsatil coletados diretamente, séries
temporais de intervalo de pulso e pressdo arterial sistolica foram processadas e submetidas a
analise de variabilidade cardiovascular. A tabela 2 mostra os valores médios dos parametros
temporais e espectrais da variabilidade do intervalo de pulso, o qual foi realizado nos animais
dos grupos TMN-Ad e TMN-Jv, e comparado aos animais controles. Pode-se verificar que
nenhuma modificacdo foi observada na variabilidade da frequéncia cardiaca nos animais

transplantados (figura 2).

Tabela 2: Efeitos do transplante isogénico de células mononucleares de medula 6ssea. Valores médios (+
erro padrdo) dos parametros temporais (variancia) e espectrais da variabilidade do intervalo de pulso dos animais
do grupo controle (CON) e dos animais tratados com transplante de células mononucleares de medula dssea
adulta (TMN-Ad) ou jovem (TMN-Jv), coletados durante um periodo de registro basal de 01 hora.

CON TMN-Ad TMN-Jv

(n=10) (n=10) (n=7)
IP (ms) 142,5+4,9 147,7+4,5 147,2+4,3
Variancia (ms?) 12,5+1,4 10,425 13,745,2
VLF (ms?) 8,4+1,0 6,5+2,4 7,9+2.6
LF (ms?) 1,0£0,3 0,9+0,4 1,3+0,7
LF (u.n) 19,3+3,0 18,4+4,2 27,2472
HF (ms?) 2,610,3 3,0£0,8 2,5+0,9
HF (u.n.) 66,312,6 70,1+3,9 67,5+7,8
Razéo LF/HF 0,43+0,08 0,33+0,08 0,38+0,09

IP (intervalo de pulso), VLF (componente de muito baixa frequéncia), LF (componente de baixa frequéncia), HF
(componente de alta frequéncia), ms (milissegundos), u.n. (unidades normalizadas).
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Por outro lado, em relacdo a variabilidade da presséo arterial sistélica, alteraces
significativas foram verificadas (tabela 3 e figura 2). Uma significativa reducéo da variancia e
dos componentes VLF e LF, bem como uma elevagdo do componente HF, foram observadas.
Tais mudangas associam-se também a uma significativa reducdo da razdo LF/HF da
variabilidade da pressdo arterial (tabela 3 e figura 2). Nenhuma diferenca significativa foi
notada entre os grupos TMN-Ad e TMN-Jv.

Tabela 3: Efeitos do transplante isogénico de células mononucleares de medula 6ssea. Valores médios (+
erro padrdo) dos parametros temporais (variancia) e espectrais da variabilidade de pressdo arterial sistélica
(PAS) dos animais do grupo controle (CON) e dos animais tratados com transplante de células mononucleares de

medula éssea adulta (TMN-Ad) ou jovem (TMN-Jv), coletados durante um periodo de registro basal de 01 hora.

CON TMN-Ad TMN-Jv

(n=10) (n=10) (n=7)
PAS (mmHg) 203,2+4,6 172,5+4,6* 171,4+3,3*
Variancia (mmHg?) 48,8+6,1 30,1+3,1* 29,0+3,2*
VLF (mmHg?) 17,8+2,6 7,1+1,0* 6,7+1,5*
LF (mmHg?) 25,3+3,5 14,1+3,0* 12,5+3,3*
HF (mmHg?) 5,1+0,7 10,5+2,4* 11,1+2,2*
Razéo LF/HF 6,9+0,6 1,51+0,26* 1,34+0,46*

PAS (pressdo arterial sistolica), VLF (componente de muito baixa frequéncia), LF (componente de baixa
frequéncia), HF (componente de alta frequéncia), ms (milissegundos), u.n. (unidades normalizadas). (* p<0,05
versus grupo CON).
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Figura 2: Efeitos do transplante isogénico de células mononucleares de medula dssea. Tragados
representativos das séries temporais (inserto) e densidade espectral de poténcia da variabilidade do intervalo de
pulso (painel acima) e da pressdo arterial sistélica (painel abaixo) de um animal do grupo controle (A) e de um
animal do grupo que recebeu células mononucleares de medula 6ssea adulta (B).
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O célculo do alfa-indice, um marcador de sensibilidade barorreflexa cardiaca
espontanea, ndo mostrou diferenca entre os grupos CON, TMN-Ad e TMN-Jv (tabela 4).
Pode-se verificar também que a coeréncia e o desvio de fase entre a variabilidade do intervalo
de pulso e da pressao arterial sistélica na faixa de LF ndo se mostraram diferentes entre os trés

grupos.

Tabela 4: Efeitos do transplante isogénico de células mononucleares de medula 6ssea. Valores médios (+
erro padrdo) da coeréncia, do desvio de fase e do alfa-indice estimados a partir da analise espectral cruzada entre
as oscilagdes na faixa LF da variabilidade do intervalo de pulso e da pressao arterial sistolica dos animais do
grupo controle (CON) e dos animais tratados com transplante de células mononucleares de medula 6ssea adulta
(TMN-Ad) ou jovem (TMN-Jv), coletados durante um periodo de registro basal de 01 hora.

CON TMN-Ad TMN-Jv

(n=10) (n=10) (n=7)
Coeréncia 0,978+0,010 0,955+0,015 0,934+0,012
Desvio de Fase (r rads) -0,5440,13 -0,67+0,23 -0,65£0,18
Alfa-indice (ms/mmHg) 0,20+0,02 0,25+0,04 0,29+0,09

7 rads. (r radianos), ms (milissegundos), mmHg (milimetros de mercurio)
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O peso cardiaco absoluto (em gramas) e o relativo (em mg/g) (figura 3) foi
significativamente menor nos animais dos grupos TMN-Ad e TMN-Jv, quando comparado ao
grupo CON (respectivamente, 0,850,049 e 4,27+0,18mg/g e 0,81+0,05g e 4,05+0,19mg/g
versus 0,98+0,03g e 4,99+0,17mg/g no grupo CON, p<0,05). N&o houve diferenca
significativa para o peso corporal final dos animais (199,5+7,2g no grupo TMN-Ad,
200,2+6,5g no grupo TMN-Jv versus 196,4+3,8g no grupo CON, ndo significativo).
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Figura 3: Efeitos do transplante isogénico de células mononucleares de medula 6ssea. Valores médios (+

erro padrdo) do peso cardiaco relativo (em mg/g) nos animais do grupo TMN-Ad, TMN-Jv e CON. (*p<0,05
versus grupo CON).
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A densidade glomerular renal (glomérulos/mm?) ndo foram diferentes entre os trés

grupos experimentais (tabela 5 e figura 4).

Tabela 5: Efeitos do transplante isogénico de células mononucleares de medula 6ssea. Valores médios (+
erro padrdo) da densidade glomerular (em glomérulos/mm?) nos animais do grupo controle (CON) e nos animais
tratados com transplante de células mononucleares de medula 6ssea adulta (TMN-Ad) ou jovem (TMN-Jv).

CON TMN-Ad TMN-Jv
(n=5) (n=5) (n=5)
Densidade glomerular 4,9+0,5 5,240,8 5,1+0,9

(glom./mm?)

mm? (milimetros quadrados)

O exame histolégico ao microscépio de fluorescéncia evidenciou a presenca de
marcacgdo avermelhada nos cortes de rins dos animais que receberam células mononucleares
de medula 6ssea marcadas com celltracker CM-Dil (figura 5). Entretanto, o ndmero de
marcacges encontradas foi sempre pequeno, em geral uma ou duas marcagdes por campo
examinado. Eventualmente, foram encontradas marcacGes na camada endotelial de pequenas

artérias renais (figura 5).

Por outro lado, o bago dos animais que receberam células mononucleares de
medula 6ssea apresentou um grande numero de células marcadas (figura 6). Marcacdes raras

foram encontradas nos outros érgéos analisados.
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Figura 4: Efeitos do transplante isogénico de células mononucleares de medula 6ssea. Cortes histolégicos com 5 um de espessura de rins, corados com picrosirius red, de
animais representativos do grupo controle (Painel A) e dos grupos que receberam células mononucleares de medula éssea jovem (Painel B) ou adulta (Painel C). Aumento de
50X.
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(A) (B)

(C) (D)

Figura 5: Efeitos do transplante isogénico de células mononucleares de medula 6ssea. Cortes histolégicos com 5 pm de espessura de rim de um animal representativo do
grupo controle (painel A — 200x) e dos grupos que receberam células mononucleares de medula 6ssea jovem (painel B — 200x) ou adulta (Painel C — 200x e Painel D — 400x),
marcadas com celltracker CM-Dil.
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(A) (B) (C)

Figura 6: Efeitos do transplante isogénico de células mononucleares de medula 6ssea. Cortes histolégicos com 5 um de espessura de bago de um animal representativo do
grupo que recebeu veiculo (Painel A) e dos grupos que receberam células mononucleares de medula 6ssea jovem (Painel B) ou adulta (Painel C), marcadas com celltracker
CM-Dil (B). Aumento de 200X.
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4.2 TRANSPLANTE ALOGENICO DE CELULAS MONONUCLEARES DE
MEDULA OSSEA

Os efeitos do transplante alogénico de células mononucleares de medula 0ssea,
oriundas de ratos WKY normotensos adultos (TMN-WKY), sobre a evolugéo da presséo
arterial sistdlica podem ser observados na figura 7. Perceba que, ap6s o transplante, apesar de
uma leve queda inicial por volta do terceiro dia, nenhuma reducao persistente e significativa
da pressdo arterial na artéria caudal foi observada até 11° dia, quando a observacdo foi

interrompida para a canulagdo dos animais e medida direta da presséo arterial.
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Figura 7: Efeitos do transplante alogénico de células mononucleares de medula 6ssea. Valores médios (+
erro padrdo) das pressGes arteriais sistélicas medidas pela artéria caudal diariamente, até o décimo primeiro dia
de observacdo, apds o transplante alogénico de células mononucleares adultas oriundas de ratos WKY
normotensos (TMN-WKY). Note a tendéncia de queda transitoria da pressao arterial sistolica (no terceiro dia) no
grupo TMN-WKY, quando comparado ao grupo controle (CON). Ao final do periodo de observacdo, nenhuma
diferenca foi observada entre os dois grupos.
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A tabela 6 mostra os valores hemodindmicos basais coletados nos dois grupos
experimentais, ao final dos 11 dias de observacdo, por meio de registro direto da pressao

arterial, durante 01 hora, estando o animal em estado consciente e acordado.

Tabela 6: Efeitos do transplante alogénico de células mononucleares de medula dssea. Valores médios (+
erro padrdo) das pressdes arteriais sistdlica (PAS), média (PAM) e diastolica (PAD) e frequéncia cardiaca (FC),
coletados durante um periodo de registro basal de 01 hora, dos grupos controle (CON) e tratados com células
mononucleares de medula 6ssea adulta de ratos WKY normotensos (TMN-WKY).

CON TMN-WKY

(n=5) (n=7)
PAS (mmHg) 172,458 170,6+4,4
PAM (mmHg) 145,5+6,0 146,8+3,0
PAD (mmHg) 132,5+6,1 134,8+2,8*
FC (bpm) 384,5+25,7 340,2+33,4

Os valores de pressdo arterial e frequéncia cardiaca, registrados por meio direto,
nos animais do grupo TMN-WKY ndo diferiram do grupo controle, confirmando os dados

obtidos pela medida de pressao indireta na artéria caudal.

A partir dos sinais de pressdo arterial pulsatil, coletados diretamente, séries
temporais de intervalo de pulso e pressdo arterial sistolica foram processadas e submetidas a

analise de variabilidade cardiovascular.
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A tabela 7 mostra os valores médios dos pardmetros temporais e espectrais da
variabilidade do intervalo de pulso, medidos nos animais dos grupos TMN-WKY e
comparados aos animais do grupo controle. Pode-se verificar que nenhuma modificacao foi

observada na variabilidade da frequéncia cardiaca, nos animais transplantados.

Tabela 7: Efeitos do transplante alogénico de células mononucleares de medula dssea. Valores médios (+
erro padrdo) dos parametros temporais (variancia) e espectrais da variabilidade do intervalo de pulso, coletados
durante um periodo de registro basal de 01 hora, dos animais do grupo controle (CON) e dos animais tratados
com transplante de células mononucleares de medula 6ssea adulta de ratos WKY normotensos (TMN-WKY).

CON TMN-WKY

(n=5) (n=7)
IP (ms) 156,0+25,2 187,0+18,3
Variancia (ms?) 33,6%7,6 40,745,2
VLF (ms?) 20,5+5,1 26,5+2,7
LF (ms?) 2,0+1,8 2,5+1,1
LF (u.n) 25,4454 28,9+2,7
HF (ms?) 6,3+2,5 8,7+2,1
HF (u.n.) 72,4152 65,7+4,5
Razéao LF/HF 0,41+0,07 0,44+0,06

IP (intervalo de pulso), VLF (componente de muito baixa frequéncia), LF (componente de baixa frequéncia), HF
(componente de alta frequéncia), ms (milissegundos), u.n. (unidades normalizadas).
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Da mesma forma, em relacdo a variabilidade da pressdo arterial sistolica,
nenhuma diferenca significativa foi verificada (tabela 8) entre os grupos TMN-WKY e

controle.

Tabela 8: Efeitos do transplante alogénico de células mononucleares de medula éssea. Valores médios (+
erro padrdo) dos parametros temporais (variancia) e espectrais da variabilidade de pressdo arterial sistélica
(PAS), coletados durante um periodo de registro basal de 01 hora, dos animais do grupo controle (CON) dos
animais tratados com transplante de células mononucleares de medula 6ssea adulta de ratos WKY normotensos
(TMN-WKY).

CON TMN-WKY

(n=5) (n=7)
PAS (mmHg) 172,445.8 170,6+4,4
Variancia (mmHg?) 36,546,6 40,945,9
VLF (mmHg?) 15,5+4,9 18,4+4,1
LF (mmHg?) 22,616,1 19,6+3,3
HF (mmHg?) 3,1+1,8 2,7+0,4
Razéao LF/HF 5,94+0,97 7,31+0,75

PAS (pressdo arterial sistolica), VLF (componente de muito baixa frequéncia), LF (componente de baixa
frequéncia), HF (componente de alta frequéncia), ms (milissegundos), u.n. (unidades normalizadas).
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O célculo do alfa-indice, marcador de sensibilidade barorreflexa cardiaca
espontanea, ndo mostrou diferenca entre os grupos CON e TMN-WKY (tabela 9). Pode-se
notar também que a coeréncia e o desvio de fase entre a variabilidade do intervalo de pulso e

da pressao arterial sistélica na faixa de LF ndo se mostraram diferentes entre os dois grupos.

Tabela 9: Efeitos do transplante alogénico de células mononucleares de medula dssea. Valores médios (+
erro padrdo) da coeréncia, do desvio de fase e do alfa-indice estimados a partir da analise espectral cruzada entre
as oscilagBes na faixa LF da variabilidade do intervalo de pulso e da pressdo arterial sistolica, coletadas durante
um periodo de registro basal de 01 hora, dos animais do grupo controle (CON) e dos animais tratados com
transplante de células mononucleares de medula dssea adulta de ratos WKY normotensos (TMN-WKY).

CON TMN-WKY

(n=5) (n=7)
Coeréncia 0,943+0,013 0,932+0,012
Desvio de Fase (n rads) -0,52+0,17 -0,63+0,29
Alfa-indice (ms/mmHg) 0,28+0,09 0,33+0,05

7 rads. (r radianos), ms (milissegundos), mmHg (milimetros de mercurio)
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O peso cardiaco absoluto (em gramas) e o relativo (em mg/g) (figura 8) foi
semelhante entre os dois grupos estudados (0,76+0,01g e 4,04+0,06mg/g no grupo TMN-
WKY versus 0,79+0,04g e 4,12+0,11mg/g no grupo CON, p = ndo significativo). N&do houve
diferenca significativa para o peso corporal final dos animais (187,1+1,7 no grupo TMN-
WKY versus 190,2+3,5g no grupo CON, p = ndo significativo).
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Figura 8: Efeitos do transplante alogénico de células mononucleares de medula 6ssea. Valores médios (+
erro padrdo) do peso cardiaco relativo (em mg/g) nos animais do grupo CON e TMN-WKY.
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A densidade glomerular (glomérulos/mm?) néo diferiu entre os grupos
experimentais TMN-WKY e CON (tabela 10). A figura 9 ilustra a semelhanca na quantidade

de glomérulos por campo encontrados em ambos 0s grupos.

Tabela 10: Efeitos do transplante alogénico de células mononucleares de medula 6ssea. Valores médios (+
erro padrdo) da densidade glomerular (em glomérulos/mm?) nos animais do grupo controle (CON) e nos animais
tratados com transplante de células mononucleares de medula éssea adulta de ratos WKY normotensos (TMN-
WKY).

CON TMN-WKY
(n=5) (n=5)
Densidade glomerular 4,93+0,26 4,95+0,20

(glom./mm?)

mm? (milimetros quadrados)

O exame histoldgico ao microscopio de fluorescéncia ndo conseguiu evidenciar
nenhuma marcacdo avermelhada em todos os cortes dos rins, pulmdes e coragdes dos animais
que receberam células mononucleares de medula 6ssea marcadas com celltracker CM-Dil.

Por outro lado, o baco dos animais que receberam células mononucleares de
medula Ossea adultas de ratos WKY apresentou um namero relativamente frequente de
células marcadas (figura 10-B). Em alguns pontos do baco, marca¢Ges mais intensas foram
notadas, as quais pareciam estar circundadas por células mononucleares, cujos nucleos foram

marcados com DAPI. (figura 10-C).
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Figura 9: Efeitos do transplante alogénico de células mononucleares de medula éssea. Cortes histolégicos com 5 um de espessura de rins, corados com picrosirius red, de

animais representativos do grupo controle (Painel A) e do grupo que recebeu células mononucleares de medula dssea de rato WKY normotenso (Painel B). Aumento de 50X.

Thalles Ramos Almeida
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(A) (B) (C)

Figura 10: Efeitos do transplante alogénico de células mononucleares de medula 6ssea. Cortes histoldgicos com 5 um de espessura de baco de um animal representativo
do grupo controle (painel A —200x) e do grupo que recebeu células mononucleares de medula 6ssea de rato WKY normotenso marcadas com celltracker CM-Dil (painel B —
200x). Note, no painel C (400x), fluorescéncia avermelhada (celltracker CM-Dil) circundada por nicleos celulares marcados com DAPI.
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O presente trabalho teve como principal achado uma reducdo da pressao arterial
sistémica associada a uma melhora na variabilidade de baixa frequéncia (LF) da pressédo
arterial e na hipertrofia cardiaca, em decorréncia do transplante isogénico de células
mononucleares, de medula 6ssea, adultas e jovens em ratos espontaneamente hipertensos. Tal
descoberta é inédita, ndo tendo ainda sido relatada por nenhum artigo cientifico da literatura,
até o presente momento.

A certificacdo de viabilidade de transplantes cardiacos de coragdes de neonatos de
SHRs para orelhas de SHRs adultos, apds 04 semanas (Dias da Silva et al, 2005, observactes
ndo publicadas), caracterizada por batimentos visiveis, ritmicos e regulares em frequéncias
cardiacas similares ao citados na literatura (Fey et al, 1998), demonstra a isogenicidade dessa
linhagem, como ja relatado por outros autores em diferentes contextos experimentais
(Smallegange et al, 2004, Smallegange, Kline e Adams, 2003). Assim sendo, pode-se afirmar
que, no periodo de até um més, células de SHRs doadoras ndo sao rejeitadas pelo sistema
imune dos animais receptores, o que exclui a possibilidade de rejeicdo imunoldgica das
células de medula dssea transplantadas em SHRs. A favor dessa afirmacéo, esta o fato de que,
apos 15 dias de transplante, a marcagdo com celltracker CM-Dil foi encontrada em varios

tecidos, incluindo o parénquima renal e o baco.

Por outro lado, a auséncia de qualquer efeito do transplante das células
mononucleares de medula déssea de ratos WKY normotensos, as quais sdo alogénicas em
relacdo as SHRs receptoras, sugere fortemente uma resposta imune montada contra as células
WKY alogénicas transplantadas, as quais muito provavelmente foram eliminadas dos varios
tecidos corporais das SHRs receptoras. De fato, em nenhum dos cortes histoldgicos, a excecédo
do baco, foram observadas células CM Dil+, o que contrasta com os achados do transplante
isogénico acima citado, onde células CM Dil+, ainda que de forma escassa, foram
encontradas nos varios tecidos receptores examinados. Em refor¢o a ideia de eliminacdo das
células alogénicas transplantadas, podemos mencionar a presenca de marcacdo de células e
concentrados de CM-Dil no baco das SHRs receptoras isogénicas, onde, em torno dos
concentrados de CM-Dil, pode ser notado um conjunto de células mononucleares
circunjacentes, sugerindo, talvez, uma resposta de ativagdo imune. Entretanto, tal achado
necessita de confirmacao adicional. Porém, dados de Dias da Silva et al (2005, observacdes
nédo publicadas) mostram claramente uma marcada rejeicdo imune de transplantes de coragoes
neonatais de WKY para orelhas de SHRs adultos, a qual ja se manifesta como auséncia de

batimentos e/ou atividade elétrica irregular e ulceracdo cutédnea na orelha, ja na primeira
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semana apos o transplante, evidenciando assim a alogenicidade do transplante no contexto
WAKY para SHR. Tal fato € reforcado por outros relatos de literatura com transplantes renais,

por exemplo (Bianchi et al, 1974).

A resposta hipotensora no transplante isogénico foi observada apds o transplante
de células mononucleares de medula 6ssea extraidas por centrifugagdo em Ficoll-Paque® e
marcadas com celltracker CM-Dil, oriundas tanto de animais doadores adultos hipertensos
(16 semanas de idade), como de doadores jovens pré-hipertensos (04 semanas de idade). Tais
achados sugerem que a idade e a condicdo de pressao arterial dos sujeitos doadores de medula
Ossea parecem nado influenciar o perfil de resposta anti-hipertensiva das células
mononucleares de medula 6ssea. Em adicdo, o contato das células com o Ficoll-Paque®, bem
como a marcacao com o celltracker CM-Dil, pressupdem nédo afetar a resposta hipotensora
observada. Todas as células tronco multipotentes encontradas na medula 6ssea séo localizadas
na fracdo mononuclear, isolada apés centrifugacdo diferencial em gradiente de densidade
(Perin et al, 2003, Strauer e Kornwski, 2003, Verfaillie, 2002, Zubair, Silberstein e Ritz,
2002), o que sugere que a resposta hipotensora observada pode ser decorrente do efeito de
celulas tronco ali presentes. Entretanto, ndo se deve afirmar nada quanto a qual tipo de célula
tronco estaria exercendo tal efeito, se hematopoiética, mesenquimal ou progenitora endotelial.
Além disso, ndo se pode descartar em hipotese alguma, com os dados obtidos até o momento,
que este efeito hipotensor possa também ser exercido por células pré-linfociticas ou pré-
monociticas, também presentes na camada mononuclear obtida no procedimento de separacdo

celular.

Nos experimentos realizados com o transplante de células mononucleares de
medula dssea isogénica, percebeu-se uma tendéncia de elevacdo da pressao arterial em
direcdo aos niveis hipertensivos prévios, na ultima medida executada no décimo quarto dia, 0

que poderia sugerir um efeito hipotensor temporario do transplante.

Esse efeito hipotensor temporario do transplante de células mononucleares de
medula 0ssea deveria mesmo ser esperado, uma vez que as células transplantadas sdo, como
acima atestado, isogénicas (células que carregam a mesma carga genética hipertensiva, o que
caracteriza 0 modelo SHR). Embora haja uma queda da presséo arterial associada a melhora
na variabilidade da pressao arterial e na hipertrofia cardiaca, € possivel que as alteragdes
genéticas portadas por estas novas células, mais cedo ou mais tarde, acabem por serem

expressas, tornando-as alteradas, desfazendo-se, assim, 0s eventuais efeitos benéficos.
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Para contornar esse eventual problema, uma abordagem terapéutica interessante a
ser adotada seria a manipulacdo genética das células tronco de medula 6ssea antes da
administracdo sistémica das mesmas, na tentativa de se corrigir ou se reverter um ou mais
defeitos genéticos conhecidos, os quais sdo associados ao desenvolvimento da HAS.
Modificacdo genética de células tronco para hiperexpressar fatores de crescimento
angiogénicos, aumentar a atividade de sinalizacdo da resposta angiogénica, melhorar a
biodisponibilidade e/ou estender o periodo de vida das células tronco constituem-se,
inclusive, estratégias alternativas que poderiam otimizar o provavel efeito terapéutico anti-
hipertensivo das células tronco. Entretanto, tais abordagens terapéuticas, conhecidas como
terapias hibridas, génicas e celulares, para o0 nosso conhecimento, nunca foram testadas no

contexto da hipertensdo arterial sistémica.

Apesar disso, varios estudos pré-clinicos, em outros contextos patolégicos, como
no IAM (Mangi et al, 2003, Matsumoto et al, 2005), isquemia de membros inferiores
(lwaguro et al, 2002), hipertensdo pulmonar (Nagaya et al, 2003), etc., demonstraram a
exequibilidade e efetividade terapéutica desta abordagem. Genes alvos, como 0s que
expressam VEGF, superdxido dismutase, NO sintase endotelial, adrenomedulina, etc.,
poderiam ser efetivos, se transfectados em células tronco isogénicas de SHR.

A andlise de variabilidade da frequéncia cardiaca, por meio de analise espectral, é
atualmente um método amplamente aceito para a avaliacio da modulacdo autonémica
simpatica e parassimpatica do coracdo (Malliani et al, 1991, Task Force, 1996). A frequéncia
cardiaca basal; a poténcia das oscilagdes do LF, um marcador de modulacdo simpatica
cardiaca; a poténcia das oscilagbes do HF, um marcador de modulacdo parassimpatica vagal
cardiaca, e a razdo LF/HF, uma expressdo do balanco simpato-vagal cardiaco (Malliani et al,
1991, Task Force, 1996), ndo foram modificadas no presente trabalho pelo transplante de
celulas mononucleares de medula dssea. Além disso, a sensibilidade barorreflexa cardiaca
espontanea dos animais que receberam células mononucleares de medula Gssea isogénicas,
avaliada pelo célculo do alfa indice (Pagani et al, 1988), ndo se mostrou diferente dos animais
controle, mostrando-se bastante atenuada. Isto contraria o esperado, visto que a queda
significativa da pressdo arterial poderia induzir uma esperada melhora na funcao

barorreceptora, via mecanismos de adaptacdo cronica (Chapleau et al, 1995).

Tais achados, embora frutos de métodos de avaliacdo indireta do controle neural

do coracdo, sugerem que o efeito hipotensor do transplante de células mononucleares de
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medula 6ssea aparentemente ndo dependem totalmente de alteragcdes nos mecanismos neurais
centrais e/ou periféricos de controle da presséo arterial. E importante ressaltar, entretanto, que
experimentos adicionais, envolvendo, por exemplo, registro de atividade simpatica periférica,
quantificacdo de tébnus simpatico e parassimpaético, testes farmacoldgicos do barorreflexo,

entre outros, sdo necessarios para confirmar esses achados indiretos.

Os resultados obtidos na analise de variabilidade da presséo arterial sistolica apds
o transplante isogénico mostraram, porém, uma significativa atenuacdo da variabilidade total
da pressdo arterial (variancia), principalmente decorrente de reducédo na variabilidade do VLF
e do LF. As oscilagbes VLF, embora geradas por mecanismos neuro-humorais complexos néo
completamente entendidos, sdo bastante atenuadas por dois sistemas tampdes de oscila¢bes da
pressdo arterial: 0s barorreceptores arteriais (Cowley, Liard e Guyton, 1973) e o 6xido nitrico
endotelial (Stauss e Persson, 2000). Como acima mencionado, evidéncias indiretas parecem
sugerir que os barorreceptores ndo se modificaram, ap6s o transplante de medula 6ssea.

O sistema da NO sintase endotelial, além das inGmeras fungdes vasomotoras e
reoldgicas ja descritas (Umans e Levi, 1995), parece ser importante também na atenuacao de
oscilacbes da pressdo arterial, nas faixas VLF e, principalmente, LF, através de um
mecanismo de retroalimentagéo negativa, baseado na tenséo de cisalhamento endotelial (Nafz,
Wagner e Persson, 1997, Stauss et al, 1999, Stauss e Persson, 2000). Por exemplo, eventuais
elevacBes da pressdo arterial resultariam em um aumento de fluxo para os tecidos, o que
elevaria a tensdo de cisalhamento endotelial, estimulando a liberagdo de NO, provocando
vasodilatacdo arterial com consequente queda da resisténcia periférica, normalizando assim a
pressdo arterial. Este sistema de retroalimentacdo negativa opera com sua maior eficacia na
faixa de oscilagdo de LF e VLF. Bloqueio farmacologico ou “knockout” génico da NOS
endotelial aumentam as oscilacfes de baixa frequéncia da pressdo arterial em animais de
laboratério (Nafz et al, 1996, Nafz, Wagner e Persson, 1997, Stauss et al, 1999, Stauss e
Persson, 2000).

Nos SHRs, os quais, em comparagdo com animais normotensos, apresentam altos
valores de variabilidade da pressdo arterial na faixa VLF e LF, parte dessa elevada
variabilidade poderia ser dependente da disfuncdo endotelial, amplamente descrita neste
modelo (Mcintyre et al, 1999), com consequente incapacidade de tamponamento das
oscilacBes da pressdo arterial, por parte do dxido nitrico. Inimeros trabalhos na literatura tém

descrito uma reduzida producdo e/ou biodisponibilidade do NO em SHR (Junquero et al,
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1993, Li e Joshua, 1993). A reducdo das oscilacbes de VLF e LF da pressdo arterial,
observada em nosso estudo, apo6s 15 dias de transplante de células mononucleares de medula
0ssea, poderia indicar um efeito benéfico das celulas transplantadas, melhorando a disfuncéo
endotelial e a formacdo e/ou biodisponibilidade NO, aumentando, dessa forma, a capacidade
do 6xido nitrico endotelial em tamponar as oscilagcdes da pressdo arterial. Além desse feito,
uma eventual melhora na funcdo endotelial poderia também explicar o efeito hipotensor do
transplante. Porém, experimentos adicionais envolvendo testes diretos de funcdo endotelial
sd0 necessarios para confirmar um potencial efeito benéfico das células transplantadas, sobre
a funcdo endotelial de SHRs. Em adi¢éo a isso, como o componente LF da variabilidade da
pressdo arterial € em parte gerado por uma modulacdo simpatica para 0s vasos periféricos
(Pagani et al, 1988), ndo se pode aqui descartar também um efeito do transplante de medula
Ossea na reducdo da aumentada atividade simpética dos SHRs. Porém, os dados de
variabilidade da frequéncia cardiaca sugerem ndo apoiar essa hipotese.

Em resumo, os dados obtidos neste atual trabalho indicam que células
mononucleares de medula 6ssea isogénicas ndo somente reduzem a pressdo arterial elevada,
como também melhoram a variabilidade da pressdo arterial, sugerindo uma melhora da
disfuncdo endotelial, sendo esta presente em SHRs. Por quais mecanismos células
mononucleares de medula 0ssea poderiam estar melhorando a hipertensdo e a disfuncéo
endotelial desses animais? As respostas para tal pergunta ndo sdo ainda possiveis, contudo
algumas hipéteses podem ser lancadas, as quais se baseiam no conhecimento prévio ja
acumulado em estudos de células de medula 6ssea.

No conjunto de células mononucleares presente na medula &ssea, dois
contingentes de células poderiam ser importantes: as células tronco (hematopoiéticas,
mesenquimais e/ou progenitoras endoteliais) e as células monociticas. Em relacéo as células
tronco, varios sdo os trabalhos da literatura que demonstram a habilidade das mesmas na
diferenciacdo em células endoteliais e na incorporacdo em superficies vasculares (re-
endotelizacdo), ou ainda de se integrarem em novos vasos, formados pelo mecanismo da
vasculogénese pos-natal. Aqui, é imprescindivel ressaltar a especial habilidade das células
progenitoras endoteliais CD133* e/ou CD34" e VEGFR2" na realizacdo destas funcles
(Asahara e Kawamoto, 2004, Urbich e Dimmeler, 2004). Entretanto, dados recentes da
literatura também demonstram que células monociticas CD133", CD34baixo e VEGFR2",
porém CD14*, também apresentam propriedades semelhantes, fundamentalmente no contexto

da neovascularizagéo inflamatdria (Romagnani et al, 2005).
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Além da possivel diferenciagdo dessas células em células endoteliais, outro
provavel mecanismo, também descrito na literatura em outros contextos, poderia ser uma
eventual acdo paracrina e, até mesmo, endocrina das mesmas, ja que elas sdo aptas a
secretarem uma vasta gama de fatores de crescimento/citocinas, muitas das quais detém
propriedades angiogenéticas, pro-sobrevivéncia celular e anti-apoptoticas, como o VEGF, o
fator 1 alfa derivado de célula estromal (SDF1-a), a angiopoictina 1 ¢ 2, o fator de
crescimento derivado de plaqueta (PDGF), o fator estimulador de col6nias granulociticas (G-
CSF), a eritropoietina, entre outros. Além dessas caracteristicas, pode estar havendo uma
estimulacdo da expressdo e/ou ativagdo de NO sintase endotelial, da expressdo de enzimas
removedoras de radicais livres, como a superdxido dismutase, da secrecdo de substancias
vasodilatadoras, como a adrenomedulina, etc. (Gnecchi et al, 2005, Heil et al, 2004, Losordo
e Dimmeler, 2004).

Embora neste estudo tenha sido observada a incorporacdo de marcacdo de
celltracker CM-Dil na camada endotelial de pequenas artérias renais, 0 nimero de células
encontradas nos rins foi relativamente pequeno para se pensar na hipdtese de diferenciacao
celular em endotélio, re-endotelizagdo ou vasculogénese pds-natal. Isso aparentemente
poderia parecer surpreendente, ja que, se considerarmos que cerca de ¥ do débito cardiaco
irriga os rins, seria de se suspeitar numa grande marcacado nos rins, fato que nao foi verificado.
Talvez o0 acontecimento mais provavel seja o efeito pardcrino/enddcrino das células
mononucleares, cujo entendimento seria mais plausivel, mesmo com um pequeno nimero de
células incorporadas. Além disso, essas células parecem situar-se preferencialmente em outros
orgdos, como é o caso da propria medula éssea do receptor, o figado e, indubitavelmente, o
baco, evidenciando a preferéncia e a atracdo quimiotatica das mesmas pelo ambiente
hematopoiético (Verfaillie, 2002) ou ainda no pulmédo, porém em menor extensdo, ja que
muitas das células injetadas ficam presas na microcirculacdo pulmonar, posteriormente a
primeira passagem nesse 6rgdo, apds a administracdo intravenosa pela veia jugular (Aicher et
al, 2003).

Por fim, o presente trabalho procurou avaliar também as consequéncias da
reducdo da pressao arterial sistémica, decorrente do transplante de células mononucleares de
medula 0ssea sobre alguns importantes orgdos-alvo, mais especificamente, o coracdo e 0s
proprios rins. Em relacdo ao coragdo, pode-se observar que, apos apenas 15 dias de pequena
hipotensdo (cerca de 25 mmHg somente), uma significativa reducdo da hipertrofia cardiaca

foi verificada (cerca de 12% de reducdo do peso cardiaco relativo), o que deve ser
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inequivocadamente consequente a reducdo da sobrecarga hemodindmica imposta ao coragéo.
Entretanto, estudos adicionais sdo necessarios para se completar o entendimento acerca dos
mecanismos envolvidos na reducdo da hipertrofia e se algum efeito anti-fibrogénico e/ou

neovascularizante poderiam também ser encontrados.

Em relacdo aos rins, utilizando-se de uma técnica de morfometria para
quantificacdo da densidade glomerular, ndo se identificou qualquer modificacdo na densidade
glomerular, posterior aos 15 dias de hipotensdo provocada pelo transplante de ceélulas
mononucleares de medula ¢ssea. E bem descrito na literatura, uma progressiva perda
glomerular vigente em SHR ao longo de sua vida (Persson, 2003, Retig e Grisk, 2005).
Todavia, a velocidade de perda nefronica acelera-se substancialmente em idades mais
avancadas, para além de 30-40 semanas. Os animais estudados no trabalho tiveram uma idade
inicial de 16 semanas, podendo ser ainda considerados jovens e, portanto, sem perda
nefronica acelerada. Assim sendo, por conta da baixa velocidade de perda nefronica em
animais com idades jovens, pela pequena queda relativa na hipertensdo e, talvez, pelo
pequeno tempo de observacdo (15 dias), ndo foi possivel demonstrar uma preservacao
nefronica posteriormente ao transplante de células mononucleares de medula 6ssea em SHRs.
Estudos adicionais, envolvendo a avaliagdo de outros aspectos funcionais e estruturais dos

rins, fazem-se necessarios.

O presente estudo apresenta algumas limitacGes. A principal delas refere-se a
incapacidade do estudo de demonstrar o real mecanismo da acdo hipotensora, além de nédo
permitir identificar qual(is) célula(s) esta(do) executando essa agdo hipotensora. Porém,
levando-se em consideracdo o crescente uso de transplante de células mononucleares de
medula 6ssea em seres humanos atualmente, portadores de diferentes condicdes clinicas ndo
hematoldgicas, parece-nos muito relevante descrever um provavel efeito terapéutico destas
células no contexto da HAS. Métodos de cultivo e separacao de populagdes especificas de
células, ainda que necessarios para a real elucidacdo destas questbes, sdo, em sua maioria,
onerosos e, em algumas situacdes, perigosos, principalmente em relacdo ao cultivo in vitro de
células, cuja manipulacéo indica inducéo de modificacfes genéticas e instabilidade gendmica,

ja apds algumas poucas passagens in vitro (Ahmadbeigi et al, 2011, Carothers et al, 2012).

Embora com limitagdes, o atual estudo traz imprescindiveis implicacdes clinicas:
um melhor entendimento do papel de células mononucleares de medula dssea na

fisiopatologia da hipertenséo arterial essencial e, talvez 0 mais importante, a perspectiva do
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uso terapéutico de células tronco de medula dssea autdloga, e ndo alogénicas, para o
tratamento da HAS, a qual figura como importante marcadora de risco, predispondo a
inimeras outras doencas do sistema cardiovascular. Além do aspecto dos mecanismos de acéo
terapéutica, outra importante implicacdo clinica € o tempo de agdo hipotensora: 15 dias no
rato. Esse tempo representaria, nos seres humanos, teoricamente, aproximadamente 450 dias
(cerca de 1,3-1,5 anos), levando-se em consideracdo a relacdo de expectativa de vida das duas

especies (2-2,5 anos para o rato e 70-80 anos para 0 homem).
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A partir dos resultados obtidos neste estudo, algumas conclusdes foram

identificadas:

1) O transplante de células mononucleares de medula dssea oriundas de doadores

Isogénicos adultos e jovens:
- reduz a pressdo arterial sisttmica em SHRs,

- ndo modifica a variabilidade da frequéncia cardiaca, nem a sensibilidade
barorreflexa cardiaca espontanea, sugerindo uma eventual auséncia de efeitos autonémicos

sobre o coragéo dos animais SHRs,

- reduz a variabilidade da presséo arterial nas faixas de VLF e LF em ratos

espontaneamente hipertensos, sugerindo um eventual efeito na via do 0xido nitrico endotelial,
- reduz a hipertrofia cardiaca em ratas espontaneamente hipertensas,

- ndo modifica a densidade glomerular renal de animais SHRs, ap6s 15 dias de
transplante.

Além disso, células mononucleares isogénicas transplantadas foram encontradas
em varios 6rgdos, incluindo o parénquima renal e o bacgo, apds 15 dias do transplante, com

algumas delas presentes na parede arterial de pequenas artérias renais.

2) O transplante de células mononucleares de medula dssea alogénicas, oriundas
de ratos WKY normotensos, ndo apresentaram quaisquer efeitos de longo prazo no modelo de
hipertensdo arterial espontanea em ratos imunocompetentes, provavelmente devido a rejeicao

imunoldgica.

Por todas estas acdes, 0 uso de células mononucleares de medula éssea isogénica

parece representar uma nova perspectiva terapéutica para a hipertensao arterial sistémica.
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