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RESUMO

A hipertensao arterial sistémica (HAS) € definida pela pressao sistolica=140mmHg e
pressao diastélica=90mmHg, afetando 1/5 da populacdo mundial sendo um grande
problema de saude mundial. InUmeros avancos tém sido realizados para o
entendimento das bases fisiopatologicas desta sindrome. No entanto falta muito
ainda por ser investigado para se conhecer bem a patogénese da hipertensao
arterial, reconhecidamente de origem multifatorial. Apesar dos avangos
farmacoldgicos, a HAS nao apresenta cura definitiva. O presente trabalho foi
realizado com objetivo de investigar os efeitos do transplante de células
mononucleares cultivadas em meio basal de endotélio sobre 0s niveis pressoricos,
como uma possivel estratégia terapéutica. Células mononucleares (MNC) de medula
Ossea foram extraidas da tibia e fémur de 16 ratos espontaneamente hipertensos
(SHR) machos de 16 semanas e em seguida plagueadas em placas de cultura
recobertas com fibronectina e cultivadas em meio basal de endotélio suplementado
com fatores de crescimento por duas semanas. Fibroblastos, usados como células
controle, foram extraidos da pele dos mesmos animais utilizados na extracdo das
MNC. Células mononucleares cultivadas em meio basal de endotélio (n=14) ou
fibroblastos (n=11) marcados com CM-Dil celltracker foram injetados
intravenosamente (1 x 10%celllas/rato, i.v.) em fémeas SHR de 16 semanas de
idade. FEémeas SHR (grupo controle; n=14) pareados por idade receberam veiculo. A
pressao arterial indireta foi analisada antes e apés o transplante pelo método de
pletismografia da cauda. No 15° dia pds-transplante, os animais foram anestesiados
e canulados e apo0s 24 h fez-se o registro direto de pressado arterial por 1 hora
(frequéncia de amostragem de 1000Hz). A partir do sinal de presséo arterial direta
séries temporais de presséao arterial sistélica (PAS), pressao arterial diastélica (PAD)
e intervalo de pulso (IP) foram avaliadas por analise espectral autorregressiva mono
e bivariada. Ao final, sob anestesia, a funcdo endotelial sistémica foi avaliada em
cada animal medindo-se as respostas vasodepressoras a acetilcolina e
nitroprussiato de sodio. Os resultados do presente trabalho ndo demonstrou
diferenca significativa entre os grupos em relacdo a pressdo arterial média
(151.12+4.58mmHg no grupo transplantado MNC; 151.82.+4.23mmHg no grupo dos
fibroblastos e 146.83+£3.91mmHg no grupo controle, p=nao significativo) e nem
entre os parametros espectrais. A freqiiéncia cardiaca dos animais transplantados
com fibroblastos foi menor quando comparada aos demais grupos

(340.33+£10.67bpm grupo fibroblasto;** 369.96+4.57bpm no grupo tratado MNC e
374.47+5.55bpm no grupo controle, p<0,05 * fibroblasto versus salina e *fibroblasto
versus MNC). A sensibilidade barorreflexa espontanea quantificada pela analise
espectral  bivariada demonstrou melhora no grupo dos fibroblastos
(0.85+0.04ms/mmHg grupo fibroblasto;* 0.46+0.03ms/mmHg no grupo controle e
0.41+0.04ms/mmHg no grupo tratado com MNC, p<0,05 #fibroblasto versus MNC).
Entretanto, a funcdo endotelial sistémica ndo diferiu entre 0s grupos experimentais.
Estes resultados indicam que células mononucleares de medula dssea cultivadas
em meio basal de endotélio com propriedades funcionais de células endoteliais ndo
apresentam capacidade efetiva de reduzir a presséo arterial e a frequiéncia cardiaca
em SHR. Por outro lado, fibroblastos foram capazes de melhorar a frequéncia
cardiaca e a sensibilidade barorreflexa dos animais hipertensos.

Palavras chave: Hipertenséo arterial sistémica, Mononuclear, Fibroblasto, Terapia
celular



ABSTRACT

Systemic arterial hypertension (SAH), defined as a systolic blood pressure =140
mmHg and diastolic blood pressure 290 mmHg, affects around 1/5 of entire world
population, being a huge public health problem. Although several advances have
been achieved to understand the pathophysiological base of the essential arterial
hypertension, which represents 90-95% of cases of SAH, the complete framework of
pathogenesis is not completely understood, deserving yet several efforts of basic and
clinical investigative research. Despite of several and successful therapeutic
strategies based mainly in pharmacological approach, essential hypertension has not
yet a definitive cure, making imperative new therapy searching. The aim of the
present study was to investigate the effects of mononuclear cell cultivated in
endothelial basal medium (EBM) on arterial pressure (AP) levels as a possible
therapeutic strategy. Mononuclear cells (MNC) were extracted from tibiae and femurs
of 16 syngeneic donor male 16-weeks old SHRs, and then MNC were plated on
culture dishes coated with human fibronectin and cultured in endothelial cell basal
medium-2 supplemented with growth factors for two weeks. Fibroblast used like
control cells were extracted from skin of the same male SHR used. EBM cultivated
mononuclear cells (n=14) or fibroblast (n=11) labeled with CM-Dil cell tracker were
injected intravenously (1 x 10%cells/rat, i.v.) in 16-weeks old female receptor SHRs.
Age-matched female SHRs (control group; n=14) have received vehicle. Indirect AP
was recorded before and after transplantation by means of tail occlusion method. At
the 15° day, after previous canulation (24 hs), all animals had their AP recorded
during one hour in a computerized data analysis system (sampling rate of 1000Hz).
The direct arterial pressure signal was analyzed by mono- or bivariate autoregressive
spectral analysis. At the end, under anesthesia, systemic endothelial function was
assessed by measuring the vasodepressor responses to acetylcholine and sodium
nitropussiate. After sacrifice, absolute and relative heart weight was measured. No
significant differences were observed in mean AP of distinct groups
(151.12+4.58mmHg for EBM cultivated MNC group, 151.82.+4.23mmHg for fibroblast
group and 146.83+3.91mmHg for control group, p=non significant) as well as in
spectral parameters. Interestingly, the baseline heart rate of animals transplanted
with fibroblasts was lower than those observed in other groups (340.33+10.67bpm*#

fibroblast group, 369.96x4.57bpm for EBM-cultivated MNC group and
374.47+5.55bpm for control group, p<0,05 * fibroblast versus control e #fibroblast
versus EBM-MNC group). Spontaneous baroreflex sensitivity measured by bivariate
spectral analysis showed an improvement in the fibroblast group
0.85+0.04ms/mmHg* fibroblast group, 0.46+0.03ms/mmHg in control group and
0.41+0.04 in EBM-MNC group, p <0.05 *fibroblast versus EBM-MNC). However,
systemic endothelial function did not differ between groups. Absolute and relative
heart weight did not differ among groups. These results indicate that EBM-cultivated
mononuclear cell transplantation is not effective to reduce arterial blood pressure and
heart rate in SHR, even though fibroblasts improve heart rate and spontaneous
baroreflex sensibility.

Keyword: Systemic arterial hypertension, Monocyte, Fibroblast, Celular Terapy
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1 INTRODUCAO

As doencas cardiovasculares sdo uma das maiores causas de Obito tanto no
Brasil como em diversos paises do mundo. Estudos publicados no inicio deste
século mostraram forte relacdo existente entre hipertensédo arterial (HA), doenca
coronaria e insuficiéncia cardiaca, atingindo niveis de 27% nas mulheres e 37% nos
homens, para eventos cardiovasculares (Borelli et al., 2008). Mesmo quando nao
sao fatais, as doencas cardiovasculares como o Acidente Vascular Cerebral (AVC —
isquémico e hemorragico), doencgas coronarianas, aneurisma de aorta, Insuficiéncia
cardiaca, doencas de valvulas do coracao, entre outras, levam muitas das vezes 0s
pacientes a invalidez (parcial ou total) (Guyton et al., 2002). Dados da VI Diretrizes
Brasileira de Hipertensdo (2010) colocaram a doenca cerebrovascular como a
principal causa de morte no Brasil, sendo a HA responsavel por 40% desses 0Obitos.

A HA ¢é dividida em hipertensdo essencial, que corresponde a
aproximadamente 95% dos casos de hipertensao e se caracteriza essencialmente
por ndo possuir uma causa bem definida; e hipertensdo secundaria, a qual é
resultante de alguma condicdo desencadeadora primaria, como por exemplo
doencas renais, feocromocitoma, administracdo de drogas, dentre outros (World
Health Organization, 1999; Binder, 2007)

A hipertenséo arterial € por definicdo a elevagcdo cronica na média de 24
horas da pressao sanguinea (Guyenet, 2006), é uma sindrome clinica caracterizada
por niveis de pressdo sanguinea sistélica iguais ou superiores a 140 mmHg ou
niveis de pressao sanguinea diastélica iguais ou superiores a 90 mmHg com maior
prevaléncia no mundo, afetando 1/5 da populacdo (Cooper et al., 2008). Embora
inicialmente assintomatica esta sindrome estd associada a inUmeras alteracfes em
orgdos alvos como coracdo, rins, cérebro, vasos sangtineos, etc; com profundo
impacto na morbi-mortalidade nas popula¢cdes do mundo ocidental.

O aumento da resisténcia vascular € a base hemodinamica da anormalidade
do estado hipertensivo cronico. Embora varios fatores estejam envolvidos na
patogenia, dois mecanismos fundamentais podem delinear o aumento da resisténcia
periférica na maioria dos estados hipertensivos: defeito na musculatura lisa, que
aumenta a vasoconstriccdo associado a um ténus simpatico aumentado. O defeito
na musculatura lisa, a hiperativacdo do simpatico ou ambos podem ser adquiridos

ou serem de ordem genética (Francois et al., 1982).
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Neste contexto, o modelo de hipertensdo espontdnea em ratos (ratos
espontaneamente hipertensos — “spontaneously hypertensive rats” - SHR),
desenvolvido originalmente a partir de endo-cruzamentos seletivos de ratos da cepa
Wistar em Kyoto no Japdo em 1963 (Okamoto et al., 1963), € o modelo mais
estudado na literatura. A sua importancia tem sido creditada a similaridade da sua
patogenia com a hipertensao arterial essencial humana, embora algumas ressalvas
devam ser feitas (Trippodo et al., 1981).

Os mecanismos associados com o0 aumento da pressao arterial devem-se
principalmente ao aumento da resisténcia periférica acompanhado de um débito
cardiaco normal ou reduzido (Coleman et al., 2008). Uma das causas mais
importantes do aumento da resisténcia periférica total na hipertensdo arterial é a
hiperatividade do sistema nervoso simpéatico, que tem sido considerada um marco
da hipertenséo essencial nos seres humanos, bem como no modelo animal de ratos
espontaneamente hipertensos (SHR) (Judy et al.,1976). Além da hiperatividade
simpatica, varias outras alteracbes tem sido descritas na HAS, tais como
hiperatividade do sistema renina-angiotensina, disfuncdo endotelial, rarefacao
microvascular e outros (Brooks, et al., 2005).

Os mecanismos implicados na disfuncdo endotelial encontrada na
hipertenséao parecem depender do tipo de hipertensédo desenvolvida, da sua duracao
e do leito vascular estudado. Os seguintes mecanismos foram propostos: 1)
Diminuicdo na liberacdo de oxido nitrico (NO), prostaciclina e/ou EDHF (fator
hiperpolarizante derivado do endotélio); 2) sensibilidade diminuida do musculo liso
vascular ao NO, prostaciclina e/ou EDHF; 3) disfuncdo na via de transducdo de
sinais dos fatores relaxantes endoteliais; 4) aumento da produgédo de PGH2,
tromboxana A2, endotelina-1 e/ou dos anions superéxido (Carvalho et al., 2001).
Pacientes hipertensos e animais SHR demonstram aumento dos niveis plasmaticos
de superoxido e peroxido hidrogénio, comprometendo o relaxamento dependente do
endotélio.

A disfung@o endotelial esta diretamente relacionada com o agravamento da
hipertensédo devido ao aumento da resisténcia periférica total e lesdes cronicas em
orgéos alvos (Touyz et al., 2004). A rarefacdo microvascular, que esta associada a
disfuncéo endotelial € uma caracteristica importante nos animais SHR e na HAS em
humanos. Esta rarefagdo resulta em uma perda significativa de vasos da

microcirculacdo, contribuindo para a elevagdo da pressdo sanguinea. Os



20

mecanismos responsaveis ndao foram completamente elucidados, mas parece
envolver uma angiogénese defeituosa (Levy, 2001), ou seja, falha na formacao de
novos vasos por proliferacdo e migracdo de células endoteliais, um mecanismo
mediado por fatores angiogénicos como o VEGF (fator de crescimento endotelial
vascular), angiopoietina 1 e 2, etc. (Wang, et al., 2004).

Dadas as caracteristicas deste modelo e a sua similaridade com a
hipertensdo essencial humana, estratégias terapéuticas anti-hipertensivas sao
normalmente estudadas em SHR. InUmeros avancgos tém sido realizados para o
entendimento das bases fisiopatoldgicas da HAS, no entanto falta muito ainda por
ser investigado para se conhecer bem a patogénese da hipertensédo arterial,
reconhecidamente de origem multifatorial. Um enorme arsenal terapéutico dotado de
grande eficacia no tratamento da HAS e de suas conseqiiéncias esta atualmente
disponivel e podem ser divididos em: tratamentos ndo medicamentosos (consumo
controlado de sédio e alcool, ingestdo de potassio, combate ao sedentarismo,
tabagismo e alimentacdo saudavel associado com exercicio fisico) e tratamentos
medicamentosos (utilizacdo de diuréticos, betabloqueadores, inibidores da enzima
conversora da angiotensina (IECA), blogueadores do receptor AT1 e antagonistas
dos canais de calcio (ACC)), apresentando grande impacto na melhoria da qualidade
de vida e reducdo da morbi-mortalidade de individuos hipertensos (Ganten et al.,
1994; VI Diretrizes Brasileiras de Hipertenséo, 2010).

O século XX foi marcado por inUmeros progressos na area médica, sendo o
desenvolvimento de técnicas de transplante de 6rgédos solidos e de medula 6ssea
um dos mais fascinantes avancos. A restauracdo da hematopoiese através da
infusdo de células-tronco hematopoéticas conduziram ao emprego ja bem
estabelecido do transplante de medula 6ssea no tratamento de varias doencas
hematologicas malignas e benignas (Gaziev et al., 2005; Gluckman et al., 1995;
Child et al., 2003; Holmberg et al., 2003). A virada do século XXI foi marcada pelo
uso de células-tronco para regenerar tecidos lesados outrora considerados
irreparaveis. Por definicdo as células tronco sédo células indiferenciadas, néo
apresentam funcdo especifica nos tecidos e sdo capazes de se proliferar mantendo-
se no estado indiferenciado por tempo indeterminado. As células tronco tem como
principal caracteristica a auto-regeneracdo e permite que o0 compartimento de
células tronco seja mantido constante ao longo do tempo e também apresenta a

capacidade de se diferenciar em células maduras, demonstrando atividades
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funcionais normais como a de outras células do tecido em que se localizam, a este
processo denomina-se diferenciagdo (Santos et al., 2004). Resultados
encorajadores de inumeros estudos impulsionaram o inicio de estudos clinicos com
transplante de células-tronco em vérias doencas, particularmente as doencas
cardiovasculares e neurologicas. Embora ainda distante do entendimento do
mecanismo preciso pelo qual as células-tronco regeneram o0rgados lesados, 0s
estudos publicados, sendo varios destes envolvendo seres humanos, sugerem haver
um beneficio real com esta terapia até o presente momento (Mota et al., 2005).

Até recentemente, pensava-se que as ceélulas tronco adultas (tecido
especificas) somente poderiam se diferenciar em células do tecido de origem.
Entretanto, varios estudos parecem indicar que células tronco adultas podem se
diferenciar em outras linhagens que ndo a do tecido de origem, como por exemplo,
células gliais e neurdnios do SNC (Kopen et al., 1999, Mezey et al., 2000), musculo
esquelético (Ferrari et al., 1998), musculo cardiaco (Orlic et al., 2001, Jackson et al.,
2001), hepatdcitos (Theise et al., 2000, Lagasse et al., 2000), epitélio (Krause et al.,
2001).

Entre as células tronco adultas, aquelas derivadas de medula éssea tém
sido as mais estudadas. A medula 6ssea de humanos e animais & um
compartimento celular muito complexo composto por muitos constituintes celulares,
dentre os quais existe uma fracdo de células mononucleares representadas por
blastos, mondcitos, linfécitos e varias outras linhagens celulares presentes. Dois
grupos distintos de células tronco tém sido amplamente caracterizados: as células
tronco hematopoiéticas e as células tronco mesenquimais (Verfaillie, 2002, Zubair et
al., 2002, Perin et al., 2003). As células tronco hematopoiéticas apresentam a
capacidade de auto-renovacdo e diferenciacdo, especificamente em todas as
linhagens de células sanguineas. Existem atualmente algumas moléculas bastante
utilizadas para a identificacdo e o isolamento de células tronco hematopoiéticas,
dentre elas encontram-se as moléculas c-Kit (receptor tirosina-quinase) e Sca-
1(antigeno 1 de célula tronco) (Orkin et al., 2008). As células tronco mesenquimais
por definicdo da International Society for Cellular Therapy apresentam a propriedade
de aderéncia ao plastico sob condicbes de cultura padrdo, capacidade de se
diferenciar in vitro em osteoblastos, adipocitos e condroblastos; e expressam o0s
marcadores de superficie CD105, CD73 e CD90; e ndo expressam 0S
marcadores de superficie CD45, CD34, CD14 ou CD11b, CD79 ou CD19, e HLA-
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DR (Keating, 2006). Um terceiro grupo celular é composto pelas células
progenitoras endoteliais (EPC), identificadas também na fracdo de células
mononucleares do sangue periférico de individuos adultos, as quais apresentam alta
expressdo do marcador de superficie CD34 e podem se diferenciar apds sete dias
de cultura sobre fibronectina em células endoteliais CD31+, Tie-2+ e VEGFR2+
(receptor 2 para fator de crescimento endotelial vascular) (Schatteman et al., 2007).
Estas células demonstraram um papel importante na neovascularizacdo pés-natal e
na diferenciacdo endotelial (Asahara et al., 1997, Shi et al., 1998). A
neovascularizacdo € exclusivamente resultado da proliferacdo, migracdo e
remodelamento das células endoteliais diferenciadas derivadas de vasos
sanguineos pré-existentes. Este processo é chamado de angiogénese (Folkman,
1971). Por outro lado, a vasculogénese € definida como a formacdo de vasos
sanguineos embrionarios a partir de células progenitoras endoteliais ou angioblastos
(Risau et al., 1995). Com a descricdo de EPC funcionais e circulantes no sangue
periférico de individuos adultos, foi demonstrado que a formacdo de novos vasos
parece ndo depender somente da angiogénese, mas inclui também o recrutamento
de EPCs derivadas da medula 6ssea, um fendmeno denominado de vasculogénese
pés-natal (Murasawa et al., 2005).

Uma caracteristica funcional marcante das EPCs é a sua capacidade de
fagocitar lipoproteina de baixa densidade (LDL) acetilado (acLDL), se ligar a lectinas
vegetais especificas (derivadas de Ulex aeuropeus ou Bandiera simplifolia) e formar
estruturas tubulares in vitro quando cultivadas sobre matrigel (Schatteman, et al.,
2007). Todas estas caracteristicas sdo também encontradas em células endoteliais
adultas, indicando o compromentimento das EPCs com a diferenciagéo endotelial.

As células progenitoras endoteliais encontram-se com numero ou
capacidade funcional reduzidas em situagbes clinicas, tais como,
hipercolesterolemia, insuficiéncia cardiaca, envelhecimento, aterosclerose, diabetes
mellitus. (Asahara et al., 2004, Urbich et al., 2004). Em um sub-grupo de pacientes
hipertensos, Vasa et al., (2001) verificaram uma atenuacdo da capacidade das
células progenitoras endoteliais de formarem vasos sanguineos in vitro. Mais
recentemente, Hill et al., (2004) verificaram uma forte correlagdo positiva entre
disfuncéo endotelial e 0 numero de células progenitoras endoteliais circulantes em
pacientes com varios fatores de risco cardiovascular, inclusive, em hipertensos. A

hipertensdo esta associada com a disfungéo endotelial, que desempenha um papel
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principal no desenvolvimento e progressdo da arteriosclerose e complicacdes
clinicas associadas. Uma série de estudos basicos e clinicos com células
progenitoras endoteliais tem sido realizada no contexto da hipertensao arterial
sisttmica e ainda que algumas controvérsias possam existir, 0 nimero ou a
atividade funcional das EPCs esta comprometido na hipertensdo arterial sistémica
(Magen et al., 2010).

Aparentemente todas as modalidades de células tronco de medula éssea
acima descritas apresentam uma elevada capacidade de diferenciacdo em células
endoteliais, contribuindo de forma marcante para a neo-vascularizacéo pés isquemia
ou neo-endotelizacdo pos lesdo. Assim, tomando-se em consideracdo que 1) a
disfuncdo endotelial e a rarefacdo microvascular sdo alteragbes marcantes na
patogenia da hipertensdo (Mcintyre et al., 1999, Touyz, 2004), 2) que as mesmas
participam no mecanismo fisiopatolégico das manifestacdes cronicas da hipertensao
arterial (Prewitt, et al., 1982) e que 3) o numero ou a capacidade funcional das
células tronco e/ou progenitoras de medula 6ssea esta reduzido na hipertensao
arterial (Werner, et al., 2005), pode-se inferir que a reposi¢cdo e/ou mobilizacdo das
mesmas poderia trazer algum beneficio terapéutico na hipertensédo arterial.

De fato, Dias da Silva e cols. (2005) demonstraram que a administracao de
107 células mononucleares extraidas de medula 6éssea de SHR machos injetadas
por via endovenosa em SHR fémeas receptoras reduziu a pressao arterial em cerca
de 25-30 mmHg por cerca de duas semanas consecutivas, além de melhorar a
funcdo endotelial avaliada pela resposta vasodilatadora a acetilcolina na circulacéo
renal in vivo. Como os SHR s&o animais isogénicos, tal reducdo da presséao arterial
muito provavelmente ndo pode ser atribuida a uma eventual reacdo de rejeicao
imunoldgica. Ainda que estes dados mostrem a eficacia do transplante de células de
medula 6ssea no contexto da hipertensao arterial, eles ndo permitem identificar qual
tipo celular presente na medula Ossea estaria exercendo este efeito. Dados
preliminares de Dias da Silva e cols. (2009) parecem sugerir que celulas
progenitoras endoteliais CD133+/KDR+, isoladas a fresco por imunoadsorcao
magnética da fracdo mononuclear da medula 6ssea, podem exercer algum efeito
anti-hipertensivo, com reducéo da presséo arterial em torno de 15 mmHg por cerca
de 14 dias em ratos SHR. Entretanto, dado o baixo percentual destas EPCs
(CD133+/KDR+) na medula 6ssea (menos que 0,25%), a separacdo a fresco por

imunoadsor¢cdo magnética resultou num numero muito baixo de células isoladas, o
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gue, num contexto translacional para uma situacdo clinica real, tornaria todo o
processo de isolamento muito pouco eficiente e muito dispendioso. Uma alternativa
extremamanete atrativa seria o cultivo in vitro das EPCs, no intuito de aumentar o
namero final de células disponiveis para o transplante.

Ainda que o fendtipo classico descrito originalmente por Asahara e cols.
(1997), com a expressdo dos marcadores de superficie CD34, KDR e mais
recentemente CD133, seja bem aceito para a caracterizacdo das EPCs, varios
trabalhos cientificos recentes tém identificado outros tipos celulares derivados da
medula 6ssea com propriedades vasculogenéticas (Seta et al., 2007 e 2010), dentre
estes tipos celulares, fibrocitos, linfécitos e mais comumente mondcitos tém sido
descritos (Seta et al., 2007 e 2010).

Os fibrécitos sédo uma populacéo de células circulantes com propriedades de
fibroblasto e foram descritos em 1994 por Bucala e colaboradores. Este tipo celular
apresenta fenadtipo distinto CD45, CD34 e colageno tipo | positivos e apresenta uma
serie de receptores de quimiocinas, como CCR7 CXCR4, CCR2 contribuindo na
cicatrizacdo (Moore et al., 2005 e Phillips et al., 2004). Fibrocitos podem ser
enriquecidos através da cultura de células mononucleares do sangue periférico
(PBMC) em placas recobertas por fibronectina ou coladgeno tipo | (Bucala et al.,
1994). Sao células importantes na formacédo de novos vasos durante os primeiros
estagios da cicatrizacdo com base em sua presenca precoce dentro do tecido lesado
e a capacidade de induzir fenétipo angiogénico em cultura de células endoteliais e
promover angiogénese in vivo (Hartlapp et al., 2001).

Os linfécitos sdo um tipo de leucdcito e apresentam papel crucial na
resposta imune, estdo presentes no sangue e se originam das células estaminais
hematopieticas da medula éssea, através das células-tronco linféides que se
diferenciam em células pré B e pré-timocitos. Os pré-timocitos ddo origem aos
Linfocitos T que por sua vez vao amadurecer nos tecidos linfoides; ja as células pré
B déo origem aos Linfocitos B. Por sua aparéncia ao microscopio, ha duas
categorias de linfécitos: os grandes, que em sua maioria sdo granulares e podem ser
denominados de Natural Killer (células NK ou exterminadoras naturais) e pequenos
com nucleo redondo, cromatina condensada e citoplasma escasso denominados de
linfécitos T e B (Abbas et al., 2008). Hur e colaboradores em 2007 relataram pela
primeira vez a presenca de uma nova subpopulagdo de células T

(CD3+,00CD31+,JCXCR4+) cruciais na formacdo e manutencdo de colbnias de
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EPC, apresentando influéncia na diferenciacdo e angiogénese desse tipo celular.
Linfocitos CD3+/CD31+ representam uma populacdo restrita com grande
capacidade de migracao, liberagéo de fatores de crescimento angiogénicos, maior
suscetibilidade a apoptose quando comparada com células CD3+/ CD31- (Kushner
et al, 2010); além de suas propriedades angiogénicas e vasculogénicas
desempenhando um papel importante na prevencdo de doencas cardiovasculares,
prevendo a ocorréncia de placas de trombose em camundongos knockout para
ApoE (Caligiuri et al., 2005) e clinicamente células T CD31+ circulantes estdo
inversamente relacionada com o tamanho da lesédo aterosclerdtica em pacientes
com aneurisma da aorta abdominal artereosclerdtica (Caligiuri et al., 2006).

Os mondcitos séo leucdcitos assim como os linfocitos e apresentam papel
importante na imunidade, participando de processos inflamatérios, remodelamento
tecidual através da fagocitose, processamento e apresentacdo de antigenos e
também pela producdo de citocinas (Swirski et al., 2006). A plasticidade dos
mondcitos € um fendmeno bem documentado. Mondcitos isolados de diferentes
sitios anatémicos apresentam fenoétipos e capacidades distintas (Cline et al., 1978 e
Godon,1995). A funcédo do mondcito € dependente em parte dos sinais recebidos do
micro-ambiente, sugerindo que a heterogeneidade dos mondcitos surge de uma
condicdo unica dentro de um tecido especifico (Miyamoto et al., 2001).

Harraz e colaboradores (2001) comprovaram a capacidade dos mondcitos
de atuarem como células progenitoras de endotélio, considerando que 0s mondcitos
apresentam a capacidade de atravessar a parede de vasos frente a uma leséo e
compartilham antigenos de superficie com as células endoteliais e séo responsivos
ao fator de crescimento endotelial vascular (VEGF). Outros estudos comprovaram
que células mononucleares CD14+ (um marcador de mondcitos) podem se
desenvolver em células parecidas a endotélio na presenca de fatores de
crescimento angiogénicos. Nas primeiras 24 horas de cultura as células CD14+ sao
relativamente aderentes e com o tempo de cultura as células apresentam
transformacdes morfolégicas como nucleos excéntricos e células ovaladas. Apos
uma semana as células expressam marcadores de endotélio, incluindo fator de von
Wilebbrand (VWF), CD144 (VE-caderina), CD105 (endoglina), receptor de
lipoproteina de baixa densidade acetilado (LDL-Ac), CD36 (receptor da
trombospondina), FLT-1 (receptor VEGF-1), e KDR (receptor VEGF -2)( Fernandez-
Pujol et al., 2000 e Moldovan et al., 2000).
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Um eventual efeito do transplante de células mononucleares derivadas de
medula 6ssea cultivados em ambiente estimulador de diferenciacdo endotelial sobre
0s aspectos hemodinadmicos e funcionais no contexto da hipertenséo arterial
sistémica ainda ndo foi testado até o presente momento. Considerando que as
celulas monoclueras sdo compostas por uma variedade de células com capacidade
de diferenciacdo em células endoteliais quando devidamente estimuladas com
fatores de crescimento angiogénicos, nosso grupo langou a hipétese de que células
mononucleares derivadas de medula 0ssea cultivadas em meio basal endotelial
poderiam apresentar efeitos anti-hipertensivos benéficos no contexto da hipertensao
arterial sistémica.

Para testar a hipbtese acima, o desenho experimental classico prevé a
comparacao do grupo de animais hipertensos que recebera as células com um
grupo hipertenso controle que recebera somente o veiculo de suspensdo das
células. Entretanto, para descartar um eventual efeito inespecifico das células
transplantadas cultivadas em meio basal de endotéilo, no presente trabalho
incluimos um terceiro grupo experimental formado por animais hipertensos que
receberam células mais maduras, como os fibroblastos da derme, cultivados em
meio sem fatores de crescimento para endotélio os quais reconhecidamente sao
células muito pouco capazes de se diferenciarem em endotélio e formarem tubos
capilares.

Os fibroblastos sédo classificados como células mesenquimais maduras e
sdo predominantemente encontrados em tecidos conectivos ou danificados, séo
importantes nos mecanismos de reparacao tecidual e na fase de remodelamento
dos tecidos (Pan, et al., 2006). Os fibroblastos apresentam a capacidade de
sintetizar as fibras colagenas e elasticas, as glicoproteinas (tenascinas e
fibronectina) e as proteoglicanas da matriz extracelular, sendo considerados uma
célula ativa (Minor, 1988). Morfologicamente os fibroblastos tém prolongamentos
citoplasmaticos irregulares, seu nucleo é claro, grande, de forma ovoide, com
cromatina fina e nucléolo evidente. O citoplasma € rico em reticulo endoplasmatico
rugoso e o aparelho de Golgi é desenvolvido (Heathcote et al., 1981). No tecido
conjuntivo adulto os fibroblastos néo se dividem com frequiéncia, entrando em mitose
apenas quando estimulados, por exemplo, nas lesdes do tecido conjuntivo (Stites et
al.,, 1992). Os fibroblastos sdo frequentemente um fendtipo contaminante em

sistemas de culturas, sendo muito dificil aplicar técnicas que eliminem com éxito
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esse tipo celular, outra propriedade notavel dos fibroblastos é que eles séo
morfologicamente indistinguiveis de MSC, ambos se proliferam muito bem em
cultura e compartilham os mesmos marcadores de superficie. A melhor maneira de
distinguir fibroblastos de MSC até o presente momento baseia-se em analises das
propriedades funcionais, sendo que as MSC possuem capacidades de diferenciacéo
e auto-renovacdo maior que os fibroblastos (Lorenz et al.,, 2008). Blasi e
colaboradores (2011) relataram que células mesenquimais derivadas de tecido
adiposo (AD-MSCs) apresentam um potencial angiogénico e anti-inflamatério muito
maior quando comparado com fibroblastos normais da derme humana (HNDFs) e na
presenca de TNF-a AD-MSCs melhoram a atividade anti-inflamatéria enquanto os
HNDFs aumentam o processo inflamatorio.

Oliveira (2010) relatou um déficit funcional nas células tronco mesenquimais
de SHR, evidenciado pelos ensaios de proliferacdo celular, de expansédo até a
senescéncia e diferenciacdo osteogénica e adipogénica, 0s quais se encontram
significativamente alterados em comparacdo a ratos normotensos WKY. Tais
disfuncdes podem estar relacionadas a modificagbes genéticas existentes no
modelo de hipertensédo do SHR, ou entdo ser uma consequéncia da exposicdo das
MSCs ao micro-ambiente hipertensivo dos SHRs por tempo prolongado. Embora
exista um déficit funcional ndo s6 das células MSC mas como de Vvarios outros tipos
celulares na hipertenséo, resultados promissores de reducéo da pressao e melhora
da funcéo endotelial foram encontrados pelo grupo de (2005) ap6s a administracéo
isogénica por via endovenosa de 107 células mononucleares extraidas de medula
0ssea de SHR machos em SHR fémeas receptoras.

Considerando a sindrome clinica descrita em hipertensos que prevé um
aumento da resisténcia periférica total (RPT), decorrente de uma intensa
vasoconstriccdo e da rarefagdo microvascular, definida como uma reduzida
densidade espacial de vasos de pequeno calibre, sendo decorrente de destruicao
vascular e de angiogénese deficiente associado aos resultados prévios do nosso
grupo de pesquisa Dias da Silva e cols., o presente estudo avaliou os efeitos
terapéuticos da administracdo de células mononucleares cultivadas em meio basal
de endotélio dada a facilidade de isolamento e expansdo em cultura, além de
selecionar um tipo celular com capacidade de neovascularizagdo, e em paralelo
avaliamos o potencial terapéutico de células maduras, como os fibroblastos que séo

reconhecidos pela sua baixa capacidade de diferenciagédo em vasos.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Investigar os efeitos da terapia com células mononucleares de medula 6ssea
cultivadas em meio basal de endotélio EBM-2 em ratos com hipertensdo arterial

sistémica espontanea.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analisar os efeitos da terapia com células mononucleares de medula 6ssea
cultivadas em meio basal de endotélio EBM-2, em ratos espontaneamente
hipertensos, comparando com ratos hipertensos controles recebendo veiculo ou
fibroblastos, sobre:

- 0s niveis de presséao arterial e frequéncia cardiaca basais, medido repetidas
vezes pelo método de oclusdo da artéria caudal ou diretamente via cateter arterial.

- a modulacdo autondmica cardiovascular, por meio de analise espectral da
variabilidade da FC e PA.

- a sensibilidade barorreflexa espontanea, quantificada por meio do calculo do
indice alfa, mediante aplicacdo da analise espectral autorregressiva bivariada
(cruzada).

-a funcdo endotelial sistémica através da medida das respostas
vasodepressoras endotélio-dependente e endotélio-independente, induzidas
respectivamente pela acetilcolina e nitroprussiato de sodio.

-0 peso cardiaco absoluto e relativo medido ao final do protocolo

experimental.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados ratos espontaneamente hipertensos (“Spontaneously
Hypertensive Rats - SHR) machos (n=16) e fémeas (n=39), isogénicos, com idade
inicial de 16 semanas, fornecidos pelo biotério da Disciplina de Fisiologia da
Universidade Federal do Triangulo Mineiro. Os animais foram mantidos em
condicdes estaveis em biotério (temperatura 22° C, umidade de 40-70% e ciclo
claro-escuro de 12/12horas), onde tiveram livre acesso a agua e racao. Todos 0s
procedimentos experimentais empregados neste projeto 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). O protocolo
experimental de manuseio dos animais e coleta dos 0ssos longos para extracao de
medula foram aprovados pelo Comité de ética no Uso de Animais da Universidade
Federal do Tridngulo Mineiro (CEUA), protocolo no 17/2005.

3.1.2 Grupos Experimentais
As fémeas SHR foram divididas em trés grupos experimentais de acordo com
o0 tratamento recebido:
a) grupo controle (SHR-CON, administracdo endovenosa de veiculo,
n=14),
b) grupo de células mononucleares cultivadas em meio basal endotelial-
EBM (SHR-MNC+EBM, administracdo endovenosa de 10° células extraidas de
medula éssea de SHR machos, cultivadas em meio endotelial basal e marcadas
com Dil CM celltracker, n=14).
c) Grupo de fibroblasto (SHR-FIB, administracdo endovenosa 108 células

de fibroblasto e marcadas com Dil CM celltracker, n=11)

3.2 ISOLAMENTO DE CELULAS MONONUCLEARES DE MEDULA OSSEA

Ratos SHR machos, isogénicos (n= 16), de 16 semanas de idade foram
sacrificados, tendo os fémures e tibias sido removidos. Em seguida, a medula éssea
foi extraida, cortando-se as epifises dos 0ssos e centrifugando a 350g por 5 minutos.
A suspensdo de medula éssea foi ressuspensa em PBS/EDTA filtrada em filtro de

nylon especial com poros de 70 um (Miltenyi Biotech. Germany), para a remocéo de
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agregados celulares e coagulos. As células em suspensdo foram plagueadas em
placas recobertas com fibronectina com meio EBM-2 suplementado por fatores de
crescimento endoteliais como fator de crescimento epidérmico humano (hEGF),
hidrocortisona, gentamicina e anfotericina, soro fetal bovino, VEGF, fator de
crescimento béasico de fibroblasto humano (hFGF-b), fator de crescimento
semelhante a insulina tipo 1 (IGF-1), acido ascérbico e heparina (Lonza,USA) e
incubadas a 5% COg2, 37°C por 72 horas. Ao final deste periodo, células suspensas
ndo aderentes na placa de cultura foram removidas e as células aderentes
cultivadas em 2 mL de meio de crescimento endotelial completo em incubadora de
CO2 a 5% a 37°C por duas semanas com troca do meio a cada dois dias. Apos as
duas semanas de cultura, as células aderentes foram lavadas com PBS e
despregadas da parede do frasco de cultura pela incubacdo em 1 mL de tripsina
0,25% em EDTA 1mM por 2 minutos a 37°C. A tripsina foi neutralizada em seguida
pela adicdo de 2 mL de meio de de crescimento endotelial completo, e entdo as
células forma suspensas e contadas em camera de neubauer. A seguir as células
foram diluidas para uma concentragdo final de 1 x10° cel./mL. A viabilidade das
células foi avaliada pela coloracdo das mesmas com azul de Tripan 0,4%.
Utilizaram-se somente suspensdes com mais de 99% de viabilidade.

Em seguida, a suspensédo de células progenitoras endoteliais foram marcadas
com o corante fluorescente Dil CM celltracker, conforme descrito a seguir.

3.3 ISOLAMENTO DE FIBROBLASTOS

Pedacos de pele (1cm?) da regido abdominal dos animais utilizados na
extracdo de medula foram processados com tripsina 0,25% em EDTA 1mM para
obtencéo de fibroblastos. Este material foi colocado em meio de cultura de Dulbeco
Modificado (DMEM) com alta concentracdo de glicose, suplementado com soro
bovino fetal a 10%, penicilina a 100U/mL e estreptomicina a 100U/mL. Cerca de 72
horas ap0s o plaqueamento, foi realizado a troca do meio de cultura, desprezando-
se as células que ndo aderiram a superficie plastica das garrafas de cultura. A troca
do meio de cultura das células foi realizada a cada 3-4 dias.

As células obtidas a partir do isolamento e plagueadas foram consideradas
PO, e a cada replagueamento as células avancavam uma passagem, prosseguindo
para P1l, depois para P2 e assim sucessivamente. Todos o0s procedimentos

realizados utilizaram fibroblastos entre a 32 e a 52 passagens
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3.4 PREPARACAO DAS CELULAS PARA TRANSPLANTE

Para verificar a distribuicdo tecidual das células MNC+EBM ou dos
fibroblastos na ratos com hipertenséo arterial sistemica, as células foram marcadas
com o corante fluorescente vermelho de membrana Dil-CM Celltracker (Molecular
Probes Inc., USA). Para tal procedimento, a suspensao celular foi incubada com o
corante (5ul de Dil-CM Celltracker para cada 2x10° células) por 05 minutos a 37°C
e 15 minutos a 4°C conforme especificacées do fabricante (Molecular Probes Inc.,
USA). As células marcadas foram submetidas a procedimentos de lavagem
(centrifugacdo a 200g por 10 minutos a 4°C) e subseguente ressuspensado em
PBS/EDTA num total de 10° células/mL. A seguir, as células 1ml da suspenséo foi

injetada na veia jugular de ratas SHR de 16-22 semanas.

3.5 CARACTERIZACAO IMUNOFENOTIPICA

As células mononucleares cultivadas em EBM foram removidas das placas de
cultura por meio da digestdo com tripsina/EDTA e submetidas a centrifugacdo de
200g por 5 minutos a 4°C. Em seguida, o sobrenadante foi descartado e o pellet
homogeneizado e suspendido em 5 ml de PBS-SBF (PBS + soro bovino fetal
1%) e centrifugado a 350g por 5 minutos. O sobrenadante foi novamente
descartado e o pellet homogeneizado em outros 5 ml de PBS-SBF 1%. A seguir, as
células foram quantificadas na céamera de NeuBauer e, ap6s a contagem, as
células foram submetidas a concentracdo ou diluicio em PBS-SBF 1% + 1ul de Fc
Block (0,5ug/ul), a fim de se obter uma concentracéo celular igual a 5000 células/pl.

As células foram submetidas a marcagdo com anticorpos monoclonais anti-
CD14, anti-CD31, anti-CD34, anti-CD45 (BD-Biosciences In., San Jose,CA, e-
Biosciences, San Diego, CA, USA), anti-CD4 (AbD Serotec) e anti-KDR (R&D
Systems) conjugados a isotiocianato de fluoresceina (FITC) ou ficoeritrina (PE), os
quais reagem com antigenos homologos de rato.

Cada “pool” de células foi dividido em seis amostras e submetido a

marcagao com anticorpos, sendo que cada um continha:

o Tubo 1 (controle negativo) - 50 pl de células MNC+EBM e
diferenciadas em meio endotelial; 49ul de PBS-SBF gelado; 1ul de Fc Block (0,5

Hg/ul).
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o Tubo 2 (isotipos) - 50 ul de células MNC+EBM; isotipos controles PE
anti - IgG1k mouse; FITC anti - IgG1k mouse (BD-Biosciences); 45ul de PBS-SBF
gelado; 1pl de Fc Block (0,5ug/ul).

o Tubo 3 - 50 pl de células MNC+EBM; anticorpos marcadores de CD45
PE e CD14 FITC; 37ul de PBS-SBF gelado,1ul de Fc Block (0,5 pg/pl).

o Tubo 4. - 50 pl de células MNC+EBM; anticorpos marcadores de
CD31 FITC e KDR PE; 40ul de PBS-SBF gelado,1pul de Fc Block (0,5 pg/ul).

o Tubo 5 - 50 pl de células MNC+EBM; anticorpos marcadores de CD34
FITC; 45ul de PBS-SBF gelado,1pul de Fc Block (0,5 pg/ul).

. Tubo 6 -50 pl de células MNC+EBM; anticorpos marcadores de CD4
PE; 48ul de PBS-SBF gelado,1pl de Fc Block (0,5 pg/ul).

Apdés a marcacdo, todos os tubos foram submetidos a incubacgédo por 40
minutos no escuro em temperatura de 4° C. Em seguida, o material foi lavado em
PBS-SBF por 3 vezes (centrifugacdo de 200g por 5 minutos). O anticorpo
secundario do marcador CD31 foi adicionado ao tubo 4 que foi novamente
submetido a incubacdo por 40 minutos nas mesmas condigbes da primeira. Apés
esse periodo, o material foi lavado por duas vezes da mesma forma citada acima e,
em seguida, levado a leitura.

A andlise dos fendtipos celulares foi feita em citbmetro de fluxo FACSCalibur
com o “software” CELLQUEST (Becton, Dickinson and Company, San Jose, CA),
sendo que em cada amostra, 20.000 eventos foram adquiridos para analise.

3.6 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA E FUNCIONAL DAS CELULAS
CULTIVADAS

3.6.1 Identificacdo de células endoteliais

Para verificar as caracteristicas das células mononucleares cultivadas em
meio basal endotelial, as células aderentes nas placas revestidas com fibronectina
(BD BioCoat™) foram incubadas com 3ul/ml 1.1'V-dioctadecyl-3,3’, 3'-
tertamethylindocarbocyanine-labeled acetylated low-density lipoprotein (Dil-Ac-LDL,
Invitrogen, USA) a 37°C por 3h na estufa com CO2 a 5%. Em seguida lavou-se a
placa 2 vezes com PBS e paraformaldeido 4% foi adicionado por 10 min, e
novamente a placa foi lavada com PBS e acresentou-se 10ul/ml FITC-conjugated

BS1-lectin (Sigma-Aldrich Chemie, Zwijndrecht, The Netherlands). Finalmente
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acrescenta-se 4’ ,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI, Molecular Probes, Leiden, The
Netherlands; diluicdo: 1:20,000). Cada poco da placa de seis pocos foi entédo
escaneado em microscopio de fluorescéncia invertido (Axioobserver Z1, Carl Zeiss,
Alemanha) e as células triplo marcadas (DAPI, Dil-Ac-LDL e lectina) foram

consideradas positivas e contadas como células com caracteristicas de endotélio.

3.6.2 Ensaio de formacgé&o de tubo vascular in vitro

Matrigel (BD Biosciences) foi adicionado em placa de 24 pocos (300 pl/poco),
e esperou sua solidificacdo a 37 °C por 30 min. Apos o Matrigel solidificado,
fibroblastos e células mononucleares cultivadas em EBM foram adicionados em
pocos separadamente 6x10* células em 500 ul de meio de crescimento. As células
foram incubadas a 37 °C e 5% CO2 por 24 h. As redes de tubos foram fotografadas

microscopio invertido (Axioobserver Z1, Carl Zeiss, Alemanha)

3.6.3 Identificacdo de fibroblastos secretoras de colageno
Os fibroblastos foram plaqueados por 24 horas e entdo corados com

picrosirius red, que cora moléculas de colageno.

3.6.4 Capacidade de diferenciagao celular dos fibroblastos
Os fibroblastos em cultura foram estimulados, mediante protocolo especifico,
a se diferenciar em osteoblastos e adipdcitos. O protocolo de diferenciacdo celular

baseou-se em Neuhuber e cols. (2008), conforme descrito abaixo:

3.6.4.1 Diferenciacao osteogénica

Para a inducdo de diferenciacdo osteogénica, os fibroblastos na quarta
passagem (P4) foram plagueados em placas de cultura contendo 6 poc¢os, numa
densidade de 3.000 células/cm?. Dois dias apds o plagqueamento, o meio de cultura
foi substituido por meio de inducéo osteogénico, constituido por DMEM acrescido de
15% FBS, 1% penicilina/estreptomicina, 100 nM dexametasona, 50 yM ascorbato-2-
fosfato e 10 mM de glicerol-fosfato. O meio de inducédo osteogénica foi substituido a
cada 3-4 dias e, no 18° dia, foi feita a analise da diferenciagéo.

A andlise da diferenciacdo consistiu de remoc¢éo do meio de inducao

osteogénica, fixagcdo das células na placa através da utilizacdo de paraformaldeido
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4% (20 minutos), seguido pela aplicacdo do corante Alizarin-Red (SIGMA), o qual
cora a matriz 6ssea em vermelho, por 5-10 minutos e analise microscoépica.

Cada poco da placa foi entdo escaneado em microscopio invertido
(Axioobserver Z1, Carl Zeiss, Alemanha) e areas de cada campo visual ocupada
pela coloracdo avermelhada do Alizarin Red foi quantificada e expressa em valores

relativos como percentual da area total do campo estudado.

3.6.4.2 Diferenciacao adipogénica

Para a inducdo de diferenciacdo adipogénica, os fibroblastos em P4 foram
plagueadas em placas de cultura contendo 6 pocos, numa densidade de 20.000
células/cm?, e cultivadas até proximo da confluéncia de 100%, quando o meio de
cultura foi substituido por meio de inducdo adipogénico, constituido por DMEM
acrescido de 15% FBS, 1% penicilina/estreptomicina, 1uM dexametasona, 0,5mM
isobutil-metil-xantina, 10ug/mL insulina e 100uM indometacina. Apds 03 dias, o meio
de inducdo adipogénica foi substituido por meio de manutencdo adipogénica,
constituido por DMEM acrescido de 15% FBS, 1% penicilina/estreptomicina e
10ug/mL insulina. Apds 24 horas, o meio de manutengao adipogénica foi novamente
substituido por meio de inducao adipogénico por 03 dias, quando foi substituido por
meio de manutenc¢do adipogénica por mais 24 horas. Completando-se 03 ciclos de
troca de meios de inducdo e manutencao, as células permaneceram por 05 dias com
o meio de manutencéo, quando foi realizada a analise da diferenciacao.

A andlise da diferenciacdo consistiu de remocdo do meio de inducao
adipogénica, fixacdo das células na placa através da utilizacdo de paraformaldeido
4% (60 minutos), aplicacdo do corante Oil-Red, o qual cora lipidios em vermelho, por
5-10 minutos e analise microscépica. A analise da diferenciacdo adipogénica foi

realizada de maneira semelhante a descrita para a diferenciagéo osteogénica.

3.7 PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Os animais em estado de vigilia quieta foram monitorizados e observados nas
2 semanas prévias e seguintes ao transplante, avaliando-se a presséo arterial
caudal e frequéncia cardiaca, pelo método de oclusdo da artéria caudal usando um
sistema automatizado (Digital Blood Pressure Meter LE-5000, Letica S.I., Barcelona,
Espanha). Para o procedimento de transplante de células, os animais foram

anestesiados via intraperitoneal com Tri-bromo-etanol (250 mg/kg, i.p.).
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Quinze dias apdés o transplante, apés a monitorizacdo diaria da pressao
arterial e frequéncia cardiaca, os animais foram re-anestesiados (Tri-bromo-etanol,
250 mg/kg, i.p.) e submetidos a implantacdo de cateter na artéria femoral para aferir
diretamente a presséo arterial. Apés 24 horas da recuperacdo cirdrgica, todos os
animais foram submetidos a um registro direto de pressao arterial por 1 hora,
seguido pelo teste da funcdo endotelial pela implantacdo de um cateter na artéria
cardtida comum direita. Este udltimo protocolo foi realizado sob anestesia com
tiopental sodico (40 mg/kg, i.p.). ApGs um registro basal de 05 minutos, acetilcolina
(3,125; 6,25; 12,5 e 25 ng/Kg) ou nitroprussiato de sodio (0,5; 1; 2 e 4 ug/Kg) foram
administrados endovenosamente em doses alternadas e aleatérias para a avaliacao
das respostas vasodilatadoras dependente (acetilcolina) e independente
(nitroprussiato) de endotélio. Ao final do protocolo experimental, os animais foram
sacrificados, o peso cardiaco avaliado e coracdo, pulmdes, rins, baco, aorta e
musculo esquelético removidos e congelados a —80° C para posteriores avaliacdes

bioquimicas e histoldgicas.

3.8 PROCESSAMENTO HISTOLOGICO

Fragmentos congelados dos diferentes tecidos foram seccionados em cortes
de 5 micrébmetros no criostato e avaliados para a presenca de células marcadas com

cell tracker.

3.9 ANALISE DOS DADOS

Os valores médios de FC e de PA sistdlica (PAS), média (PAM) e diastdlica
(PAD) foram calculados para o periodo basal de uma hora a partir do sinal digital
representado pela figura 1A.

Para o estudo da variabilidade cardiovascular, o sinal de PA, continuamente
registrado ao longo do protocolo, foi processado por software (Software PRE 24,
gentiimente cedido por Eng. Dr. Alberto Porta, Universidade de Mildo, Italia) de
modo a gerar séries temporais batimento-a-batimento de intervalo de pulso (IP),
PAS e PAD. A variancia dos valores de IP, PAS e PAD dentro do periodo basal foi
tomada como um indice de variabilidade no dominio do tempo.

A variabilidade do IP, PAS e PAD foi também avaliada no dominio da
freqiéncia, empregando-se o método de analise espectral autoregressivo. Os

procedimentos tedricos e analiticos estdo completamente descritos em publicacbes
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prévias (Malliani,1991; Task Force, 1996). Brevemente, séries temporais batimento a
batimento de IP, PAS e PAD, coletadas no registro basal foram divididas em
segmentos seriados de 300 batimento, sendo que todo segmento sucessivo
sobrepunha-se em 50% (100 batimentos) no segmento anterior (método de Welch).
Usando segmentos estacionarios das séries temporais, parametros autoregressivos
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 LA24, gentilmente cedido pela
engenheiro Dr. Alberto Porta, Universidade de Mildo, Italia). Este procedimento
permite automaticamente quantificar a freqiéncia central e a poténcia de cada
componente espectral relevante em unidades absolutas, bem como em unidades
normalizadas.

Para a avaliacdo da sensibilidade barorreflexa espontanea do controle da FC,
um modelo matematico baseado na analise espectral autorregressiva bivariada
(analise espectral cruzada) foi aplicado a ambas as series temporais de variabilidade
do intervalo de pulso (IP) e pressao arterial sistélica (PAS), conforme descrito na
literatura (De Boer et al., 1987; Pagani et al., 1986). Com o uso desta abordagem,
guantificou-se a coeréncia entre os sinais, a qual descreve a relacao linear entre as
variabilidades do IP e da PAS em cada frequéncia de oscilacdo e apresenta valores
variando entre 0 (nenhuma relacao linear) e 1 (relacéo linear maxima) e o desvio de
fase (expresso em radianos), o qual estima o retardo de tempo entre os dois sinais
nas diversas bandas de frequéncia espectral (bandas de baixa-LF e alta-HF
frequéncias) (De Boer et al., 1987; Pagani et al., 1986). Baseado em estudos prévios

(PAGANI et al., 1986), a sensibilidade barorreflexa espontanea foi quantificada como

indice alfa que é representado pela seguinte formula: LF IP
LF PAS

Esta equacéao foi aplicada somente para os componentes de baixa frequéncia
(LF) gque apresentaram coeréncia maior que 0.5 e o desvio de fase fosse menor que

zero radianos conforme demonstrado na figura 1B (Pagani et al., 1986).
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3.10 ANALISE ESTATISTICA

Todos os parametros coletados foram expressos como média (xerro padrao).
Os dados foram analisados empregando-se ANOVA “one way” seguido de teste de
Tukey ou ANOVA de Kruskall-Wallis seguido do teste de Dun, de acordo com os
requisitos estatisticos de normalidade da distribuicdo e homogeniedade da variancia.

As diferengas foram consideradas significativas quando P<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 CARACTERIZAC}AO IMUNOFENOTIPICA DA POPULA(;AO DE CELULAS
MONONUCLEARES DERIVADAS DE MEDULA OSSEA, CULTIVADAS EM MEIO
ENDOTELIAL COMPLETO SOBRE FIBRONECTINA DURANTE 15 DIAS

Realizou-se uma analise de citometria para células mononucleares derivadas
da medula 6ssea de ratos SHR machos, e de células cultivadas em placas
recobertas com fibronectina em meio EBM-2 completo no 3°, 7° e 15° dias de
cultura. As culturas apresentaram marcacfes para KDR+;CD31+;CD45+;CD14+ e
CD4+, apresentando um aumento da expressdo dos mesmos ao longo do tempo de
cultura. No entanto, o marcador CD34 apresentou-se com baixa expressao em todos
os dias avaliados, como demonstrado na tabela 1 e nas figuras 1 a 4.

Tabela 1: Valores percentuais da cinética da cultura de células mononucleares de machos SHR
cultivadas em placas recobertas com fibronectina durante 15 dias em meio EBM-2; os marcadores
utilizados estéo indicados na coluna a esquerda.

Mononuclear 3 dias 7 dias 15 dias
KDR+ 9.45 451 27.7 42.15
CD31+ 31.65 27.25 34.765 45.85
KDR+/CD31+ 4.46 2.38 21.8 37.4
CD34+ 0.35 0.29 0.4425 0.201
CD45+ 75.7 49.7 56.6 80.45
CD45+/CD14+ 6.39 27.2 26.6 43.7
CD4+ 4.61 9.26 28.05 65.2

Tomando-se em consideracdo estes resultados, a populacdo de células
transplantadas apés 15 dias de cultura parece ser enriguecida predominantemente
por mondcitos (CD45+, CD14+), os quais também expressam abundantemente

CD4+ e marcadores e diferenciacao endotelial (KDR+ e CD31+).
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Gate da populagdo segundo os valores FSC E SSC, Isotipo, CD31/KDR, CD14/CD45, CD34 E CD4 para células mononucleares de medula 6ssea cultivadas

em meio endotelial completo no 3° dia de cultura.
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4.2 CARACTERIZACAO MORFOLOGICA E FUNCIONAL DAS CELULAS
MONONUCLEARES CULTIVADAS EM EBM-2 E DOS FIBROBLASTOS

A morfologia fusiforme caracteristica de células endoteliais pode ser
evidenciada ao longo dos dias de cultivo (figura 5) e a capacidade de formacao de

vasos foi demonstrada através do ensaio com matrigel (figura 6).

Figura 6: Fotomicrografias das células mononucleares cultivas em meio endotelial no 3°, 7° e 15° dias
de cultura respectivamente demonstrando sua morfologia fusiforme.



45

Figura 7 :Fotomicrografias das células mononucleares cultivadas em meio endotelial completo por 7
dias (a direita), demonstrando sua morfologia fusiforme e apos cultivo sobre matrigel durante o teste
de formacé&o de tubos vasculares in vitro.

Para verificar a existéncia de células com caracteristicas endoteliais avaliou-
se também a capacidade de marcagdo das células com a lectina BS-1(figura 7B)
gue € um ligante especifico das células de endotélio e a capacidade de fagocitar o
Dil-Ac-LDL em cultura (figura 7C).

Para melhor evidenciar as células os nucleos foram marcados com DAPI
(figura 7A) e utilizando o método de sobreposicdo de imagens (Merge) podemos
observar uma predominancia de células triplo marcadas (figura 7D).

Os fibroblastos séo células grandes, com prolongamentos e nucleo evidente
(figura 9A) e n&o apresentaram a mesma capacidade de formagao de tubo
observado pelas células mononucleares cultivadas em EBM e foram caracterizados
pela sua capacidade de secretar colageno em cultura (figura 8) e pela capacidade
de diferenciacdo em outros tipos celulares, como ostedcitos e adipdcitos em cultura
in vitro (figura 9B e 9C). A visualizagdo de vesiculas de gordura, bem como
depdsitos de calcio, comprova a capacidade de diferenciacao dos fibroblastos em
tecido adiposo e dsseo, respectivamente (figura 9B e 9C).
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Figura 8: Fotomicrografias dos mondcitos submetidos ao teste de identificagdo de células progenitoras de endotélio (A) marcagdo com DAPI corante
especifico de ndcleo;(B) Lectina BS-1 corante de membrana de endotélio; (C) Dil-Ac-LDL corante que demonstra a capacidade das células de fagocitar LDL
acetilado; (D)Merge demonstrando as células triplo marcadas.
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Figura 9: Fotomicrografia dos fibroblastos em cultura corados por Picrosirius. Note a coloragédo
arroxeada em torno e sobre os fibroblastos indicando a presenca de colageno secretado para o meio
extra-celular.

Figura 10: Fotomicrografias dos fibroblastos em contraste de fase (A) e submetidos a inducdo de
diferenciacdo em linhagem osteogénica (B) e linhagem adipogénica (C).
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4.3 EVOLUCAO TEMPORAL DA PRESSAO ARTERIAL E DA FREQUENCIA
CARDIACA

Os animais utilizados no protocolo experimental foram avaliados através do
método de pletismografia de cauda na semana anterior ao transplante e quinze dias
apos. Os valores da pressao arterial sistélica (PAS) e frequéncia cardiaca (FC),
medidas indiretamente pelo método de oclusdo da artéria caudal, estdo
demonstrados nas figuras 10 e 11, respectivamente. A analise dos dados de
pressdo arterial demonstra que os tratamentos ndo afetam o comportamento da
pressédo arterial em nenhum dos trés grupos experimentais (figura 10). Por outro
lado, a analise da frequéncia cardiaca evidenciou uma diferenca significativa no
décimo primeiro dia e uma tendéncia de reducdo no décimo quinto na frequéncia

cardiaca nos animais tratados com fibroblastos em relacdo aos tratados com

monacitos (Figura 11).
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Figura 11: Evolucéo temporal da presséo arterial sistélica (médiatepm) medida indiretamente pelo
método de pletismografia.
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Figura 12: Evolugéo temporal da frequéncia cardiaca (médiatepm) medida indiretamente pelo método
de pletismografia.*p<0.05 (Fibroblasto versus MNC+EBM)

4.4 VALORES HEMODINAMICOS BASAIS

Os valores basais médios (+ epm) dos parametros hemodinamicos incluindo
pressdo arterial sistdlica (PAS), diastdlica (PAD) e média (PAM) e frequéncia
cardiaca (FC) estdo descritos na tabela 2. Niveis pressoricos superiores a 140/90
mmHg indicam um quadro hipertensivo, os animais utilizados apresentaram valores
superiores a 170/13 mmHg. Através destes dados, foi possivel observar uma
reducdo da frequéncia cardiaca significativa nos animais tratados com fibroblastos
em relacdo aos outros dois grupos. Os demais parametros hemodinamicos

analisados ndo apresentaram diferenca significativa.
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Tabela 2: Valores basais médios (xepm) dos pardmetros hemodinamicos frequéncia cardiaca (FC),
presséo arterial sistdlica (PAS), diastdlica (PAD) e média (PAM).

SHR + PBS-EDTA SHR + MNC+EBM SHR + Fibroblasto

(n =14) (n =14) (n=11)
PAS (mmHQ) 173.65 + 4.27 176.02 £ 3.43 186.23 £ 5.92
PAD (mmHg) 133.42 +4.30 138.66 £ 5.9 137.94 +£2.76
PAM (mmHQ) 146.83 + 3.91 151.12 +4.58 151.82. £ 4.23
FC (bpm) 374.47 £ 5.55 369.96 + 4.57 340.33 £ 10.67 * #

p<0,05 (*Fibroblasto versus PBS-EDTA e * Fibroblasto versus MNC+EBM)

4.5 VARIABILIDADE CARDIOVASCULAR

Em relacdo a variabilidade da pressao arterial, os parametros espectrais da
PAD e PAS estao representados nas tabelas 3 e 4 respectivamente. Os parametros
relacionados a PAD ndo apresentaram diferenca entre os grupos, no entanto, na
PAS foi possivel observar que o grupo tratado com fibroblastos apresentou o HF
elevado em relacdo aos demais grupos.

Tabela 3: Valores médios (tepm) da presséo arterial diastélica (PAD), variancia e dos componentes
espectrais VLF, LF e HF da variabilidade da PAD nos grupos experimentais.

SHR + PBS-EDTA SHR + MNC+EBM SHR + Fibroblasto

(n =14) (n=14) (n =11)
Valor Médio (mmHg) 133.42+4.27 138.66+2.54 138.16+2.89
Variancia (mmHg) 17.05%£2.15 19.58+2.54 15.58+1.64
VLF 5.33+£0.48 6.17+0.66 5.41+0.75
LF 8.59+1.24 8.35+1.28 6.41+1.02
HF 2.38+0.38 3.27+0.56 3.69+0.86
LF/HF 4.33+0.35 4.85+1.24 3.19+0.58

Tabela 4: Valores médios (xepm) da presséo arterial sistélica (PAS), variancia e dos componentes
espectrais VLF, LF e HF da variabilidade da PAS nos grupos experimentais.

SHR + PBS-EDTA SHR + MNC+EBM SHR + Fibroblasto

(n=14) (n=14) (n=11)
Valor Médio (mmHgQ) 173.65+4.30 176.02+3.43 180.06+2.31
Variancia (mmHg) 26.46+2.32 36.56+10.62 28.41+4.03
VLF 8.23+1.15 7.95+0.90 10.77£2.10
LF 13.55+1.34 14.68+2.87 10.93+2.03
HF 4.05+1.11 4.76+0.57 6.61+1.05**
LF/HF 4.28+0.49 3.41+0.85 3.51+0.77

*p<0,05 (Fibroblasto versus PBS-EDTA e #Fibroblasto versus MNC+EBM)
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Os valores médios (x epm) do interval de pulso (IP), bem como dos
parametros de variabilidade no dominio do tempo (variancia) e no dominio da
frequéncia (analise espectral) sdo demonstrados na tabela 5. Nota-se o aumento do
intervalo de pulso no grupo tratado com fibroblasto em relacdo aos outros grupos.

Os demais parametros avaliados ndo demonstraram diferenca significativa.

Tabela 5: Valores médios (xepm) do intervalo de pulso (IP), da variancia e dos componentes
espectrais VLF, LF e HF dos grupos experimentais

SHR + Salina SHR + MNC+EBM SHR + Fibroblasto
(n =14) (n =14) (n=11)

Valor Médio (ms) 160.74+£2.36 162.52+1.89 179.15+3.12*#
Variancia (ms2) 23.04+3.28 19.27+3.27 38.15+6.67
VLF 8.14+0.97 8.40x1.26 10.98+1.86
LF 3.81+0.48 3.34+0.86 5.23.£1.71
LF (nu) 17.73+2.10 15.87+£2.81 19.77+£2.78
HF 10.14+1.57 8.71+2.82 11.97+£3.96
HF (nu) 75.69+£1.75 72.79+£6.82 77.16x£2.59
LF/HF 0.38+0.03 0.38x0.06 0.41+0.07

IP = Intervalo de pulso; VLF = Componente de muito baixa freqiiéncia; LF = Componente de baixa
freqiiéncia; LF (nu) = Componente de baixa freqiiéncia normalizado HF = Componente de alta
freqiiéncia; HF (nu) = Componente de alta freqiiéncia normalizado. *p<0,05 (Fibroblasto versus salina
e Fibroblasto versus MNC+EBM)

4.6 ANALISE DA COERENCIA E ALFA INDICE

Na avaliacdo da coeréncia entre os sinais de variabilidades do IP e da PAS,
através da analise espectral bivariada, onde se observa a relacdo direta entre o sinal
de IP e PAS, os segmentos (300 batimentos) com mais de 50% de coeréncia e
desvio de fase negativos foram computados e ndo se observou diferencas nas
porcentagens de trechos coerentes em relacdo a quantidade de batimentos total

entre 0os grupos estudados (tabela 6).

Tabela 6: Valores médios das porcentagens de trechos coerentes (xepm) no registro basal de uma
hora

SHR + PBS_EDTA SHR + MNC+EBM SHR + Fibroblasto
(n=14) (n=14) (n=11)

% coeréncia 37.26+2.71 32.86 +4.21 32.79+6.93




52

O controle barorreflexo espontaneo da frequéncia cardiaca é baseado na
identificacdo de seqUéncias de batimentos consecutivos nos quais aumentos
progressivos da pressao sistdlica sdo seguidos por aumentos progressivos do
intervalo de pulso ou diminuigBes progressivas de pressao sistolica sdo seguidas por
diminuicdes progressivas de intervalo de pulso. O controle barorreflexo cardiaco,
avaliado pelo alfa-indice pode ser observado na tabela 7. Somente séries temporias
de IP e PAS que apresentaram na analise espectral bivariada, coeréncia acima de
0,5 e desvio de fase negativo, foram incluidas no calculo do alfa-indice. Foi possivel
avaliar que os animais tratados com fibroblastos tiveram os valores de alfa-indice
superior aos demais grupos, sugerindo uma melhora no controle autonémico do

grupo SHR + Fibroblasto.

Tabela 7: Valores médios (zepm) do alfa-indice, um indice de sensibilidade barorreflexa espontanea,
calculados para a banda LF das oscilacdes de IP e PAS.

SHR + PBS EDTA SHR + MNC+EBM SHR + Fibroblasto
(n=14) (n=14) (n=11)
Alfa-indicie 0.46x0.03 0.41 £0.04 0.85+0.04*

p<0,05 (*Fibroblasto versus PBS-EDTA e #Fibroblasto versus Mondcitos)

4.7 FUNCAO ENDOTELIAL

A disfuncdo endotelial esta relacionada com o agravamento da hipertensao
devido ao aumento da resisténcia periférica total e lesbes crénicas em 6rgaos alvos.
Neste estudo nds avaliamos a fung¢é@o endotelial através da administracdo aleatéria
de drogas vasodilatadoras dependentes e independentes de endotélio, ou seja,
acetilcolina (Ach) e nitroprussiato de sédio (NPS), respectivamente. Os painéis A e B
da figura 12, referentes a administracdo de Ach e NPS, respectivamente,
demonstraram que n&o houve diferenga significativa entre os grupos independente
da dose administrada. Em um tratamento eficaz espera-se que a resposta a Ach
melhore com o tratamento, no entanto, nenhuma alteracdo foi observada neste

estudo.
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Figura 13:
crescentes

Curvas dose-resposta (médiatE.P.M.) da hipotensdo arterial induzida por doses
de acetilcolina (painel A) e nitroprussiato de sédio (painel B).
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4.8 PESO CARDIACO RELATIVO E ABSOLUTO
Os valores do peso cardiaco relativo e absoluto € um parametro
importante na hipertensdo arterial, considerando que na hipertensao existe um
espessamento da parede e aumento da massa do ventriculo esquerdo como acao
compensatoria causada pela presséo elevada. Os valores dos pesos cardiacos dos

trés grupos experimentais podem ser observados na tabela 8.

Tabela 8: Valores médios (+epm) do peso céardico absoluto e relativo que consiste na razéo entre o
peso cardiaco absoluto e o peso corpéreo do animal.

SHR + Salina SHR + MNC+EBM SHR + Fibroblasto
(n =14) (n =14) (n=11)
Peso cardiaco
absoluto (gr.) 0.83+0.02 0.86 +0.02 0.84+0.01
Peso cardiaco
relativo (gr/gr) 4x103+1x10°3 4x103+1x10°3 3x103+1x10°3

4.9 PROCESSAMENTO HISTOLOGICO

Os o6rgaos foram congelados e seccionados em 5 pm e em seguida
analisados no microscoépio invertido (Axioobserver Z1, Carl Zeiss, Alemanha), para
avaliar a presenca de células marcadas com cell tracker, uma vez que todas as
células antes de serem utilizadas no transplante fora marcadas com esse tracador
molecular. Nenhuma evidéncia de células transplantadas foi encontrada no baco,
pulm&o, coracdo, aorta, rim e musculo esquelético, no entanto estes dados precisam
ser confirmados devido ao alto nivel de auto-fluorescéncia detectado nos tecidos dos

trés grupos avaliados, o que dificultou a andlise.
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5 DISCUSSAO

O presente estudo baseou-se em resultados prévios de Dias da Silva e
colaboradores (2005) que administrou células mononucleares derivadas da medula
O0ssea de ratos SHR machos em fémeas SHR receptoras, e observou a reducéo dos
niveis pressoricos e a melhora da funcdo endotelial descartando um eventual efeito
de rejeicdo imunoldgica uma vez que utilizaram-se células de animais singénicos.
Dessa forma utilizamos células mononucleares de animais hipertensos apos cultivo
celular em placas recobertas com fibronectina e em meio EBM-2 suplementado com
fatores de crescimento endoteliais, com o intuito de observar o efeito terapéutico das
mesmas. Essas condigBes de cultura descritas sdo propicias para o cultivo de
células progenitoras endoteliais e células endoteliais adultas. No entanto, a
imunofenotipagem por citometria de fluxo das células cultivadas demonstrou uma
populacdo pobre em CD34+ que é um dos principais marcadores de identificacao
das EPCs juntamente com CD133+. Em contrapartida, os marcadores endoteliais
KDR e CD31 apresentaram-se abundantes e aumentaram sua expressao ao longo
do tempo de cultivo (tabela 1). A presenca de CD45, CD14 e CD4 em cerca de 60-
70% das células ao final de 15 dias de cultura evidenciou uma populacdo de células
com caracteristicas fenotipicas de leucécitos, endotélio e mondcitos. Os mondcitos
sdo uma populacéo celular com potencial de originar endotélio quando estimulada
(Harraz e cols., 2001), assim como os linfécitos vasculogénicos (CD31+/CD3+)
(Kushner et al., 2010).

Eggermann e colaboradores (2003) relataram que o cultivo de
mononucleares derivados de corddao umbilical humano em placas tratadas com
fibronectina e meio de crescimento endotelial (EGM) demonstrou baixa expressao
de CD34 e CD133, e no terceiro dia de cultura apresentou caracteristicas de
mondcito com expressao de CD14 e CD45 e ao logo do sexto e nono dias a cultura
apresentou caracteristicas de endotélio expressando VEGFR-2 e VE-caderina,
aumentando também a expressdo de CD45 e CD14, corroborando com o resultado
encontrado no presente estudo. Outro ponto relevante € que animais hipertensos
apresentam leucocitose, ou seja, uma producédo elevada de leucocitos o que poderia
explicar a abundancia de células expressando CD45 que € um marcador pan
leucocitario na cultura (Ohmori et al., 2000).
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Caracteristicas como marcacao da superficie celular com lectina vegetal e
capacidade de fagocitar LDL acetilado estdo relacionadas a células endoteliais e
progenitoras endoteliais (Asahara et al., 1997). Entretanto, as células estudadas no
presente trabalho apresentaram estas mesmas caracteristicas (figura 7), de modo
que as mesmas poderiam ser denominadas de células mononucleares com
potencial de formacédo de endotélio, dadas as suas caracteristicas imunofenotipicas
de expresséo de marcadores de superficie de mondcitos, linfocitos e endotélio.

As células cultivadas apresentaram formato fusiforme se assemelhando
morfologicamente a EPCs, além de apresentarem a capacidade de formacdo de
vasos in vitro quando -cultivadas com matrigel por 24horas. Todas essas
caracteristicas descritas demonstram que as células estudadas se assemelham
morfologicamente e funcionalmente a células endoteliais.

Os fibroblastos extraidos da pele de animais hipertensos foram utilizados
como um controle positivo de células sem caracteristica de tronco ou progenitoras,
para descartar um eventual efeito inespecifico do transplante celular. A cultura de
fibroblastos foi submetida ao protocolo de diferenciacéo adipogénica e osteogénica e
apresentaram a capacidade de se diferenciar em adipécitos e em ostedcitos
respectivamente, sugerindo uma semelhanca com as células mesenquimais tanto
morfologicas quanto funcionais podendo ser denominadas de células mesenquimais
fibroblastoides ou células mesenquimais maduras. Oliveira (2010) relatou que
células tronco mesenquimais derivadas da medula 6ssea de animais hipertensos
apresentaram uma capacidade reduzida de diferenciacdo. Este mesmo fato pode ser
observado nos nossos resultados, onde as imagens referentes as diferenciacdes
(figura 9) demonstraram uma baixa taxa de diferenciacao.

Blasi e colaboradores (2011) relataram que fibroblastos derivados da derme
humana ndo apresentavam capacidade angiogénica quando cultivados na presenca
de matrigel in vitro,0 mesmo pode ser observado neste estudo, onde os fibroblastos
nao formaram vasos em cultura, assim os fibroblastos demonstraram ser uma
populacdo celular ideal para o controle do tratamento, uma vez que sao células
maduras com baixo potencial de diferenciacéo e incapazes de formar vasos in vitro.

Os fibroblastos podem apresentar alta capacidade proliferativa e uma certa
capacidade de diferenciacdo osteogénica, condrogénica e adipogénica quando
devidamente estimulados, assemelhando-se morfologicamente e funcionalmente as

células tronco mesenquimias (MSC) (Lysy et al.; 2007). Em nossos estudos foi
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possivel comprovar a capacidade dessas ceélulas se diferenciarem em osteoblastos
e adipécitos (figura 10 B e C), além de serem capazes de secretar colageno em
cultura (figura 9). As MSC séao definidas pela sua capacidade de aderéncia ao
plastico, multipoténcia e expressdo de CD73, CD105 e auséncia de marcadores
hematolégicos CD14, CD34 e CD45, mas estas propriedades e marcadores sao
caracteristicas compartilhadas pelos fibroblastos (Horwitz et al., 2005).

A atual definicdo dada pela Sociedade Internacional de Terapia Celular (ISCT)
€ que as células MSC sao indistinguiveis dos fibroblastos (Horwtz et al., 2005).
Estudos recentes envolveram marcadores SSEA-1, SSEA-4 e GD2, e estabeleceram
uma hierarquia entre as células mesenquimais (Lysy et al., 2007 e Martinez et al.,
2007). Apesar destas limitacGes alguns estudos defendem que MSC constituem um
anico tipo celular distinto dos fibroblastos (Horwtz et al., 2005), outros trabalhos
definem os fibroblastos com capacidade de diferenciacdo como células tronco
mesenquimais fibroblasticas (MSCs fibroblasticas). MSCs fibroblasticas derivadas da
derme séo foco de aplicacBes terapéuticas em transplante para apoiar a formacéo
Ossea (Hirata et al.; 2003 e Ruthenford et al., 2002).

Lorenz e colaboradores (2008) demonstraram que os fibroblastos derivados
da derme humana apresentam in vitro caracteristicas comuns a células troncos
derivadas de tecido adiposo (ADSCs), com fendtipo e potencial de diferenciacéo
similares. Dadas essas caracteristicas de potencial de proliferacdo, diferenciacao e
facilidade da obtencdo das MSCs fibroblasticas, uma vez que a pele é o maior 6rgéao
humano e é dissecado diariamente em cirurgias plasticas e reparativas, este tipo
celular pode se tornar uma Otima ferramenta nas pesquisas de medicina
regenerativa.

Para verificar a hipertensdo dos animais utilizados no estudo, todos os
animais foram submetidos ao método de pletismografia de cauda alguns dias antes
do transplante, e ao longo do protocolo experimental os animais foram submetidos a
este protocolo a fim de monitorar a pressao arterial sistOlica e a frequiéncia cardiaca.
A pressao arterial sistélica ndo apresentou alteracdes significativas nos grupos
estudados. No entanto, a freqiiéncia cardiaca nos animais tratados com fibroblastos
apresentou-se reduzida por volta do décimo primeiro dia pés transplante quando
comparado ao grupo transplantado com MNC+EBM.

O reflexo pressorreceptor € considerado um sistema de controle de alto

ganho que mantém a pressao arterial dentro de limites normais em periodos de
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segundos a minutos. Assim como o diagndstico e tratamento da hipertenséo arterial
focado no nivel basal da pressdo sanguinea determina grande reducdo da morbi-
mortalidade da populacdo, a variabilidade momento a momento da presséo arterial
por si, cujo controle é funcdo do barorreflexo, € também de importante significado
clinico (Santos et al., 2001). Estudos clinicos tém mostrado, por exemplo, que uma
reduzida sensibilidade do barorreflexo esta associada com a morte subita que se
segue ao infarto agudo do miocardio. Os fibroblastos apresentaram reducéo da
frequéncia cardiaca através de medidas diretas da hemodinamica basal, este fato foi
associado a um aumento significativo da sensibilidade barorreflexa espontanea,
sugerindo que os fibroblastos poderiam estar agindo diretamente ou indiretamente
no controle autonémico cardiaco dos animais transplantados. Os mecanismos
envolvidos neste efeito ndo s&o conhecidos, mas poderiam envolver efeitos
paracrinos secretores destas células ou efeitos locais por incorporacdo destas
células em nucleos do sistema nervoso central, como por exemplo o nucleo do trato
solitario (NTS) que controla as variacbes de atividade de varios centros
cardiovasculares; alterando tdnus simpético e parassimpético destes. Em apoio a
um possivel efeito em nucleos do SNC, estudo recente demonstrou que células
mononucleares transplantadas sistemicamente possuem a capacidade de
atravessar a barreira hematocefalica e agir diretamente no NTS, promovendo
alteracdes no controle simpatoténico (Paton, 2009). Outra hipétese plausivel é que
os fibrlobastos poderiam estar interagindo diretamente no nodo sinusal retardando o
processo de despolarizacdo diastélica lenta e assim consequientemente retardando
a geracdo do impulso cardiaco e dessa forma diminuindo o ritmo da frequéncia
cardiaca. As alteracBes observadas na FC nao foram acompanhadas por mudancas
na pressao arterial avaliada seja indiretamente pelo método de oclusédo da artéria
caudal, seja pelo método direto via cateter intra-arterial.

Os dados obtidos através da medida indireta na PAS e FC foram confirmados
a partir do processamento de medidas diretas obtidas apos implantacdo de cateteres
intra-arteriais e registro basal de cada animal. De fato, as medidas hemodinamicas
diretas da presséo arterial sistémica confirmaram os achados da pletismografia de
um estado bradicardico dos animais tratados com fibroblastos, sem alteracdes na
PAS, além da auséncia de efeitos sobre a PAS e FC no grupo tratado com células

mononucleares cultivadas em EBM.
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O sistema cardiovascular sofre influéncias de varios outros sistemas e pode
apresentar alteracbes de diversos parametros, em especial o sistema nervoso
autondmico que age diretamente na pressédo arterial e na frequéncia cardiaca que
sdo os parametros primordiais relacionados a sindrome hipertensiva. N6s avaliamos
a variabilidade da FC (intervalo de pulso) e da PA por meio da anélise no dominio do
tempo (via quantificacdo da variancia) e no dominio da frequéncia (através da
analise espectral). Individuos hipertensos apresentam predominancia da atividade
simpética, sendo este uma das causas do quadro hipertensivo (Wyss, 1993). Tendo
em vista esta caracteristica, nds avaliamos a variabilidade da FC (intervalo de pulso)
e da PA por meio da analise no dominio do tempo (determinacdo da variancia) e no
dominio da frequéncia (através da analise espectral). A variabilidade da pressédo
arterial diastélica ndo demonstrou diferencas estatisticas de nenhum dos parametros
entre 0s grupos, no entanto no estudo da pressdo arterial sistélica demonstrou
diferenca estatistica entre o grupo transplantado com fibroblasto versus grupo PBS-
EDTA para o parametro de alta frequéncia HF, o que pode sugerir que 0s animais
transplantados com fibroblastos estavam com hiperventilagdo, pois o HF na presséo
arterial esta relacionado diretamente com o controle respiratoério.

Fibroblastos sdo células grandes e quando sao transplantas via jugular eles
passam pelo pulmdo e muitas deles ndo conseguem atravessar 0s capilares e
obstruem a passagem de sangue promovendo micro-émbolos na circulagéo
pulmonar, que pode ser responsavel pela morte celular de muitas das células
transplantadas, outras células conseguem fazer diapedese e se localizacdo entre os
vasos, no pericito auxiliando nas funcdes e reparo tecidual (Toma et al., 2009). No
nosso estudo acreditamos que as células possam estar permanecendo no pulméao e
promovendo uma obstrucdo de microcapilares e conseqientemente diminuindo a
capacidade respiratoria, promovendo a hiperventilagdo nos animais transplantados.

Na analise da variabilidade da frequéncia cardiaca podemos observar que 0s
animais tratados com fibroblastos apresentaram-se bradicardicos comparados aos
outros grupos. Os demais parametros ndo apresentaram nenhuma diferenca. Este
resultado corrobora com os resultados de pletismografia de cauda que mostrou que
0s animais do grupo fibroblasto estavam com a frequéncia cardica menor que 0s
outros dois grupos.

Varios trabalhos cientificos recentes tém identificado diversos tipos celulares

derivados da medula 6ssea com propriedades vasculogenéticas, como os fibrécitos,
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linfécitos e mondcitos, além das células reconhecidamente tronco (Seta e Kuwana,
2007 e 2010). Os dados de citometria revelaram que a cultura de células
mononucleares em EBM seleciona uma populacéo rica em CD14+, CD45+, CD31+,
CD4+ e KDR+ e pobre em CD34-. Os mondcitos sdo células com capacidade
angiogénica (Harraz et al.,2001), assim como os linfécitos CD3+ e CD31+ (Kushner
et al.,, 2010) e podem estar constituindo essa cultura. Desta forma mondcitos e
linfécitos poderiam estar envolvidos diretamente na producdo de novos vasos
promovendo uma melhora da rarefagdo microvascular e melhorando a resposta ao
oxido nitrico (NO), diretamente via incorporacdo na parede endotelial ou poderiam
estar agindo de forma indireta produzindo citocinas e fatores angiogénicos. Baseado
nisso, avaliamos a funcdo endotelial dos animais transplantados através da
administracdo aleatéria de drogas vasodilatadoras com acdo dependente e
independente do endotélio (acetilcolina e nitroprussiato de sodio, respectivamente).
Nossos resultados ndo demonstraram melhora na funcdo endotelial de nenhum dos
grupos avaliados, sugerindo que as terapias celulares com células mononucleares
cultivadas em EBM ou fibroblasto ndo séo alternativas viaveis para o tratamento da
hipertensao arterial sistémica.

A sensibilidade dos barorreceptores € uma excelente medida de funcéo
autondmica (Ferrer et al., 1991), a andlise espectral cruzada entre duas variaveis de
interesse pode ser realizada para determinar a coeréncia (relacdo de dependéncia
linear entre as variabilidades de dois sinais) e o desvio de fase (relacdo temporal
entre as variabilidades de dois sinais) (Ando et al., 1998). O indice alfa, calculado a
partir da relacao entre as oscilacdes do intervalo de pulso (IP) e da pressao arterial
sistolica (PAS) nas regifes de baixa freqiéncia, tem sido usado como um indice
aceitavel de estimacdo do controle barorreflexo espontaneo da freqiiéncia cardiaca .
Assim, a sensibilidade do controle reflexo da frequéncia cardiaca pode ser avaliada
dentro do registro basal de pressdo arterial, sendo denominado de barorreflexo
espontaneo. Nossos resultados demonstraram um aumento significativo do alfa
indice nos animais tratados com fibroblastos, o que sugere uma melhor modulagéo
do controle autondmico parassimpatico vagal cardiaco nesses animais. Tendo em
vista que na hipertensdo existe uma super estimulacdo do sistema nervoso
simpético, promovendo um quadro taquicardico, esta melhora na sensibilidade
barorreflexa espontanea poderia ser benéfica para o coracdo destes animais.

Protegendo-os contra arritmias cardiacas e morte subita. Os dados de coeréncia
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avaliados ndo demonstraram significancia em relacdo a porcentagem de trechos
coerentes entre os animais sugerindo que a melhora do alfa indice ndo esta
associada a um aumento de trechos coerentes, mas sim a uma melhora na resposta
do barorreflexo espontaneo.

Considerando que a terapia celular com fibroblastos promoveu uma
diminuicdo na frequéncia cardiaca e associando a melhora do bararreflexo
espontaneo estimado pelo alfa indice podemos dizer que os fibroblastos apresentam
a capacidade de melhorar a modulagcédo vagal cardiaca e ou reduzir a modulagéo
simpética, com reflexos positivos sobre a fungéo do coragéo.

Em pacientes hipertensos a elevacao da pressao arterial produz um aumento
na tensdo da parede do ventriculo esquerdo, o qual pode levar a uma resposta
caracterizada por aumento da massa ventricular e espessamento da parede, essa
alteracdo é considerada compensatéria (Lorell et al., 2000). Em nosso estudo
avaliamos o peso cardiaco absoluto e relativo para observar se a terapia celular com
células mononucleares cultivadas em EBM ou com fibroblastos melhoraria a
hipertrofia cardiaca. Nossos resultados, no entanto, mostram que ndo houve
diferenca significativa entre os grupos, o que indica que o tratamento proposto nao &
eficaz em reduzir a hipertrofia cardiaca, provavelmente por também nado ser capaz
de reduzir a pressao arterial sistémica.

Nossos dados mostraram uma completa incapacidade das células
mononucleares de medula Ossea ciltivadas em meio endotelial de exercerem
qualquer efeito anti-hipertensivo nos animais SHR. As razfes para tal ineficiéncia
poderiam residir no fato de que estas células, com caracteristicas monociticas, de
linfécitos e de endotelio podem apresentar modificagdes funcionais decorrentes do
fundo genético hipertensivo proprio dos SHRs. De fato, trabalhos de Imanishi e cols.
(2005) e Oliveira (2010) tem evidenciado déficits funcionais em outros tipos celulares
com caracteristicas multipotentes como células progenitoras endoteliais e células
tronco mesenquimais, respectivamente.

A comparacao entre 0s grupos celulares com capacidade de formacgédo de
endotélio e células maduras sem capacidade angiogénica demonstrou que o cultivo
de células mononucleares em meio basal de endotélio reduz o efeito terapéutico
sobre a hipertenséo observado no trabalho de Dias da Silva (2005), onde se utilizou
mononucleares da medula 0ssea a fresco. Embora seja notavel que o niumero de

células administradas neste trabalho seja inferior, dados ndo demonstrados
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confirmam a ineficiéncia do efeito terapéutico das MNC+EBM mesmo com o
aumento do numero de células transplantadas, o que confirma um possivel defeito
funcional das células. Os fibroblastos sdo células maduras e em situagdo normal ndo
apresentam capacidade proliferativa e de diferenciacdo, no entanto, o cultivo das
mesmas parecem estimular essas propriedades, e quando utilizadas como possivel
terapia anti-hipertensiva surpreendeu demonstrando melhora nos parametros como
reducado da frequéncia cardiaca e aumento da sensibilidade barorreflexa. Entretando
ndo alterou os niveis pressoricos dos animais tratados, sendo assim ndo se pode
afirmar que os fibroblastos sejam um alvo terapéutico ideal para o tratamento da
hipertensdo uma vez que por definicdo a hipertensdo € a elevacdo dos niveis

pressoéricos mantidos durante 24 horas (Guyenet, 2006).
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6. CONCLUSAO

Em concluséo, o transplante de células mononucleares cultivadas em meio
basal endotelial ndo apresentou efeitos anti-hipertensivos significativos quando aos
parametros de hemodindmica e de variabilidade cardiovascular avaliados no modelo

de hipertensao arterial sistémica espontanea em ratos.

Em contrapartida a utilizacao de fibroblastos como células controle obtidos da
derme de animais espontaneamente hipertensos demonstrou uma melhora
significativa na frequéncia cardiaca e do barorreflexo espontdneo nos ratos
espontaneamente hipertenso. No entanto, ndo se pode afirmar que a utilizagao
deste tipo celular seja uma alternativa terapéutica, uma vez que 0s parametros de
variabilidade cardiaca e os valores de pressao arterial sistdlica e diastdlica néo
demonstraram diferenca entre os grupos estudados.

Acreditamos que a ineficiéncia terapéutica das MNC+EBM e fibroblastos
utilizados esta relacionada ao déficit funcional das células dos animais com

hipertenséo arterial sistémica evidenciados em estudos anteriores.
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