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RESUMO 

 

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o número de células tronco cardíacas 

c-Kit+-CD45neg e Sca-1+-CD45neg, por meio de citometria de fluxo, e células tronco 

mesenquimais cardíacas, por meio do ensaio de unidades formadoras de colônias 

semelhantes a fibroblastos (“Colony Forming Unit-Fibroblasts”-CFU-F), no coração de 

ratos espontaneamente hipertensos (SHR), comparando com ratos normotensos (WKY). 

Para tal, ratos SHR e WKY jovens (de 4 semanas de idade) e adultos (de 14 e 30 semanas 

de idade) foram avaliados tendo seus corações removidos após eutanásia para extração 

de células tronco via fragmentação mecânica, digestão enzimática (com colagenase tipo 

I ou Tripsina-EDTA) e filtração diferencial (em 40µm ou 70µm). A suspensão de células 

cardíacas resultante foi então analisada por citometria de fluxo, a fim de quantificar o 

número de células tronco cardíacas c-Kit+-CD45neg e Sca-1+-CD45neg ou semeadas em 

baixa densidade em placas de cultura, a fim de quantificar o número de CFU-Fs, as quais 

se originam clonalmente de células tronco mesenquimais cardíacas individuais. Os 

animais SHR apresentaram-se hipertensos e com hipertrofia cardíaca a partir da 14ª 

semana de idade. A quantidade das células tronco cardíacas c-Kit+-CD45neg no coração 

de SHR foi maior na 4ª semana de idade (0,74±0,09% versus 0,46±0,09% nos ratos WKY, 

p<0,05) e menor entre a 14ª e 30ª semana de idade (0,43±0,10% versus 0,78±0,12% em 

WKY, p<0,05). O número de células tronco cardíacas Sca-1+-CD45neg e de células 

tronco mesenquimais cardíacas, contadas como CFU-Fs/200.000 células cultivadas, não 

foi diferente entre as duas linhagens de animais em qualquer das idades estudadas. O 

menor número de células tronco c-Kit+-CD45neg no coração de SHRs observado na fase 

estabelecida da hipertensão arterial (14-30 semanas), com hipertrofia cardíaca vigente, 

sugere que a redução numérica possa ser uma consequência do processo hipertensivo e 

hipertrófico cardíaco. Dada a importância funcional das células c-Kit+-CD45neg na 

homeostase do tecido cardíaco, a redução numérica destas células na fase hipertensiva 

sugere que as mesmas podem ter alguma implicação na patogênese da hipertrofia cardíaca 

associada à hipertensão arterial. Estudos adicionais fazem–se necessários para estabelecer 

um real papel destas células tronco no contexto da hipertensão arterial sistêmica e 

hipertrofia cardíaca.  



 

 

ABSTRACT 

 

The aim of this study was to evaluate in the heart of spontaneously hypertensive 

rats (SHR) compared to normotensive rats (WKY) the number of cardiac stem cells c-

Kit+-CD45neg and Sca-1+-CD45neg, by flow cytometry, and the number of cardiac 

mesenchymal stem cells through the Colony Forming Unit-fibroblasts (CFU-F) assay. 

Therefore, young (4 weeks old) and adult (14 to 30 weeks old) SHRs and WKY rats had 

their hearts removed after euthanasia for the extraction of stem cells via mechanical 

fragmentation, enzymatic digestion (collagenase type I or trypsin-EDTA) and differential 

filtration (at 40µm or 70µm). The resulting suspension of cardiac cells was then analyzed 

by flow cytometry, in order to quantify the number of cardiac stem cells c-Kit+-CD45neg 

and Sca-1+-CD45neg, or seeded at low density in culture plates, in order to quantify the 

number of CFU-Fs, which clonally originate from individuals cardiac mesenchymal stem 

cells. The SHRs were hypertensive and exhibited cardiac hypertrophy after the 14th week 

of age. The number of c-Kit+-CD45neg cardiac stem cells in the heart of SHRs was higher 

at 4 weeks of age (0.74 ± 0.09% versus 0.46 ± 0.09% in WKY rats, p <0.05) and lower 

between the 14th and 30th week of age (0.43 ± 0.10% versus 0.78 ± 0.12% in WKY rats, 

p <0.05). The number of Sca-1+-CD45neg cardiac stem cells and the number of cardiac 

mesenchymal stem cells, counted as CFU-Fs / 200,000 plated cells were not different 

between the two strains of animals at any age studied. The lower number of c-Kit+-

CD45neg cardiac stem cells in the heart of SHRs in the established phase of hypertension 

(14-30 weeks), with ongoing cardiac hypertrophy, suggests that this numerical reduction 

may be a consequence of hypertension and cardiac hypertrophic process. Given the 

functional significance of c-Kit+-CD45neg cells in the homeostasis of heart tissue, the 

reduced number of these cells in hypertensive phase suggests that they may have some 

implication in the pathogenesis of cardiac hypertrophy associated with hypertension. 

Additional studies are required in order to establish a real role of these stem cells in the 

context of hypertension and cardiac hypertrophy. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

1.1 HIPERTENSÃO ARTERIAL SISTÊMICA 

 

A hipertensão arterial sistêmica (HAS) é uma síndrome clínica na qual os níveis de 

pressão arterial sistêmica (PA) encontram-se cronicamente elevados e sustentados para valores 

acima daqueles considerados normais (pressão sistólica ≥ 140 mmHg e pressão diastólica ≥ 

90mmHg). A HAS afeta mais de um bilhão de pessoas no mundo (ORGANIZAÇÃO 

MUNDIAL DA SAÚDE, 2011) e sua prevalência autorreferida no Brasil é de 21,4%, 

apresentando a menor prevalência na região Norte do país (14,5%) e a maior na região Sudeste 

(23,3%) (ANDRADE et al, 2015). 

A HAS pode ser classificada em hipertensão primária, ou essencial, a qual ocorre isolada 

de qualquer outra doença pré-existente, e em hipertensão secundária, a qual está relacionada 

com alterações patológicas antecedentes. A HAS é uma doença multifatorial, apresentando 

como fatores de risco: idade, gênero, alto consumo de álcool (MARTINEZ, LATORRE, 2006), 

etnia (SACKS et al, 2001), excesso de peso (BRANDÃO, 2004), sedentarismo 

(PESCATELLO, 2004), fatores socioeconômicos (CESARINO et al, 2008), genética 

(OLIVEIRA, 2008) e dieta hipersódica (SACKS et al, 2001).  

 O valor da PA é diretamente proporcional ao produto do débito cardíaco pela resistência 

periférica, e o seu aumento crônico e consequente surgimento da HAS ocorre à medida que os 

mecanismos regulatórios falham em manter os níveis pressóricos dentro de valores normais. A 

regulação a curto prazo da PA ocorre, principalmente, pelos barorreflexos e hormônios 

vasoativos (GUYTON et al, 1991). Já a longo prazo, a regulação do volume urinário promovida 

pelos rins é a que apresenta maior relevância (BOLÍVAR, 2013). Arthur Guyton e 

colaboradores foram os primeiros a discorrer sobre a importância que os rins apresentam no 

controle da PA, controlando tanto a diurese quanto a natriurese em resposta a variações 

pressóricas (GUYTON, 1991). Tal mecanismo tem seu funcionamento baseado em alterações 

no volume sanguíneo, mantendo níveis pressóricos regulados em um feedback conhecido como 

“quase infinito”. Na Figura 1 é possível observar a curva de diurese pressórica, na qual níveis 

de PA elevados resultam em diurese aumentada com diminuição consequente do volume 

sanguíneo e restauração a valores normais de pressão. 
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Figura 1 - Curva do débito urinário em relação ao aumento da pressão arterial sistêmica. O 

débito urinário desempenha um papel central no controle a longo prazo da PA. 

       

       Fonte: Guyton, 2011. 

  

Ainda no que diz respeito à alteração da volemia sanguínea, o alto consumo de sódio é 

fator de grande relevância na discussão sobre HAS. A dieta rica em sal predispõe a aumentos 

pressóricos, conforme evidenciado em estudos epidemiológicos (BEEVERS, 2002; 

HOLLENBERG, 2006), através do aumento do volume sanguíneo ocasionado pela alta 

retenção de sódio (COFFMAN, 2011).  O mecanismo mais eficiente em controlar a perda de 

sódio pela urina é o sistema renina-angiotensina-aldosterona, responsável por controlar a sua 

reabsorção tubular renal (TAKAHASHI, 2011). Além do sódio, a ingestão de potássio também 

tem sido descrita como importante fator na HAS. Baixo consumo de potássio ocasiona elevação 

da retenção de sódio pelo organismo, elevando a PA (KRISHNA, 1990); ao passo que o 

aumento de seu consumo, tem o efeito oposto (SMITH; KLOTMAN; SVETKEY, 1992).  

Também na discussão sobre HAS, merece destaque o sistema nervoso autonômico, 

principalmente simpático. Diversos medicamentes anti-hipertensivos têm ação como 

antagonistas do sistema nervoso simpático (SNS) (BOLÍVAR, 2013). O SNS atua nos rins 

através do aumento da secreção de renina, aumento da reabsorção tubular de sódio e 

vasoconstrição (BOLÍVAR, 2013).  O tônus vascular, regulado principalmente pelo SNS e por 
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hormônios, apresenta papel fundamental no controle pressórico (COFFMAN, 2011), através da 

elevação ou diminuição da resistência periférica, resultando em aumento ou decréscimo da PA, 

respectivamente. Dessa forma, hiperatividade simpática vascular crônica, bem como 

hiperativação a longo prazo do sistema renina-angiotensina têm sido implicados na patogênese 

da HAS (COFFMAN, 2011).  

Em adição, estudos também demonstram que o sistema imune apresenta relevância na 

patogênese dos níveis pressóricos elevados. Em 2007, Guzik e colaboradores, através de 

estudos com ratos, sugeriram que a ausência de linfócitos T e B leva à resistência ao 

desenvolvimento da HAS (GUZIK et al, 2007). Infiltrado de células imunes na gordura 

adventícia e peri-adventicial, assim como ativação de células T que secretam citocinas pró-

inflamatórias, como interleucina-17 (IL-17), interferon-gama (IFN-γ) e fator de necrose 

tumoral-alfa (TNFα), foram associados à HAS (GUZIK et al, 2007; MADHUR et al, 2010).  A 

ativação do sistema imune causada por stress oxidativo vascular, presente na doença, leva à 

ativação de células T, que se infiltram na camada adventícia vascular e liberam citocinas, as 

quais induzem depósito de colágeno, ocasionando rigidez aórtica, disfunção e inflamação renal, 

e hipertensão (WU et al, 2016).    

Ainda no que diz respeito aos fatores associados com a elevação crônica da PA, 

relevância fundamental se atribui ao fator genético, evidenciado em estudos epidemiológicos 

relacionados à HAS (COFFMAN, 2011). Porém os genes e alterações fenotípicas relacionadas 

ainda não estão bem descritos. 

Em relação as mudanças estruturais ocorridas com a elevação dos níveis pressóricos a 

longo prazo, observam-se alterações tanto cardíacas quanto vasculares, devido à alta pressão 

sanguínea a qual o organismo é submetido (PATRASCU, 2013).  

Como consequência cardíaca, observa-se hipertrofia patológica do ventrículo esquerdo, 

a qual engloba cardiomiócitos e insterstício, com aumento de fibrose intersticial 

(VERDECCHIA et al, 1996), levando cronicamente à insuficiência cardíaca (IC).  

No que diz respeito às alterações vasculares, ocorrem mudanças estruturais de 

remodelamento, caracterizadas por alteração no diâmetro do lúmen dos vasos (HEAGERTY et 

al, 1998), e mudanças funcionais, as quais resultam em disfunção endotelial (CESENA; 

CHAGAS, 2001), ocasionando o surgimento de um ambiente vascular pró-inflamatório, pró-

trombótico, e de reduzida vasodilatação (ENDERMANN; SCHIFFRIN, 2004). Na HAS ocorre 
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déficit na capacidade vasodilatadora dependente do endotélio de vasos coronários e epicárdicos 

submetidos à acetilcolina ou aumento do fluxo (CESENA; CHAGAS, 2001), do mesmo modo 

que são encontradas alterações na secreção de moléculas vasoativas, como o óxido nítrico (NO), 

o qual tem sua síntese e biodisponibilidade prejudicadas em indivíduos hipertensos 

(BRUNNER et al, 2005). Na HAS, observa-se ainda aumento na produção de espécies reativas 

de oxigênio (MONTEZANO et al, 2015), as quais ativam o sistema imune, ocasionando 

resposta inflamatória, dano vascular e elevação da PA (Figura 2). 

 

Figura 2 - Relação entre função vascular e pressão sanguínea sistêmica. A PA aumenta 

concomitantemente ao stress oxidativo vascular, assim como tem-se aumento no agravamento 

da disfunção endotelial, remodelamento vascular, inflamação e danos aos vasos sanguíneos e 

aos órgãos-alvo. 

 

 Fonte: Adaptado de Montezano et al, 2015. 

 

Elevados valores crônicos de PA, portanto, resultam em danos aos vasos sanguíneos, e 

aumento do risco de desenvolvimento e progressão da aterosclerose (OLAFIRANYE et al, 

2011). Dessa forma, tem-se elevação nas taxas de infarto agudo do miocárdio, IC, acidente 

vascular encefálico e doenças renais entre pacientes hipertensos (COFFMAN, 2011). 
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O tratamento da HAS envolve medidas não medicamentosas, as quais englobam hábitos 

de vida saudáveis, e medidas medicamentosas (SOCIEDADE BRASILEIRA DE 

CARDIOLOGIA, 2010). Alguns dos fármacos utilizados para o tratamento medicamentoso 

são: diuréticos (PSATY et al, 1977), inibidores da enzima conversora da angiotensina (NEAL, 

MACMAHON, CHAPMAN, 2000), bloqueadores do receptor AT1 da angiotensina (DAHLOF 

et al, 2002), betabloqueadores (PSATY et al, 1977), e inibidores dos canais de cálcio (NEAL, 

MACMAHON, CHAPMAN, 2000). Porém, devido à limitação do conhecimento sobre a 

patogênese da HAS e do reduzido número de terapias disponíveis, os resultados clínicos nos 

indivíduos hipertensos nem sempre tornam-se satisfatórios (COFFMAN, 2011). Tal fato 

justifica a necessidade tanto de pesquisas envolvendo a busca da elucidação dos mecanismos 

relacionados à HAS, quanto o aperfeiçoamento e descoberta de novas metodologias para o 

tratamento de pacientes hipertensos. 

 

1.2 RATOS ESPONTANEALMENTE HIPERTENSOS 

 

Modelos animais são ferramentas fundamentais para o estudo da fisiopatogenia e do 

tratamento de doenças (LEONG, NG, JAARIN, 2015). Devido às limitações na elucidação dos 

mecanismos envolvidos na HAS humana, tais ferramentas são de extrema importância para a 

pesquisa envolvendo a doença. Nesse contexto, foram desenvolvidos diversos tipos de modelos 

experimentais, sendo eles: renovascular, dietético, endócrino, neurogênico, psicogênico, 

genético, entre outros (BADYAL, LATA, DADHICH, 2003). 

Dentre todos os tipos citados e englobados na categoria de hipertensão genética, os mais 

estudados são os ratos espontaneamente hipertensos (“spontaneously hypertensive rats” - SHR) 

(FRAZAN JR.; DIAS DA SILVA; SALGADO, 2001). Tais animais foram desenvolvidos em 

1963 (OKAMOTO; AOKI, 1963) por meio de endocruzamentos seletivos de ratos Wistar que 

apresentavam espontaneamente valores pressóricos elevados. Os SHRs iniciam a elevação da 

PA com 5 semanas de idade; entre a 7ª e 15ª semanas de vida os animais já são considerados 

hipertensos; e atingem um platô de hipertensão ente 20ª e 28ª semanas de vida (YAMORI, 

1984). Posteriormente a este período, conjuntamente a um aumento da resistência periférica 

total e débito cardíaco normal ou diminuído (POTTS; MCKEOWN; SHOUKAS, 1998), a 

hipertensão se estabiliza até aproximadamente 1 a 1,5 anos de idade, quando os SHRs começam 
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a desenvolver um quadro de insuficiência cardíaca congestiva, a qual é associada com uma 

elevada taxa de mortalidade (YAMORI, 1984).  

Embora algumas ressalvas possam ser feitas, devido à natureza multifatorial da 

hipertensão essencial, os SHRs são utilizados na pesquisa devido às similaridades com a doença 

humana (TRIPPODO, FROHLICH, 1981). A rarefação microvascular, característica da HAS, 

é observada tanto nesses animais quanto nos humanos (LE NOBLE et al, 1998), além do 

desenvolvimento da hipertensão nas fases precoces de vida, com aumento lento e progressivo 

da resistência periférica total, a qual demanda alterações vasculares e cardíacas (TRIPPODO, 

FROHLICH, 1981). As complicações relacionadas à HAS (lesões renais, cardíacas e 

neurológicas), assim como susceptibilidade a mecanismos capazes de agravar a hipertensão, 

também são observadas tanto nos SHRs quanto em humanos (TRIPPODO, FROHLICH, 1981). 

 

1.3 HIPERTROFIA CARDÍACA DECORRENTE DA HIPERTENSÃO ARTERIAL 

SISTÊMICA 

 

 A HAS é responsável por mais da metade de todas as mortes por eventos 

cardiovasculares (LAWES, VANDER HOORN, RODGERS, 2008), tornando o coração um 

órgão-alvo de grande interesse para o estudo da doença. As alterações cardíacas observadas em 

indivíduos hipertensos englobam hipertrofia do ventrículo esquerdo (HVE) e disfunção 

sistólica e diastólica, os quais estão relacionados como relevantes fatores de risco para a IC e 

arritmias (GEORGIOPOULOU et al, 2010).  

A HVE observada na HAS é um mecanismo adaptativo do coração à sobrecarga de PA. 

O tipo de hipertrofia clássica observada em indivíduos hipertensos é a concêntrica (Figura 3D), 

caracterizada por aumento da espessura relativa da parede ventricular e da massa cardíaca 

(GROSSMAN, JONES, MCLAURIN, 1984). Porém, têm sido demonstrado que devido à pós-

carga aumentada na HAS, o ventrículo esquerdo pode sofrer dilatação, característica da 

hipertrofia excêntrica (Figura 3C), a qual engloba aumento da massa cardíaca conjuntamente a 

uma espessura ventricular normal (DRAZNER, 2011; SANTOS, SHAH, 2014). Os pacientes 

hipertensos podem ainda apresentar o terceiro tipo de alteração geométrica ventricular, 
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denominada remodelamento excêntrico (Figura 3B), no qual há aumento da espessura da parede 

do ventrículo esquerdo, embora não ocorra aumento da massa cardíaca (DRAZNER, 2011).   

De modo geral, o espessamento da parede ventricular ocorre mais comumente em 

resposta à sobrecarga pressórica, e a dilatação da câmara ocorre mais comumente em resposta 

à sobrecarga de volume (FRHOLICH et al, 1993).  Embora a duração e severidade da HAS, as 

comorbidades e o fator genético tenham sido descritos também como possíveis determinantes 

envolvidos no estabelecimento dos diferentes tipos de padrão geométrico ventricular 

(DEVEREUX, 1994), os mecanismos detalhados da fisiopatogenia de cada um deles ainda não 

estão completamente elucidados (DRAZNER, 2011).  

 

              Fonte: Adaptado de DRAZNER, 2011. 

 

A progressão da HAS à HVE é um importante fator para o desenvolvimento de IC 

(DRAZNER, 2011), a qual pode ser classificada em diastólica, quando a fração de ejeção 

encontra-se dentro da normalidade, e em sistólica, quando a fração de ejeção encontra-se 

diminuída (HOGG, MCCMURRAY, 2008). As prevalências entre os dois tipos de IC é bastante 

similar (OWAN et al, 2006).  

Figura 3 - Classificação da geometria do ventrículo esquerdo. Baseado na massa ventricular e no 

espessura relativa da parede, é possível classificar a geometria do ventrículo esquerdo em normal 

(A), remodelamento concêntrico (B), hipertrofia excêntrica (C) e hipertrofia concêntrica (D). 
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As alterações patológicas ocorridas em pacientes com HVE englobam um aumento no 

tamanho dos cardiomiócitos; alterações da matriz extracelular, na qual é observada acúmulo de 

fibrose; anormalidades na vasculatura coronária, entre elas hipertrofia medial, fibrose 

perivascular (SCHWARTZKOPFF et al, 1993) e rarefação microvascular (MATOS-SOUZA, 

FRANCHINI, NADRUZ JR, 2008); modificações no transporte do cálcio intracelular; na 

capacidade de contração e relaxamento do miocárdio; e no metabolismo energético (OPIE et 

al, 2006).  

Os mecanismos envolvidos na progressão da hipertrofia cardíaca para IC ainda não 

estão completamente descritos, porém algumas sugestões têm sido propostas. Na HVE, devido 

às anormalidades nos vasos coronários, há diminuição no suprimento de oxigênio e nutrientes 

para os cardiomiócitos, o que poderia resultar em disfunção do miocárdio (VERDECCHIA et 

al, 2007). Além disso, em decorrência do acúmulo de fibrose, pode ser produzida uma oposição 

mecânica ao funcionamento dos cardiomiócitos, comprometendo seu desempenho (OPIE et al, 

2006).  

Em contraste com a hipertrofia patológica observada na HAS, a hipertrofia fisiológica 

cardíaca é caracterizada por um aumento proporcional da câmara cardíaca e da espessura da 

parede ventricular (MCMULLEN, JENNINGS, 2007), além de não estar associada ao 

desenvolvimento de IC (PLUIM et al, 2000). De fato, trabalhos demonstram que na hipertrofia 

fisiológica do exercício, há ainda aumento do número de células troncos cardíacas, as quais 

poderiam contribuir para a formação de novo de células no tecido (LEITE et al, 2015). 

Considerando que na hipertrofia patológica são observados efeitos deletérios devido ao 

aumento de fibrose em contraste com diminuição por morte celular de cardiomiócitos, o estudo 

de células tronco cardíacas em associação com a HAS, auxiliaria na busca do conhecimento da 

capacidade regenerativa do coração em indivíduos hipertensos. 

 

1.4 CÉLULAS TRONCO  

 

 Durante muitos anos acreditou-se que o coração seria um órgão terminalmente 

diferenciado. Contudo, esta afirmação vem sendo contestada pela observação inequívoca, ainda 

que em baixa frequência, da formação de novo de miócitos, a partir de células tronco residentes, 
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e da proliferação de pequenos miócitos cardíacos (LAFLAMME, MURRY, 2011). Tal fato gera 

grande expectativa e interesse em estudos que visam avaliar a capacidade do órgão em originar 

novas células frente à lesões, sendo exemplo o estudos com células tronco em doenças 

cardíacas. 

Células tronco são células indiferenciadas, que apresentam como características a 

proliferação, a auto-renovação e ainda a capacidade de gerar células progenitoras que, por sua 

vez, darão origem a células diferenciadas (BLAU, BRAZELTON, WEIMANN, 2001).  As 

células tronco são classificadas quanto à sua capacidade de diferenciação em: totipotentes, 

pluripotentes, multipotentes e unipotentes. As totipotentes são as células encontradas no zigoto 

e blastômeros (KELLY, 1977), e podem se diferenciar em células de qualquer tecido do 

organismo. As pluripotentes apresentam capacidade de diferenciação em todas as células do 

organismo, com exceção dos anexos embrionários, enquanto as multipotentes apresentam 

diferenciação mais limitada, dando origem apenas a células do tecido ao qual se originaram, e 

as unipotentes originando somente um único tipo celular (DE LOS ANGELES et al, 2015). 

Adicionalmente, uma recente célula tronco descrita pode ser citada, a célula tronco pluripotente 

induzida (iPS), a qual surgiu a partir da reprogramação genética de fibroblastos humanos 

através da introdução de quatro genes (Oct3/4, Sox2, Klf4 e c-Myc,) no DNA celular, tornando 

possível reprogramar células somáticas, conferindo-lhes características de células tronco 

pluripotentes (TAKAHASHI et al, 2007).   

No que diz respeito às células multipotentes, também conhecidas como células tronco 

adultas ou somáticas, encontram-se os mais variados subtipos, cada qual localizado em 

diferentes órgãos, apresentando capacidades diversas de diferenciação tecidual e contribuindo 

para a homeostase no tecido ao qual estão inseridos (BLAU, BRAZELTON, WEIMANN, 

2001). Incluídas nesse grupo estão as células tronco cardíacas, descritas inicialmente por 

Beltrami e colaboradores, no coração de camundongos e ratos (BELTRAMI et al., 2003). Tais 

células têm sido objeto de estudo em muitos trabalhos envolvendo a fisiologia e fisiopatologia 

cardiovascular (FUENTES, KEARNS-JONKER, 2013) e podem ser classificadas em diferentes 

subtipos, de acordo com a expressão fenotípica de marcadores específicos, dentre os quais 

encontram-se: c-Kit (Stem cell factor receptor), Sca-1 (Stem cells antigen-1), IsL-1 (Insulin 

gene enhancer protein), etc; ou ainda classificadas de acordo com suas propriedades de 

exclusão do corante nuclear Hoechst 33342 (MARTIN et al., 2004) ou na capacidade de gerar 

a partir de cultura de explantes cardíacos unidades multicelulares suspensas, chamadas 

cardiosferas (MESSINA et al., 2004; LEITE et al, 2015).  
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Os diversos subtipos de células tronco cardíacas apresentam características específicas, 

como as células IsL-1, as quais são um tipo de progenitora restrita ao coração embrionário 

(LERI, 2009); as células Side Population, caracterizadas como um subtipo de progenitora capaz 

de excluir compostos tóxicos e corantes (MARTIN et al., 2004); as células derivadas do 

epicárdio, progenitoras que expressam o fator de transcrição T-box, Tbx18,  envolvidas na 

geração de fibroblastos cardíacos e de células de músculo liso coronariano (CAI et al, 2008); e 

as células positivas para o antígeno W8B2, isoladas a partir de apêndices atriais (ZHANG et al, 

2015).  

Também já foram descritas no coração as células tronco c-Kit+-CD45neg, as células 

tronco Sca-1+-CD45neg e as células tronco mesenquimais cardíacas. Tais células estão dentre 

as mais estudadas na atualidade, e serão abordadas em detalhes nas subseções seguintes. 

 

1.5 CÉLULAS TRONCO CARDÍACAS C-KIT+-CD45NEG 

 

As c-Kit+-CD45neg são células que residem no tecido cardíaco na proporção de uma c-

Kit+-CD45neg para cada 30000 miócitos e não miócitos (LERI, KAJSTURA, ANVERSA, 

2011). Tais células tronco encontram-se localizadas em nichos no coração, os quais controlam 

a renovação fisiológica cardíaca e o crescimento, migração e estimulação das células tronco 

que deixam estes locais para assumir novas funções no tecido (HOSODA et al, 2009). In vitro 

são capazes da diferenciação em miócitos, células de músculo liso vascular e células 

endoteliais, enquanto que in vivo, embora existam controvérsias em relação ao nível de 

capacidade de diferenciação (ZARUBA et al, 2010; VAN BERLO et al, 2014), originam novos 

cardiomiócitos, os quais apresentam propriedades mecânicas e elétricas de células funcionais 

competentes (LERI, KAJSTURA, ANVERSA, 2011).  

As c-Kit+-CD45neg têm sido utilizadas nos mais variados trabalhos relacionados a 

doenças cardiovasculares. Em modelo de infarto em camundongos, foi observado que células 

c-Kit+-CD45neg transplantadas ocasionavam melhora na função cardíaca, porém 

apresentavam reduzida retenção no coração dos animais receptores (HONG et al, 2014). Este 

fato sugere que fatores parácrinos poderiam estar relacionados aos benefícios ocasionados com 

o transplante, de forma mais eficaz do que a diferenciação em novos cardiomiócitos (HONG et 
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al, 2014). Resultados semelhantes, nos quais observou-se melhora funcional do coração, 

também foram descritos com transplante das c-Kit+-CD45neg em modelo de infarto em suínos 

(BOLLI et al, 2013) e em cardiomiopatia isquêmica em humanos (BOLLI et al, 2011), ambos 

demonstrando aumento da fração de ejeção do ventrículo esquerdo.  

Em relação à melhora da função cardíaca, obtida com o uso das c-Kit+-CD45neg, a 

hipótese de que fatores parácrinos apresentariam função essencial pode ser reafirmada em vista 

da demonstração, por método altamente sensível, de que células transplantadas são perdidas 

muito rapidamente após o procedimento de transplante, com apenas 25% das c-Kit+-CD45neg 

presentes localmente após 24 horas (HONG et al, 2013).  Além dos fatores atrativos 

previamente descritos envolvendo o uso de tais células, van Berlo e colaboradores 

demonstraram, recentemente, que a população endógena das c-Kit+CD45neg apresenta amplo 

potencial de diferenciação in vivo em células endoteliais cardíacas (VAN BERLO, 2014), 

contribuindo para o interesse e expectativa na pesquisa de tais células tronco, as quais têm sido  

utilizadas em diversos estudos pré-clínicos (KEITH, BOLLI, 2015) e em um estudo clínico 

(Cardiac stem cells in patients with ischaemic cardiomyopathy (SCIPIO)) (BOLLI et al, 2011).  

 

1.6 CÉLULAS TRONCO CARDÍACAS SCA-1+-CD45NEG 

 

As células tronco cardíacas Sca-1+-CD45neg, primeiramente descritas por Oh e 

colaboradores (OH et al, 2003), representam 2% das células cardíacas (MATSUURA et al, 

2004). São capazes de induzir cardiomiogênese in vitro e in vivo (OH et al, 2013), apresentam 

capacidade de diferenciação em células de músculo liso, células endoteliais, adipócitos e 

osteoblastos (LERI, KAJSTURA, ANVERSA, 2011), e expressam reguladores transcricionais 

de linhagem cardíaca, como GATA-4, Mef2c, e Tef1 (OH et al, 2013). 

Matsuura e colaboradores observaram que, quando tratadas em cultura com ocitocina, 

as células Sca-1+-CD45neg do coração de camundongos passam a expressar genes de fatores 

transcricionais cardíacos e de proteínas contráteis, e ainda apresentam estrutura sarcomérica e 

batimento espontâneo celular (MATSUURA et al, 2004). Em modelo de infarto em 

camundongos, tais células foram capazes de discreta diferenciação em cardiomiócitos e 

secreção de citocinas, entre elas a molécula de adesão celular vascular-1 (VCAM-1) solúvel, a 
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qual auxilia na prevenção da morte celular, promove a angiogênese e a migração e 

sobrevivência das células tronco no coração (MATSUURA et al, 2009).  Além disso, o 

transplante das Sca-1+-CD45neg ocasiona melhora da função cardíaca, possivelmente atribuída 

aos fatores parácrinos secretados, os quais contribuem para formação de novos vasos 

sanguíneos e para o aumento do desempenho funcional cardíaco (WANG et al, 2006). 

Experimentos também foram realizados com células Sca-1+-CD45neg humanas, as 

quais apresentaram, da mesma maneira que demonstrado em modelos experimentais animais, 

fatores transcricionais cardíacos (GATA-4, Mef2c, Isl-1, e Nkx-2.5) e se diferenciaram em 

cardiomiócitos (SMITS et al, 2009). 

Diversos outros subtipos de células tronco cardíacas já foram também descritos, e têm 

sido estudados e caracterizados ao longo dos anos recentes (LEITE et al, 2015). Exemplos são 

as células IsL-1, as quais são restritas ao coração embrionário (LERI, 2009); as células Side 

Population, caracterizadas como um subtipo de progenitora capaz de excluir compostos tóxicos 

e corantes (MARTIN et al., 2004); as células derivadas do epicárdio, progenitoras que 

expressam o fator de transcrição T-box, Tbx18, e estão envolvidas na geração de fibroblastos 

cardíacos e de células de músculo liso coronariano (CAI et al, 2008); e as células positivas para 

o antígeno W8B2, isoladas a partir de apêndices atriais (ZHANG et al, 2015).  

Além das células acima citadas, as células tronco mesenquimais cardíacas também são 

consideradas uma população de células tronco residentes do coração e serão discutidas em 

detalhes na subseção seguinte. Vários desses subtipos de progenitoras descritos tem sido 

testadas terapeuticamente em estudos pré-clínicos e clínicos para o tratamento de doenças 

cardiovasculares (FUENTES, KEARNS-JONKER, 2013; LEITE et al, 2015), demonstrando o 

amplo potencial de seu uso. 

 

1.7 CÉLULAS TRONCO MESENQUIMAIS 

 

As células tronco mesenquimais (MSCs) são células localizadas de forma acoplada à 

parede de vasos sanguíneos (MEIRELLES, CAPLAN, NARDI, 2008), e estão dentre as mais 

estudadas nos últimos anos, seja em trabalhos envolvendo doenças cardiovasculares ou ainda 

outros tipos de enfermidades. Para que seja definida como MSC, de acordo com a International 
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Society for Cellular Therapy, tais células devem ser aderentes ao plástico sob condições de 

cultura padrão; devem ser capazes de se diferenciar em osteoblatos, condrócitos e adipócitos; e 

ainda devem apresentar positividade para alguns marcadores de superfície específicos (CD105, 

CD73 e CD90), e negatividade para outros (CD45, CD34, CD14 ou CD11b, CD79 ou CD19, e 

HLA-DR) (KEATING, 2006; HORWITZ et al, 2005; DOMINICI et al, 2006).   

As MSCs apresentam ampla variedade de características que tornam seu estudo 

relevante. Entre tais características estão as relacionados ao sistema imune. As MSCs 

expressam baixos níveis de moléculas do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) 

Classe I e não expressam moléculas de MHC Classe II, bem como moléculas co-estimulatórias 

(TSE et al, 2003). Diversos trabalhos tem demonstrado que as MSCs possuem propriedades 

imunomodulatórias, inicialmente observadas com linfócitos T, os quais tiveram sua ativação e 

proliferação suprimidos pelas células tronco mesenquimais (DI NICOLA et al, 2002).  Além 

dos linfócitos T, as MSCs ainda podem interagir com linfócitos B, células NK e células 

dendríticas (SHARMA et al, 2014).  

Tem sido demonstrado, nos últimos anos, que a interação das MSCs com o sistema 

imune pode gerar efeitos pró-inflamatórios ou imunossupressores (KEATING, 2012), de 

acordo com a ausência ou presença de um ambiente inflamatório, respectivamente 

(BERNARDO, FIBBE, 2013). Embora os mecanismos precisos envolvidos entre tais células 

tronco e o sistema imune ainda necessitem de melhor caracterização, o contato célula-célula e 

a liberação de mediadores, como óxido nítrico, prostaglandina E2, indolamina 2,3-dioxigenase, 

interleucina-6, interleucina-10 e antígeno leucocitário humano, têm sido descritos como 

principais fatores nessa interação (SHARMA et al, 2014).  

Diante de tal capacidade de imunomodulação, além da ampla variedade de efeitos 

benéficos observados com o uso das MSCs, elas tem sido utilizadas em diversos ensaios pré-

clínicos e clínicos. As MSCs são capazes de secretar fatores bioativos, responsáveis pelos seus 

efeitos parácrinos (MEIRELLES et al, 2009), além de migrarem para locais de lesão tecidual. 

Nagaya e colaboradores demonstraram que, quando MSCs de medula óssea eram injetadas por 

via endovenosa após a indução de infarto agudo do miocárdio por ligadura da artéria coronária 

em ratos, as MSCs não só eram observadas na região lesada do coração, como também foi 

possível constatar diminuição da área infartada, melhora da função cardíaca, miogênese e 

angiogênese (NAGAYA et al, 2004). Chen e colaboradores demonstraram que MSCs de 

medula óssea, obtidas de ratos Wistar, eram capazes de migrar, após administração pela veia 
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caudal, até o local de lesão induzida na medula espinhal de ratos Wistar (CHEN et al, 2015), 

reafirmando o potencial terapêutico de tais células.  

A propriedade de migração das MSCs pode ser atribuída à presença de receptores de 

fator de crescimento, de quimiocinas e de matriz extracelular na superfície dessas células 

(MEIRELLES et al, 2009), contribuindo para seu deslocamento. Além disso, aderência célula-

célula também pode estar envolvida nesse processo. Foi demonstrado que a P-selectina e a 

VCAM -1, nas células endoteliais, são ligantes para receptores nas MSCs, fazendo com que a 

célula realize seu deslocamento sobre o endotélio (RÜSTER et al, 2006).  

Os benefícios ocasionados pelo tratamento com MSCs tem sido creditados, em sua 

maior parte, aos seus efeitos parácrinos. Yao e colaboradores demonstraram que MSCs 

transplantadas em área de infarto induzido em camundongos, secretam diversos fatores, os 

quais atuando no tecido, auxiliam na melhora da função cardíaca observada com o transplante 

das células tronco (YAO et al, 2015). Entre os fatores bioativos secretados, se encontram 

moléculas que auxiliam na redução de apoptose, como as observadas por Togel e colaboradores, 

que constaram, após decréscimo de apoptose com o uso de MSCs em modelo animal de doença 

renal aguda, a presença de fator de crescimento semelhante à insulina (IGF-1), fator de 

crescimento vascular endotelial (VEGF), e fator de crescimento de hepatócito (HGF), os quais 

estão relacionados com a sobrevivência e proliferação de células endoteliais (TOGEL et al, 

2007). Além dos fatores citados, outras moléculas também já foram descritas como anti-

apoptóticas secretadas pelas MSCs, como o fator de crescimento fibroblástico básico (bFGF), 

fator estimulador de colônias de granulócitos e macrófagos (GM-CSF) e o fator de crescimento 

transformante beta (TGF-β) (REHMAN et al, 2004). 

As moléculas secretadas pelas MSCs ainda apresentam propriedades anti-fibróticas, 

embora os mecanismos moleculares envolvidos não estejam completamente elucidados 

(MEIRELLES et al, 2009). Li e colaboradores demonstraram que em modelo animal de 

insuficiência cardíaca, a injeção de MSCs foi capaz de atenuar a fibrose, levando à uma 

diminuição da expressão de colágeno I e III e de metaloproteinase de matriz 2 e 9 (LI et al, 

2008). Ainda no mesmo estudo, foi observada nas MSCs em cultura a expressão de HGF, fator 

também anti-fibrótico, indicando a possível ação parácrina dessa molécula nos resultados 

relatados. 
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As MSCs também apresentam papel relevante relacionado à angiogênese. Foi 

demonstrado que moléculas bioativas secretadas pelas MSCs exercem efeito pró-angiogênico, 

sendo algumas delas o fator de crescimento fibroblástico-2 (FGF-2), fator de crescimento 

fibroblástico-7 (FGF-7), fator de crescimento derivado de plaqueta (PDGF), fator de 

crescimento placentário (PIGF), TGF-β (KINNAIRD et al, 2004a), VEGF e proteína 

quimiotática de monócitos-1 (MCP-1) (KINNAIRD et al, 2004b). Rossini e colaboradores 

observaram angiogênese em animais tratados com MSCs, após modelo de infarto agudo do 

miocárdio, e ainda demonstraram que os efeitos parácrinos seriam os preponderantes em tal 

achado, visto que a taxa de diferenciação das MSCs relacionada aos novos vasos sanguíneos 

foi muito reduzida (ROSSINI et al, 2011). 

Todos os fatores acima descritos tornam as MSCs bastante atrativas para o tratamento 

de diversas enfermidades. O estudo de tais células torna-se ainda mais relevante devido às 

MSCs terem sido já descritas em praticamente todos os tecidos e órgãos (MEIRELLES, 

CHAGASTELLES, NARDI, 2006). A despeito da localização entre os diversos órgãos, as 

diferentes MSCs apresentam características semelhantes entre si, embora alguma distinção 

possa ser feita em relação à expressão de genes e proteínas (PELEKANOS et al, 2011) e à 

capacidade de isolamento bem sucedido, proliferação, senescência e diferenciação, de acordo 

com o local de origem (KERN et al, 2006), indicando possíveis propriedades tecido-específicas.  

 

1.7.1 Células tronco mesenquimais cardíacas 

 

No que diz respeito ao coração, as células tronco mesenquimais cardíacas (cMSCs) 

foram primeiramente estudadas por Hoogduijn e colaboradores, os quais isolaram cMSCs 

humanas, demonstraram sua capacidade de diferenciação osteogênica e adipogênica e 

adicionalmente observaram a propriedade das cMSCs em inibir a proliferação de células 

mononucleares de sangue periférico (HOOGDUIJN et al, 2007). Posteriormente, as cMSCs 

foram também estudadas por Chong e colaboradores, os quais constataram a presença de tais 

células no coração adulto e em desenvolvimento de camundongos (CHONG et al, 2011). Nesse 

trabalho foi observado o tempo de crescimento prolongado in vitro das células progenitoras, e 

também sugerido sua provável localização perivascular. Os resultados encontrados pelos 

pesquisadores sugerem que as cMSCs se originariam como um componente organizado do leito 
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vascular coronário que persiste através da vida fetal e adulta (CHONG et al, 2011), fato que 

poderia explicar as diferenças encontradas entre as diversas MSC tecido-específicas, dada a 

origem singular de cada uma delas. 

 Quando comparadas às MSCs de medula óssea, as cMSCs apresentam algumas 

características próprias. Embora os dois subtipos de células tronco apresentem perfis 

imunofenotípicos bastante similares, as cMSCs demonstraram ser menos competentes na 

diferenciação adipogênica e osteogênica, porém mais eficientes na expressão de marcadores da 

linhagem cardiovascular (ROSSINI et al, 2011). As cMSCs foram capazes ainda de causar 

melhora superior na função cardíaca após modelo de infarto do miocárdio em ratos, fato que 

pode ser explicado devido à permanência de tais células por tempo prolongado no tecido 

cardíaco, migração para a área lesada, promoção da angiogênese e diferenciação em células 

adultas semelhantes a cardiomiócitos de forma mais eficiente do que as MSCs de medula óssea 

(ROSSINI et al, 2011). 

Alguns trabalhos sugerem ainda a participação das cMSCs endógenas no processo de 

cicatrização após infarto. Carlson e colaboradores demonstraram que tais células responderiam 

à lesão cardíaca através da sua proliferação e diferenciação em fibroblastos e miofibroblastos 

(CARLSON et al, 2011). Essa contribuição para a cicatrização é de grande relevância, visto 

que após a ocorrência do infarto e consequente lesão tecidual, a formação de uma cicatriz 

efetiva auxilia na diminuição dos efeitos deletérios ocasionados pelo dano cardíaco.  

Ainda no que diz respeito à participação dessas progenitoras no processo de 

cicatrização, Cieslik e colaboradores observaram formação defeituosa de miofibroblastos a 

partir de cMSCs isoladas de camundongos velhos (CIESLIK, TRIAL, ENTMAN, 2011), 

indicando que o envelhecimento poderia causar alterações às células. Além da formação 

cicatricial defeituosa, foi também demonstrado que, quando comparados aos animais mais 

jovens, as células dos camundongos velhos apresentaram redução na expressão de Nanog, 

molécula a qual acredita-se estar envolvida na regulação da expressão de genes críticos para a 

renovação e diferenciação de células tronco (CIESLIK, TRIAL, ENTMAN, 2011). 

Recentemente, foi também demonstrado que cMSCs originadas de feto, quando 

injetadas por via intravenosa, são capazes de ocasionar melhora da função cardíaca após 

indução de infarto em ratos, a qual poderia ser explicada pela diferenciação das cMSCs em 

células da linhagem cardiovascular, assim como pela secreção de moléculas bioativas, VEGF, 
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HGF, IGF-1 e b-FGF (GARIKIPATI et al, 2014). Da mesma forma, cMSCs injetadas no 

coração de camundongos chagásicos crônicos, geraram efeito protetor, ocasionado pela redução 

das células inflamatórias nos corações dos animais, bem como redução na expressão de TNF-α 

e aumento da citocina TGF-β (SILVA et al, 2014).  

Em razão das propriedades benéficas observadas nos estudos sobre as cMSCs, tais 

células tornam-se atrativas para as pesquisas envolvendo o sistema cardiovascular. Em vista de 

suas propriedades tecido-específicas, o estudo aprofundado dos mecanismos que as envolvem, 

e seu uso direcionado para as enfermidades relacionadas ao coração, poderiam representar nova 

fonte de conhecimento para a obtenção da melhora na regeneração tecidual após a ocorrência 

de lesão cardíaca. 

 

1.8 CÉLULAS TRONCO E HIPERTENSÃO ARTERIAL SISTÊMICA 

 

A relação entre células tronco e HAS foi primeiramente discutida por Hill e 

colaboradores (HILL et al, 2003). Nesse trabalho, células progenitoras endoteliais, um subtipo 

de célula tronco originada principalmente da medula óssea, foram estudadas em associação com 

fatores de risco cardiovasculares. Foi possível demonstrar que fatores de risco, como a HAS, 

influenciam o número de células progenitoras endoteliais de sangue periférico, as quais 

apresentaram-se em quantidade reduzida, além de influenciar na taxa de senescência in vitro, 

maior nos indivíduos com alto risco de desenvolvimento de doenças cardiovasculares (HILL et 

al, 2003). 

Nos últimos anos, novos estudos têm sido realizados com o objetivo de buscar a melhor 

compreensão da influência de células tronco na HAS. Em modelo de hipertensão renovascular, 

as MSCs de medula óssea transplantadas foram capazes de prevenir o progressivo aumento da 

PA, causar melhora da morfologia renal e rarefação microvascular, reduzir fibrose, proteinúria 

e citocinas inflamatórias, entre outros efeitos benefícios (OLIVEIRA-SALES et al, 2013). 

Além disso, foi demonstrado que o transplante de células tronco derivadas de tecido adiposo é 

capaz de ocasionar melhora na rigidez do ventrículo direito de ratos SHR, assim como redução 

dos valores pressóricos nestes animais (RUBIANO et al, 2015).  



31 

 

Trabalhos de nosso laboratório também avaliaram a relação entre células tronco e HAS. 

Dados prévios indicam que MSCs de medula óssea apresentam déficit funcional em ratos SHR 

quando comparadas às células de ratos normotensos Wistar-Kyoto (WKY) (OLIVEIRA, 2010). 

As MSCs de medula óssea de SHR apresentaram-se defeituosas nos ensaios de proliferação 

celular e de expansão celular em cultura, até a senescência e diferenciação osteogênica e 

adipogênica (OLIVEIRA, 2010). Esse resultado permite sugerir que tais deficiências funcionais 

poderiam também se estender à secreção de moléculas bioativas e ao consequente efeito pró-

angiogênico dessas células, tornando-se, pelo menos em parte, responsável pela rarefação 

microvascular. Além disso, os dados encontrados neste trabalho, os quais demonstram as 

deficiências funcionais das MSCs de medula óssea, identificadas nos animais SHRs, poderiam 

refletir em uma modulação endotelial deficiente e, consequentemente, em uma disfunção 

endotelial, a qual é característica importante na HAS (OLIVEIRA, 2010).  

O estudo da associação entre células tronco e HAS torna-se relevante, visto que os 

resultados observados com o transplante de tais células mostram-se benéficos para os modelos 

de HAS utilizados. Além disso, a demonstração de que células progenitoras endoteliais 

encontram-se em número reduzido em hipertensos (HILL et al, 2003) e que MSCs de medula 

óssea exibem defeitos funcionais em ratos SHR (OLIVEIRA, 2010), sugerem que a HAS 

poderia, por um mecanismo ainda não esclarecido, alterar o perfil biológico de células tronco 

ou ser agravada por déficit funcional de tais células no organismo de indivíduos afetados com 

a síndrome.  
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2 JUSTIFICATIVA 

 

A HAS é uma síndrome na qual os mecanismos exatos envolvidos durante os processos 

de estabelecimento dos níveis pressóricos elevados e de surgimento das complicações aos 

órgãos-alvo ainda são pouco esclarecidos. Nesse contexto, avaliar as características de células 

tronco residentes do coração, órgão alvo de grande relevância na doença, auxiliaria na sua 

compreensão. A associação entre células tronco cardíacas e HAS, nunca antes estudada, torna-

se necessária na busca de auxiliar na elucidação dos mecanismos implicados nos danos 

cardiovasculares observados em indivíduos hipertensos crônicos, assim como auxiliar na 

compreensão da etiopatogênese da doença.  
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3 OBJETIVOS 

  

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar o perfil quantitativo de células tronco cardíacas na hipertensão arterial 

espontânea em ratos. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

Avaliar em ratos SHR, comparados com normotensos WKY:  

1) o perfil quantitativo das células tronco cardíacas c-Kit+-CD45neg, por meio de 

citometria de fluxo;  

2) o perfil quantitativo das células tronco cardíacas Sca-1+-CD45neg, por meio de 

citometria de fluxo; 

3) o perfil quantitativo das células tronco mesenquimais cardíacas, por meio do ensaio 

de formação de unidades de colônias semelhantes a fibroblastos (Colony forming 

unit – fibroblast – CFU-F). 
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4 METODOLOGIA 

 

4.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS 

 

Foram empregados 33 ratos SHR e 34 ratos WKY com idades de 04 e de 14 a 30 

semanas. Os animais foram mantidos em condições controladas e estáveis em biotério 

(temperatura 22o C, umidade de 40-70% e ciclo claro-escuro de 12/12horas), alojados em caixas 

padrão para ratos com no máximo 05 animais por caixa, onde tiveram livre acesso à água e 

ração. 

Todos os animais foram provenientes do biotério da disciplina de Fisiologia da 

Universidade Federal do Triângulo Mineiro, em Uberaba/MG, e receberam cuidados humanos 

em conformidade com os “Principles of Laboratory Animal Care” formulado pela Sociedade 

Nacional de Pesquisa Médica e o “Guide for the care and use of laboratory animals” preparado 

pelo Instituto Nacional de Saúde [DHEW publicação no (NHI) 80-123, revisado 1978]. Os 

protocolos experimentais apenas foram executados após aprovação da Comissão de Ética no 

Uso de Animais (CEUA) da UFTM, sob números 272 e 277. 

 

4.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS 

 

Para a quantificação de células tronco cardíacas por citometria de fluxo, os animais 

foram divididos nos seguintes grupos: 

a) grupo SHR jovem (n = 5): composto por ratos SHR de 04 semanas de idade; 

b) grupo WKY jovem (n = 5): composto por ratos WKY de 04 semanas de idade; 

c) grupo SHR adulto (n = 15): composto por ratos SHR de 14 a 30 semanas de idade; 

d) grupo WKY adulto (n = 15): composto por ratos WKY de 14 a 30 semanas de idade; 
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Para quantificação de células tronco mesenquimais cardíacas, por meio de ensaio CFU-

F, os animais foram separados nos seguintes grupos: 

a) grupo SHR jovem (n = 4): composto por ratos SHR de 04 semanas de idade. 

b) grupo WKY jovem (n = 4): composto por ratos WKY de 04 semanas de idade. 

c) grupo SHR adulto (n = 9): composto por ratos SHR de 14 a 30 semanas de idade. 

d) grupo WKY adulto (n = 10): composto por ratos WKY de 14 a 30 semanas de idade. 

 

4.3 ESTUDO HEMODINÂMICO 

 

Cerca de duas semanas antes do protocolo de isolamento, quantificação e cultivo das 

células tronco, todos os animais tiveram a pressão arterial e a frequência cardíaca monitorizadas 

em dias alternados (três vezes por semana), empregando-se o método de oclusão da artéria 

caudal, com a utilização de um sistema automatizado (Digital Blood Pressure Meter LE-5000, 

Letica S.I., Barcelona, Espanha), o qual permite uma medida indireta da pressão arterial 

sistólica (PAS) e frequência cardíaca (FC), baseada no ponto de surgimento de pulsação, após 

a liberação da oclusão da artéria caudal (Kurtz et al, 2005).  

 

4.4 PROCESSAMENTO DO TECIDO CARDÍACO E QUANTIFICAÇÃO POR 

CITOMETRIA DE FLUXO 

 

A eutanásia dos animais foi realizada imediatamente após o estudo hemodinâmico via 

anestesia com tiopental em dose supra-anestésica (100mg/kg), intraperitonealmente. 

Posteriormente à constatação de anestesia profunda, uma toracotomia foi efetuada e o coração 

de cada animal foi excisado, efetivando-se assim a eutanásia. O coração foi então pesado e 

inteiramente cortado em diminutos pedaços com uma lâmina de bisturi. A razão peso 

cardíaco/peso corporal foi utilizada como uma estimativa da hipertrofia cardíaca. Em seguida, 

o tecido cardíaco fragmentado foi suspendido em Meio Eagle Modificado por Dulbecco 
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(DMEM) com EDTA 2mM, contendo colagenase tipo I a 1%. A suspensão tecidual, mantida a 

37 °C sob agitação contínua por 30 minutos a fim de liberar as células cardíacas da matriz 

extracelular, foi então filtrada, empregando-se uma peneira de nylon com poros de 40µm 

(Celltrainer, BDBiosciences) e contada, a fim de possibilitar a obtenção de células cardíacas 

não cardiomiocíticas, fração onde as células tronco cardíacas são encontradas (BELTRAMI et 

al., 2003). O pool de células foi então submetido à marcação com anticorpos marcadores de 

células tronco cardíacas. 

Para cada animal foram preparados tubos de citometria, sendo que todos recebiam 50μL 

do pool celular, contendo 500.000 células, e 2μL do bloqueador da porção Fc (FcBlock - BD-

Biosciences Inc., San Jose, CA). Foram adicionados volumes de PBS-SBF aos tubos que 

receberam anticorpos marcadores ou os controles isotípicos a fim de completar o volume final 

dos tubos para 100 μL. Os anticorpos e os isotipos utilizados foram: 

a) tubo 1 - controle negativo, ao qual adicionavam-se apenas as células (50 μL), 48μL de 

PBS-SBF gelado e 2μL de Fc Block (0,5μg/μL); 

b) tubo 2 e 3 – adicionavam-se os isotipos controles, tanto para CD45 de rato (3μl) quanto 

para os marcadores Sca-1(2μl) e c-Kit (2μl) (clones A95-1 and R35-95), mais 2μL de Fc Block 

(0,5μg/μL) e 43μl de PBS-SBF; 

c) tubo 4 – adicionavam-se os anticorpos marcador de linhagem (anti-CD45 de rato, 3μl) 

conjugado à ficoeritrina (Phycoerythrin-PE) e anti-c-Kit (CD117) conjugado ao isotiacianato 

de fluoresceína (Fluorescein Isotiocyanate-FITC, clone 2B8, 2μl), mais 2μL de Fc Block 

(0,5μg/μL) e 43μl de PBS-SBF. 

d) tubo 5 – adicionavam-se os anticorpos marcador de linhagem (anti-CD45 de rato, 3μl) 

conjugado à ficoeritrina (Phycoerythrin-PE) e anti-Sca-1 (Ly-6A/E) conjugado ao isotiacianato 

de fluoresceína (Fluorescein Isotiocyanate-FITC, clone D7, 2μl), mais 2μL de Fc Block 

(0,5μg/μL) e 43μL de PBS-SBF. 

Após a marcação, todos os tubos foram submetidos à incubação por 40 minutos no 

escuro, à temperatura de 4º C. Em seguida, o material foi lavado em PBS-SBF por 3 vezes 

(centrifugação de 200g por 5 minutos). Os tubos foram então levados para leitura em citômetro 

de fluxo. 
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A análise dos fenótipos celulares foi feita em citômetro 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 análise. 

 

4.5 ISOLAMENTO DAS CÉLULAS TRONCO MESENQUIMAIS CARDÍACAS E ENSAIO 

DE UNIDADES FORMADORAS DE COLÔNIAS SEMELHANTES FIBROBLASTOS  

 

 A eutanásia dos animais e toracotomia foi realizada da mesma maneira que a descrita 

anteriormente para a quantificação por citometria de fluxo. Cada coração foi então transportado 

em PBS-EDTA para a capela de fluxo laminar tipo 2-A, e processado para o isolamento das 

cMSCs. Foi realizada fragmentação mecânica do tecido cardíaco, seguida de digestão 

enzimática com solução de Tripsina-EDTA 0,25% por 20 minutos em banho-maria à 37°C, e 

centrifugação a 360g por 5 minutos. A solução de Tripsina-EDTA foi então bloqueada com o 

acréscimo de DMEM baixa glicose, 20% Soro Bovino Fetal, 1% Penicilina/Estreptomicina, 

para que a enzima não mais atuasse sobre os fragmentos cardíacos e não causasse danos às 

células em solução. O material obtido foi então submetido à filtragem em Cellstrainer 70µm 

(BDBiosciences), para que fossem obtidas somente as células de interesse. Procedeu-se uma 

centrifugação a 360g por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e as células resultantes 

foram ressuspendidas e lavadas em PBS-EDTA. Em seguida, as células foram contadas para 

que fosse realizado o plaqueamento em placas de cultura multi-poços e em garrafas de cultura. 

As células incubadas em placas de cultura multi-poços foram utilizadas para o ensaio 

CFU-F. Neste ensaio é possível quantificar as cMSCs, através da contagem do número de 

colônias, visto que cada colônia é formada por uma única célula-mãe original. Em cada poço 

foi plaqueada a mesma quantidade de células (100 mil células por poço) e para cada animal o 

ensaio foi realizado em duplicata ou triplicata. O meio de cultura (DMEM baixa glicose, 20% 

Soro Bovino Fetal, 1% Penicilina/Estreptomicina) foi trocado no 3° dia após plaqueamento, e 

depois novamente no 8°. No 13° dia de incubação, as células foram submetidas à revelação 

através de coloração por Giemsa diluído em Metanol. Posteriormente, o número de colônias foi 

contado com o auxílio de microscópio invertido de contraste de fase e expresso em número de 

CFU-F por 200.000 células plaqueadas. 
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4.6 ANÁLISE ESTATÍSTICA  

 

Todos os parâmetros foram expressos como média ± erro padrão médio e comparados 

entre si empregando-se o teste t-Student ou teste de Mann-Whitney para duas amostras 

independentes, quando apropriados. Um valor de probabilidade menor que 0,05 foi utilizado 

para expressar a significância das comparações. 
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5 RESULTADOS 

 

As figuras 4 e 5 mostram a evolução do peso corporal e da pressão arterial sistólica 

medida indiretamente na artéria caudal, respectivamente, nos dois grupos estudados nas duas 

diferentes idades: jovens de 4 semanas e adultos de 14-30 semanas. Note o peso corporal similar 

das duas linhagens de ratos nas duas idades estudadas (Figura 4). 

 

Figura 4 - Valores médios (±erro padrão) do peso corporal dos animais SHR e WKY nas 

diferentes idades estudadas. (p=NS entre os grupos SHR e WKY na mesma idade). 
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     Fonte: Da autora, 2016. 

 

 

O estudo hemodinâmico demonstrou que nos animais do grupo jovem, de 4 semanas de 

idade, a PA sistólica ainda encontrava-se dentro dos valores considerados normais, ou seja, 

abaixo de 140mmHg. Para o grupo SHR jovem, a média de PA sistólica foi de 116,6±2,7mmHg, 

enquanto que para o grupo WKY jovem, a média foi de 127,7±4,1mmHg (Figura 5). Nos 

animais do grupo adulto, de 14 – 30 semanas, a pressão sistólica eleva-se para níveis já 

considerados acima dos valores normais, com os SHR apresentando média de 179,8±4,8mmHg 

e os WKY, média de 122,6±4,1mmHg (p<0,05, Figura 5).  
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Figura 5 - Valores médios (±erro padrão) da pressão arterial sistólica (PAS) medida na artéria 

caudal dos animais SHR e WKY nas diferentes idades estudadas (* p <0,05 versus grupo WKY 

de mesma idade). 
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   Fonte: Da autora, 2016. 

 

 

A figura 6, na página seguinte, mostra o comportamento da frequência cardíaca medida 

pelo método da oclusão caudal nas duas idades estudadas. Note que em ambas as idades os 

SHRs apresentaram frequências cardíacas mais elevadas que os ratos WKY normotensos 

controles (459±4bpm versus 375±16bpm, respectivamente, p<0,05 na idade de 4 semanas e 

450±11bpm versus 334±21bpm, respectivamente, p<0,05 na idade de 14-30 semanas) (Figura 

6). 

Após a eutanásia, o peso absoluto dos corações foi medido (Figura 7-A) e o cálculo da 

razão peso cardíaco/peso corporal (peso cardíaco relativo) foi efetuado (Figura 7-B). Os pesos 

cardíacos absolutos dos animais jovens de 4 semanas foram significativamente menores que os 

animais jovens, como esperado. Entretanto, em virtude do peso corporal muito menor, os pesos 

cardíacos relativos foram marcadamente maiores nos animais jovens de 4 semanas que nos 

animais adultos em ambas as linhagens de ratos. Em adição, nos animais de idade adulta (entre 

a 14ª e 30ª semana), os pesos cardíacos absolutos e relativos foram significativamente maiores 

nos SHR em comparação com os ratos WKY (1,25±0,02g versus 0,89±0,01g, respectivamente, 
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p<0,05, para o peso cardíaco absoluto e 3,92±0,17mg/g versus 2,73±0,22mg/g, 

respectivamente, p<0,05 para o peso cardíaco relativo) (Figura 7). 

 

Figura 6 - Valores médios (±erro padrão) da frequência cardíaca (FC) medida na artéria caudal 

dos animais SHR e WKY nas diferentes idades estudadas (* p <0,05 versus grupo WKY de 

mesma idade). 
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   Fonte: Da autora, 2016. 

 

 

Quanto à quantificação das células tronco cardíacas c-Kit+-CD45neg no coração dos 

diferentes animais, note que na 4ª semana de idade, os animais SHR apresentaram maior 

contagem numérica de células c-Kit+-CD45neg (0,74±0,09% versus 0,46±0,09% nos ratos 

WKY, p<0,05) (Figura 8). Com 14-30 semanas de idades, porém, o perfil numérico se inverteu 

e os SHR mostraram um número menor de células c-Kit +-CD45neg em comparação aos ratos 

WKY (0,43±0,10% versus 0,78±0,12% nos ratos WKY, p<0,05) (Figura 8).  
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Figura 7 - Valores médios (±erro padrão) do peso cardíaco absoluto (painel A) e da razão peso 

cardíaco (em mg) pelo peso corporal (em gramas) (peso cardíaco relativo) (painel B) dos 

animais SHR e WKY nas diferentes idades estudadas. (*p<0.05 versus grupo WKY de mesma 

idade). 
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Fonte: Da autora, 2016. 
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Figura 8 - Valores médios (±erro padrão) do percentual de células tronco cardíacas c-kit+-

CD45neg dos animais SHR e WKY em 4 semanas e em 14 – 30 semanas de idade (*p<0,05 

versus grupo WKY de mesma idade). 
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                              Fonte: Da autora, 2016. 

 

 

 

Quanto à quantificação das células tronco cardíacas Sca-1+-CD45neg no coração dos 

diferentes animais, note que na 4ª semana de idade, nenhuma diferença na contagem numérica 

das mesmas foi observada entre os SHRs e os ratos WKY (0,72±0,10% versus 0,74±0,09%, 

respectivamente, p=NS) (Figura 9). Com 14-30 semanas de idade, o mesmo perfil numérico 

sem diferença entre as duas linhagens de ratos se manteve (0,40±0,10% em SHR versus 

0,42±0,12% nos ratos WKY, p=NS) (Figura 9). Em ambas as linhagens de ratos, a contagem 

numérica das células Sca-1+-CD45neg foi significativamente menor nos animais adultos (14-

30 semanas) quando comparado aos animais jovens (Figura 9). 

As figuras 10, 11, 12 e 13 ilustram painéis gráficos com os dados de citometria de fluxo 

de animais individuais representativos de cada um dos grupos estudados, respectivamente 

WKY - 4 semanas, SHR - 4 semanas, WKY - 14-30 semanas e SHR - 14-30 semanas. 
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Figura 9 - Valores médios (±erro padrão) do percentual de células tronco cardíacas Sca-1+-

CD45neg dos animais SHR e WKY em 4 semanas e em 14 – 30 semanas de idade. A contagem 

numérica de células nas duas linhagens de ratos foi significativamente menor nos animais 

adultos em comparação aos jovens. 
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                            Fonte: Da autora, 2016. 
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Figura 10 – Painéis gráficos com dados de citometria de fluxo de um rato do grupo WKY-4 semanas. A figura mostra a distribuição das células 

marcadas com os isotipos controles (painéis superior e inferior à esquerda), bem como com os anticorpos anti-c-Kit e anti-Sca1 (quatro painéis à 

direita) no total de células (painéis superiores) e em células CD45 negativas (painéis inferiores). Painel menor mostra marcação com anti-CD45. 
 

 

Fonte: Da autora, 2016. 
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Figura 11 – Painéis gráficos com dados de citometria de fluxo de um rato do grupo SHR-4 semanas. A figura mostra a distribuição das células 

marcadas com os isotipos controles (painéis superior e inferior à esquerda), bem como com os anticorpos anti-cKit e anti-Sca1 (quatro painéis à 

direita) no total de células (painéis superiores) e em células CD45 negativas (painéis inferiores). Painel menor mostra marcação com anti-CD45. 

 

Fonte: Da autora, 2016. 
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Figura 12 – Painéis gráficos com dados de citometria de fluxo de um rato do grupo WKY-14-30 semanas. A figura mostra a distribuição das células 

marcadas com os isotipos controles (painéis superior e inferior à esquerda), bem como com os anticorpos anti-cKit e anti-Sca1 (quatro painéis à 

direita) no total de células (painéis superiores) e em células CD45 negativas (painéis inferiores). Painel menor mostra marcação com anti-CD45. 

 

Fonte: Da autora, 2016. 



47 

 

Figura 13 – Painéis gráficos com dados de citometria de fluxo de um rato do grupo SHR-14-30 semanas. A figura mostra a distribuição das células 

marcadas com os isotipos controles (painéis superior e inferior à esquerda), bem como com os anticorpos anti-cKit e anti-Sca1 (quatro painéis à 

direita) no total de células (painéis superiores) e em células CD45 negativas (painéis inferiores). Painel menor mostra marcação com anti-CD45. 

 

Fonte: Da autora, 2016.  
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Em relação à quantificação das cMSCs, contadas como CFU-Fs por 200.000 células 

cultivadas, os animais SHR de 04 semanas de idade, ainda que não hipertensos, apresentaram 

contagem numérica destas células similar em comparação com seus respectivos controles 

(15,8±4,5 CFU-F/200.000 células versus 11,9±4,9 CFU-F/200.000 células no grupo WKY, 

respectivamente, p=NS) (Figura 14). Nos animais com idade entre 14 e 30 semanas nenhuma 

diferença na contagem de CFU-Fs foi também observada em ambas as linhagens (38,9±13,6 

CFU-F/200.000 células em SHRs versus 36,0±9,2 CFU-F/200.000 células em ratos WKY, 

p=NS) (Figura 14).  

 

Figura 14 -Valores médios (±erro padrão) do número de células tronco mesenquimais cardíacas 

(cMSC), expressas como unidades formadoras de colônias similares a fibroblastos (CFU-F) por 

200.000 células cultivadas dos corações dos animais SHR e WKY em 4 semanas e em 14 – 30 

semanas de idade. Nenhuma diferença no número de CFU-Fs foi notada entre as linhagens de 

ratos e entre a idade dos mesmos. 
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                           Fonte: Da autora, 2016. 

 

Imagens ilustrativas de poços de cultura de CFU-Fs de animais representativos dos dois 

grupos experimentais nas duas idades estudadas estão mostradas na Figura 15. As figuras 16 e 

17 mostram as características microscópicas das colônias de animais SHR e WKY nos 

aumentos de 50x e 100x, respectivamente. Pode-se notar nas colônias de SHR um espaçamento 
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maior entre as células e uma menor frequência de células com formato fibroblastóide em 

comparação com as colônias de WKY (Figuras 16 e 17). 

 

Figura 15– Visão macroscópica de placas de cultura correspondentes aos ensaios de CFU-F dos 

animais de 4 semanas (Painel A) e de 14-30 semanas de idade (Painel B). Os pontos corados 

por Giemsa representam as colônias celulares, formadas por células tronco mesenquimais 

cardíacas. 

 

Fonte: Da autora; Serviço de Fotografia – UFTM, 2016. 
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Figura 16- Visão microscópica de dois poços de placa de cultura correspondente ao ensaio 

CFU-F de animais WKY (imagem A) e SHR (imagem B) de 16 semanas de idade, em aumento 

de 50x. Comparando-se as duas imagens, é possível observar alterações morfológicas entre as 

colônias de ratos WKY e SHR. 
 

 

 

           Fonte: Da autora, 2016. 
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Figura 17- Visão microscópica de dois poços de placa de cultura correspondente ao ensaio 

CFU-F de animais WKY (imagem A) e SHR (imagem B) de 16 semanas de idade, em aumento 

de 100x. Comparando-se as duas imagens, é possível observar alterações morfológicas entre as 

células tronco mesenquimais cardíacas das colônias de ratos WKY e SHR 

 

 

            Fonte: Da autora, 2016. 
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6 DISCUSSÃO 

 

 Os resultados obtidos no presente trabalho são os primeiros da literatura a quantificar 

em ratos espontaneamente hipertensos diferentes tipos de células tronco cardíacas, a saber, as 

células tronco cardíacas c-Kit+-CD45neg, Sca-1+-CD45neg e as mesenquimais (cMSCs). 

Diferença significativa foi notada em relação às células tronco cardíacas c-Kit+-CD45neg, o 

que pode ao menos parcialmente estar implicado na fisiopatologia da hipertrofia cardíaca 

associada à hipertensão arterial sistêmica 

Os dados hemodinâmicos obtidos pelo método de oclusão da artéria caudal demonstram 

que a PA dos animais SHR de 4 semanas de idade ainda encontra-se dentro de valores normais. 

Porém com 14-30 semanas a média pressórica mostra-se consideravelmente elevada. Tais 

resultados estão de acordo com os descritos por Yamori, nos quais a elevação da PA inicia-se 

com 5 semanas de idade e entre a 7ª e 15ª semanas de vida os animais já são considerados 

hipertensos (YAMORI, 1984). Ainda que os SHR de 4 semanas de idade ainda não sejam 

hipertensos, os mesmos já demonstram uma freqüência cardíaca aumentada, denotando já nesta 

idade um aumento da atividade nervosa simpática para o coração (TRIPPODO, FROHLICH, 

1981; YAMORI, 1984). 

 A relação do peso cardíaco pelo peso corporal encontrada neste trabalho demonstrou 

que com o surgimento da HAS, os animais começam a desenvolver um quadro de hipertrofia 

cardíaca. A hipertrofia cardíaca, complicação característica da HAS, que aumenta de forma 

significativa o risco de desenvolvimento de IC, decorre das alterações causadas pelos elevados 

valores de PA ao qual o organismo é submetido cronicamente. Os dados encontrados estão de 

acordo com Trippodo e Frohlich, os quais relataram as alterações vasculares e cardíacas 

presentes nos ratos SHR (TRIPPODO, FROHLICH, 1981). Vale destacar aqui que os valores 

de peso cardíaco relativo nos animais jovens (4 semanas) de ambas as linhagens WKY e SHR 

não diferiram entre si, certamente pela ausência de sobrecarga pressórica nos animais SHR 

desta idade, os quais ainda não apresentam níveis tensionais elevados. Em adição, os valores 

de peso cardíaco relativo de ambas as linhagens nesta idade foram praticamente o dobro ou 

triplo dos valores observados nos animais adultos. Tais resultados estão de acordo com os 

encontrados por Solomon e Bengele, os quais demonstraram que ratos em idades mais jovens 
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apresentam peso cardíaco relativo maior quando comparados com animais em idades adultas 

(SOLOMON, BENGELE, 1973). 

Em relação às células tronco cardíacas c-Kit+-CD45neg, o presente estudo demonstrou 

que os animais SHR numa fase de hipertensão arterial praticamente estabelecida (14 - 30 

semanas) apresentam redução numérica de suas células c-Kit+-CD45neg, o que coincide com 

a hipertrofia cardíaca observada nestas idades. Curiosamente, com 4 semanas de idade, na fase 

pré-hipertensiva, os corações de animais SHR apresentaram um comportamento inverso, ou 

seja, uma maior quantidade de células tronco cardíacas c-Kit+-CD45neg em comparação aos 

ratos WKY de mesma idade. As razões para estas diferenças numéricas no contexto da 

hipertensão arterial não são conhecidas e mais pesquisas deverão ser efetuadas para esclarecer 

este assunto. 

Estudos demonstram que as células c-Kit+-CD45neg apresentam potencial para geração 

de novos cardiomiócitos (BELTRAMI et al., 2003; LERI, KAJSTURA, ANVERSA, 2011), 

além de ocasionarem melhora funcional cardíaca quando transplantadas (BOLLI et al, 2013, 

HONG et al, 2014;). A redução das células c-Kit+-CD45neg nos animais hipertensos, na fase 

de estabelecimento da hipertensão (14 - 30 semanas) poderia contribuir para os danos cardíacos 

observados cronicamente na HAS, visto que na hipertrofia cardíaca ocorre perda de 

cardiomiócitos e aumento de fibrose. O número reduzido de células c-Kit+-CD45neg poderia 

prejudicar de forma mais acentuada o quadro patológico cardíaco, devido ao possível 

comprometimento da formação de novo de cardiomiócitos. 

Em adição, as células c-Kit+-CD45neg podem gerar células endoteliais e musculares 

lisas (LERI, KAJSTURA, ANVERSA, 2011), contribuindo assim para a neoangiogênese. De 

fato, van Berlo e colaboradores demonstraram que tais células apresentam amplo potencial de 

diferenciação in vivo em células endoteliais cardíacas (VAN BERLO et al., 2014). Levando-se 

em consideração a rarefação microvascular cardíaca observada na HAS (WANG et al., 2004), 

a redução numérica das células c-Kit+-CD45neg observada poderia também estar implicada 

nesta complicação da síndrome. Tal achado na hipertrofia patológica associada à hipertensão 

arterial sistêmica se opõe aos achados em animais submetidos ao treinamento físico aeróbico 

em esteira (WARING et al., 2014) ou por natação (LEITE et al, 2015) em que o número de 

células tronco cardíacas c-Kit+-CD45neg encontra-se significativamente aumentado no 

coração com a hipertrofia fisiológica do exercício. Neste tipo de hipertrofia, a rarefação 

microvascular não é observada (WEINER, BAGGISH, 2012).  
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Trabalhos recentes têm sugerido que os resultados benéficos alcançados com a 

utilização das células tronco c-Kit+-CD45neg decorreriam de sua capacidade de secreção de 

fatores parácrinos, os quais atuariam no tecido cardíaco (HONG et al, 2014). Portanto, a 

redução de tais células nos ratos hipertensos, poderia prejudicar a secreção de biomoléculas 

capazes de auxiliar o quadro de hipertrofia cardíaca observada nestes animais. Dessa forma, a 

diminuição numérica das células c-Kit+-CD45neg implicaria em possível prejuízo da 

neoangiogênese, da formação de novo de cardiomiócitos, e de estímulos parácrinos benéficos 

ao ambiente cardíaco. 

As razões predisponentes para a redução no número das células c-Kit+-CD45neg do 

coração são desconhecidas. Entretanto, devido à não ocorrência da diminuição de tais células 

na fase pré-hipertensiva, de 4 semanas de idade, é possível sugerir que a redução numérica das 

células c-Kit+-CD45neg no coração seria possivelmente uma consequência da evolução e do 

agravamento da HAS, uma vez que seu surgimento se dá a partir do desenvolvimento dos níveis 

pressóricos elevados. Ainda é possível sugerir, de forma relativamente segura, que a redução 

numérica encontrada não estaria relacionada diretamente a fatores genéticos, visto que nos 

animais SHR de 4 semanas de idade, tal redução não foi observada. 

Diversos trabalhos têm demonstrado que células tronco são sensíveis ao stress 

oxidativo, o qual é capaz de ocasionar aumento nos níveis de apoptose (GUO et al, 2010; WU 

et al, 2013). Considerando que em ratos SHR é observado stress oxidativo vascular (NABHA 

et al, 2005), além de aumento nas taxas de apoptose no coração (HAMET et al, 1995), o declínio 

encontrado para as células c-Kit+-CD45neg poderia estar envolvido com a elevação da taxa de 

morte celular causada por aumento de radicais livres nesses animais.   

Além disso, foi demonstrado que a biodisponibilidade de NO é capaz de modular a 

sobrevivência de células c-Kit+-CD45neg, através do aumento à resistência ao stress oxidativo 

ocasionado pela molécula de NO (TENG, BENNETT, CAI, 2016). A diminuição da 

biodisponibilidade e síntese de NO, consequência da disfunção endotelial observada na HAS 

(BRUNNER et al, 2005), poderia, portanto, levar a uma menor resistência a radicais livres, e 

contribuir para a redução encontrada em tais células no coração dos animais SHR adultos.  

Ainda no que concerne à diminuição das c-Kit+-CD45neg nos ratos hipertensos, outro 

possível fator envolvido seria o sistema nervoso autonômico simpático. Khan e colaboradores 

demonstraram que a estimulação β-adrenérgica, atuando através do receptor adrenérgico β1, é 

capaz de ocasionar a perda de células c-Kit+-CD45neg no coração (KHAN et al, 2013). 
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Considerando que, no presente trabalho, foi observado um aumento da FC nos animais SHR, o 

que poderia estar relacionado com o aumento da atividade simpática encontrada também nestes 

animais (TRIPPODO, FROHLICH, 1981), a estimulação adrenérgica poderia contribuir para a 

morte celular de tais células tronco cardíacas no coração dos animais hipertensos. 

Embora todos os mecanismos citados anteriormente possam contribuir para os 

resultados observados em relação às células c-Kit+-CD45neg, novos trabalhos devem ser 

realizados para que seja avaliada a importância fisiopatológica de cada um dos fatores descritos 

para a redução na contagem destas células. 

No que diz respeito às células Sca-1+-CD45neg, não foram demonstradas quaisquer 

diferenças numéricas entre os SHR e ratos WKY em nenhuma das idades em estudo. Porém, 

foi observada diferença significativa em ambas as linhagens em relação às diferentes idades, 

com redução numérica das células Sca1+-CD45neg com o envelhecimento dos animais. Este 

dado está de acordo com Ye e colaboradores, os quais descreveram a ocorrência de diminuição 

de células Sca-1+-CD45neg em camundongos velhos através do estudo de cardiosferas, 

unidades suspensas de células cardíacas em cultura, formadas por diversos tipos celulares, 

incluindo as células Sca-1+-CD45neg (Ye et al, 2013). Esses resultados demonstram que o 

envelhecimento, por um mecanismos ainda não conhecido, alteraria o número de células Sca-

1+-CD45neg no coração. Novos estudos são necessários para que se busque o entendimento 

dos fatores relacionados com a redução numérica de tais células. 

Além disso, a redução das células Sca-1+-CD45neg demonstrada de forma similar em 

ambas as linhagens, sugere que estas células tronco seriam possivelmente resistentes à morte 

celular pelos mecanismos desencadeados pela HAS, visto que não houve diminuição 

significativa das células nos animais hipertensos quando comparados aos normotensos. Tal fato 

não descarta, contudo, que as células Sca-1+-CD45neg poderiam ainda apresentar defeitos 

funcionais ocasionados pela HAS. Novos estudos devem ser realizados para que sejam 

avaliadas as características funcionais de tais células no coração de hipertensos. 

Da mesma forma que para as células Sca-1+-CD45neg, não foram observadas alterações 

quantitativas no que se refere às cMSCs. Previamente a este trabalho, Oliveira (2010) 

demonstrou que animais SHR adultos (entre 16 a 24 semanas) não apresentavam diferença 

significativa no número de CFU-F de MSCs de medula óssea em relação aos seus controles 

pareados normotensos WKY (OLIVEIRA, 2010). No presente estudo, foi demonstrado pela 

primeira vez que tais células se alojam no coração de SHRs em números similares aos WKY 
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desde a fase pré-hipertensiva (4 semanas de idade) até o estabelecimento da hipertensão arterial 

sistêmica (14-30 semanas). Dados coletados da avaliação morfológica das CFU-Fs dos animais 

hipertensos (14-30 semanas) parecem sugerir que, ainda que em mesmo número, as cMSCs de 

SHRs possuem alterações morfológicas significativas em  relação às CFU-Fs de ratos WKY. 

Tais achados poderiam também sugerir um eventual déficit funcional destas células no coração 

de SHR, em concordância com dados obtidos por Oliveira (2010), que encontrou em MSCs de 

medula óssea de SHRs, um marcado défict de proliferação, diferenciação e tendência a entrar 

em senescência replicativa precoce (OLIVEIRA, 2010). Entretanto, pesquisas futuras precisam 

ser realizadas para melhor elucidar a existência de déficit funcional nas MSCs cardíacas. 
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7 CONCLUSÃO 

 

Este trabalho mostra pela primeira vez um déficit numérico de células tronco cardíacas 

c-Kit+-CD45neg no coração hipertrofiado de ratos espontaneamente hipertensos. Células 

tronco cardíacas Sca-1+-CD45neg e células tronco mesenquimais cardíacas (cMSCs) não são 

numericamente modificadas, embora em relação às últimas, parece haver alteração morfológica 

celular nos animais hipertensos. A redução numérica de células tronco cardíacas c-Kit+-

CD45neg no coração de hipertensos poderia de alguma forma contribuir para a patogênese da 

hipertrofia cardíaca decorrente da hipertensão arterial sistêmica. Novos estudos devem ser 

realizados para que sejam caracterizados os mecanismos envolvidos no declínio de células c-

Kit+-CD45neg, além de serem estudadas as características funcionais das células tronco 

cardíacas no contexto da Hipertensão Arterial Sistêmica. 
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