Universidade Federal do Triangulo Mineiro

Patricia de Carvalho Ribeiro

CELULAS TRONCO CARDIACAS NA HIPERTENSAO ARTERIAL
ESPONTANEA EM RATOS

Uberaba

2016



Patricia de Carvalho Ribeiro

Células Tronco Cardiacas na Hipertensao Arterial Espontanea em Ratos

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pds-Graduacdo em Ciéncias Fisioldgicas,
area |: Bioquimica, Farmacologia e
Fisiologia, da Universidade Federal do
Triangulo Mineiro, como requisito parcial

para a obtencdo do titulo de mestre.

Orientador: Prof. Dr. Valdo José Dias da

Silva

Uberaba

2016



Patricia de Carvalho Ribeiro

CELULAS TRONCO CARDIACAS NA HIPERTENSAO ARTERIAL
ESPONTANEA EM RATOS

Dissertacdo apresentada ao Programa de
Pds-Graduacdo em Ciéncias Fisioldgicas,
area |: Bioquimica, Farmacologia e
Fisiologia, da Universidade Federal do
Tridngulo Mineiro, como requisito parcial

para a obtencao do titulo de mestre.

de de

Banca Examinadora:

Dr. Valdo José Dias da Silva — Orientador
Universidade Federal do Triangulo Mineiro — Uberaba, MG

Dra. Roseli Aparecida da Silva Gomes
Universidade Federal do Triangulo Mineiro — Uberaba, MG

Dra. Heloisa Cristina Caldas
Faculdade de Medicina de S0 José do Rio Preto — Sdo José do Rio Preto, SP



Dedico aos meus pais, Carlos e Marisa,
fontes de apoio e sabedoria.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus, por Sua presenca durante toda esta jornada.

Agradeco aos meus pais, Carlos e Marisa, pelo amparo e incentivo. Obrigada pelo
apoio e pelas palavras sempre tio repletas de sabedoria. A minha irma Priscila e meu
cunhado Julio, obrigada por toda compreenséo, incentivo e amparo. Ao meu namorado

Rafael, obrigada pela paciéncia, carinho, conselhos e apoio durante esta caminhada.

Agradeco ao meu orientador, Prof. Dr. Valdo José Dias da Silva, pela
oportunidade e confianca ao me orientar. Obrigada pelas palavras, sempre repletas de
muito conhecimento, pela paciéncia, pelo incentivo e por ser o excelente pesquisador e
professor que €. Sou muito grata por todos os momentos de aprendizado durante esta

trajetoria.

Agradeco ao Dr. Lucas Felipe de Oliveira, funcionario e amigo do laboratorio de
Fisiologia, pelos ensinamentos e ajuda de bancada, pelo incentivo e por acompanhar cada
etapa deste trabalho. Agradeco aos amigos, Dra. Angélica Cristina Alves e Daniel Mendes
Filho, pelo apoio e auxilio na realizacdo dos experimentos. Agradeco também ao Me.
Thalles Ramos Almeida e a Ma. Thais Soares Farnesi, pelos conselhos e motivacdo. Ao
Dr. Jiyuan Sun e ao Dr. Marcos Vinicius da Silva, agradeco pelo auxilio na realizacéo

deste trabalho.

A Elisabete Perez Caramori Ambrosio, Me. Glauco Rocha Finholdt, Ma. Gleice
Kelly de Sousa, Ma. Livia Alves Martins, Ma. Ligia Carolina da Silva Prado, Prof. Dr.
Aldo Rogelis Aquiles Rodrigues, funcionario Donizete Ponciano e a todos do laboratorio
de Fisiologia, muito obrigada pela convivéncia e ajuda sempre que necessitei. Agradeco
também aos funcionarios e professores dos laboratérios de Histologia e Imunologia da
UFTM pelo auxilio durante esta trajetoria.

Agradeco a CAPES, pela concesséo da bolsa de Mestrado.



“Por vezes sentimos que aquilo que fazemos ndo é sendo uma gota de agua no mar. Mas
o mar seria menor se lhe faltasse uma gota.”

Madre Teresa de Calcuta



RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o nimero de células tronco cardiacas
c-Kit+-CD45neg e Sca-1+-CD45neg, por meio de citometria de fluxo, e células tronco
mesenquimais cardiacas, por meio do ensaio de unidades formadoras de coldnias
semelhantes a fibroblastos (“Colony Forming Unit-Fibroblasts”-CFU-F), no coracdo 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 coragdes removidos ap0s eutanasia para extracdo
de células tronco via fragmentacdo mecanica, digestdo enzimatica (com colagenase tipo
I ou Tripsina-EDTA) e filtragdo diferencial (em 40pum ou 70um). A suspensao de células
cardiacas resultante foi entdo analisada por citometria de fluxo, a fim de quantificar o
numero de células tronco cardiacas c-Kit+-CD45neg e Sca-1+-CD45neg ou semeadas em
baixa densidade em placas de cultura, a fim de quantificar o nimero de CFU-Fs, as quais
se originam clonalmente de células tronco mesenquimais cardiacas individuais. Os
animais SHR apresentaram-se hipertensos e com hipertrofia cardiaca a partir da 142
semana de idade. A quantidade das células tronco cardiacas c-Kit+-CD45neg no coragédo
de SHR foi maior na 4% semana de idade (0,74+0,09% versus 0,46+0,09% nos ratos WKY,
p<0,05) e menor entre a 142 e 30% semana de idade (0,43+0,10% versus 0,78+0,12% em
WKY, p<0,05). O numero de células tronco cardiacas Sca-1+-CD45neg e de células
tronco mesenquimais cardiacas, contadas como CFU-Fs/200.000 células cultivadas, ndo
foi diferente entre as duas linhagens de animais em qualquer das idades estudadas. O
menor numero de células tronco c-Kit+-CD45neg no coracdo de SHRs observado na fase
estabelecida da hipertensdo arterial (14-30 semanas), com hipertrofia cardiaca vigente,
sugere que a reducdo numeérica possa ser uma consequéncia do processo hipertensivo e
hipertréfico cardiaco. Dada a importancia funcional das células c-Kit+-CD4bneg na
homeostase do tecido cardiaco, a reducdo numérica destas células na fase hipertensiva
sugere que as mesmas podem ter alguma implicagdo na patogénese da hipertrofia cardiaca
associada a hipertensdo arterial. Estudos adicionais fazem-se necessarios para estabelecer
um real papel destas células tronco no contexto da hipertensdo arterial sistémica e

hipertrofia cardiaca.



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 40um or 70um). 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 14™ 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 14™ and 30" 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 INTRODUCAO

1.1 HIPERTENSAO ARTERIAL SISTEMICA

A hipertensdo arterial sistémica (HAS) é uma sindrome clinica na qual os niveis de
pressdo arterial sistémica (PA) encontram-se cronicamente elevados e sustentados para valores
acima daqueles considerados normais (pressdo sistolica > 140 mmHg e pressao diastdlica >
90mmHg). A HAS afeta mais de um bilhdo de pessoas no mundo (ORGANIZACAO
MUNDIAL DA SAUDE, 2011) e sua prevaléncia autorreferida no Brasil ¢ de 21,4%,
apresentando a menor prevaléncia na regido Norte do pais (14,5%) e a maior na regido Sudeste
(23,3%) (ANDRADE et al, 2015).

A HAS pode ser classificada em hipertensdo primaria, ou essencial, a qual ocorre isolada
de qualquer outra doenca pré-existente, e em hipertensdo secundéria, a qual esta relacionada
com alteracdes patoldgicas antecedentes. A HAS é uma doenca multifatorial, apresentando
como fatores de risco: idade, género, alto consumo de &lcool (MARTINEZ, LATORRE, 2006),
etnia (SACKS et al, 2001), excesso de peso (BRANDAO, 2004), sedentarismo
(PESCATELLO, 2004), fatores socioeconémicos (CESARINO et al, 2008), genética
(OLIVEIRA, 2008) e dieta hipersddica (SACKS et al, 2001).

O valor da PA é diretamente proporcional ao produto do débito cardiaco pela resisténcia
periférica, e 0 seu aumento crénico e consequente surgimento da HAS ocorre a medida que 0s
mecanismos regulatdrios falham em manter os niveis pressoricos dentro de valores normais. A
regulacdo a curto prazo da PA ocorre, principalmente, pelos barorreflexos e horménios
vasoativos (GUYTON et al, 1991). Ja a longo prazo, a regulacédo do volume urinario promovida
pelos rins é a que apresenta maior relevancia (BOLIVAR, 2013). Arthur Guyton e
colaboradores foram os primeiros a discorrer sobre a importancia que 0s rins apresentam no
controle da PA, controlando tanto a diurese quanto a natriurese em resposta a variagoes
pressoricas (GUYTON, 1991). Tal mecanismo tem seu funcionamento baseado em alteracfes
no volume sanguineo, mantendo niveis pressoricos regulados em um feedback conhecido como
“quase infinito”. Na Figura 1 ¢ possivel observar a curva de diurese pressorica, na qual niveis
de PA elevados resultam em diurese aumentada com diminui¢cdo consequente do volume

sanguineo e restauracao a valores normais de pressao.
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Figura 1 - Curva do débito urinario em relacdo ao aumento da pressao arterial sistémica. O
débito urinario desempenha um papel central no controle a longo prazo da PA.
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Fonte: Guyton, 2011.

Ainda no que diz respeito a alteragdo da volemia sanguinea, o alto consumo de sédio é
fator de grande relevancia na discussdo sobre HAS. A dieta rica em sal predispde a aumentos
pressoricos, conforme evidenciado em estudos epidemiologicos (BEEVERS, 2002;
HOLLENBERG, 2006), através do aumento do volume sanguineo ocasionado pela alta
retencdo de sddio (COFFMAN, 2011). O mecanismo mais eficiente em controlar a perda de
sodio pela urina é o sistema renina-angiotensina-aldosterona, responsavel por controlar a sua
reabsorcéo tubular renal (TAKAHASHI, 2011). Além do sédio, a ingestdo de potassio também
tem sido descrita como importante fator na HAS. Baixo consumo de potassio ocasiona elevagédo
da retencdo de sddio pelo organismo, elevando a PA (KRISHNA, 1990); ao passo que 0
aumento de seu consumo, tem o efeito oposto (SMITH; KLOTMAN; SVETKEY, 1992).

Também na discussdo sobre HAS, merece destaque o sistema nervoso autondmico,
principalmente simpético. Diversos medicamentes anti-hipertensivos tém acdo como
antagonistas do sistema nervoso simpatico (SNS) (BOLIVAR, 2013). O SNS atua nos rins
através do aumento da secrecdo de renina, aumento da reabsorcdo tubular de sédio e

vasoconstricdo (BOLIVAR, 2013). O tonus vascular, regulado principalmente pelo SNS e por



16

hormdnios, apresenta papel fundamental no controle pressérico (COFFMAN, 2011), através da
elevacdo ou diminuigdo da resisténcia periférica, resultando em aumento ou decréscimo da PA,
respectivamente. Dessa forma, hiperatividade simpatica vascular cronica, bem como
hiperativacdo a longo prazo do sistema renina-angiotensina tém sido implicados na patogénese
da HAS (COFFMAN, 2011).

Em adicdo, estudos também demonstram que o sistema imune apresenta relevancia na
patogénese dos niveis pressoricos elevados. Em 2007, Guzik e colaboradores, através de
estudos com ratos, sugeriram que a auséncia de linfocitos T e B leva a resisténcia ao
desenvolvimento da HAS (GUZIK et al, 2007). Infiltrado de células imunes na gordura
adventicia e peri-adventicial, assim como ativacdo de células T que secretam citocinas pro-
inflamatorias, como interleucina-17 (IL-17), interferon-gama (IFN-y) e fator de necrose
tumoral-alfa (TNFa), foram associados a HAS (GUZIK et al, 2007; MADHUR et al, 2010). A
ativacdo do sistema imune causada por stress oxidativo vascular, presente na doenca, leva a
ativacdo de células T, que se infiltram na camada adventicia vascular e liberam citocinas, as
quais induzem deposito de colageno, ocasionando rigidez aortica, disfuncédo e inflamacéo renal,
e hipertensdo (WU et al, 2016).

Ainda no que diz respeito aos fatores associados com a elevacdo crbnica da PA,
relevancia fundamental se atribui ao fator genético, evidenciado em estudos epidemioldgicos
relacionados a HAS (COFFMAN, 2011). Porém os genes e alteracGes fenotipicas relacionadas

ainda ndo estdo bem descritos.

Em relacdo as mudancas estruturais ocorridas com a elevacao dos niveis pressoricos a
longo prazo, observam-se alteragdes tanto cardiacas quanto vasculares, devido a alta pressdo
sanguinea a qual o organismo é submetido (PATRASCU, 2013).

Como consequéncia cardiaca, observa-se hipertrofia patoldgica do ventriculo esquerdo,
a qual engloba cardiomiocitos e instersticio, com aumento de fibrose intersticial
(VERDECCHIA et al, 1996), levando cronicamente a insuficiéncia cardiaca (IC).

No que diz respeito as alteragbes vasculares, ocorrem mudancas estruturais de
remodelamento, caracterizadas por alteracdo no didmetro do Iimen dos vasos (HEAGERTY et
al, 1998), e mudangas funcionais, as quais resultam em disfuncéo endotelial (CESENA,;
CHAGAS, 2001), ocasionando o surgimento de um ambiente vascular pré-inflamatorio, pro-
trombotico, e de reduzida vasodilatacdo (ENDERMANN; SCHIFFRIN, 2004). Na HAS ocorre
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déficit na capacidade vasodilatadora dependente do endotélio de vasos coronérios e epicardicos
submetidos a acetilcolina ou aumento do fluxo (CESENA; CHAGAS, 2001), do mesmo modo
que sdo encontradas alteracGes na secrecao de moléculas vasoativas, como o 6xido nitrico (NO),
0 qual tem sua sintese e biodisponibilidade prejudicadas em individuos hipertensos
(BRUNNER et al, 2005). Na HAS, observa-se ainda aumento na producao de espécies reativas
de oxigénio (MONTEZANO et al, 2015), as quais ativam 0 sistema imune, ocasionando

resposta inflamatoria, dano vascular e elevagédo da PA (Figura 2).

Figura 2 - Relacdo entre fungdo vascular e pressdo sanguinea sistémica. A PA aumenta
concomitantemente ao stress oxidativo vascular, assim como tem-se aumento no agravamento
da disfuncao endotelial, remodelamento vascular, inflamagdo e danos aos vasos sanguineos e
aos orgdos-alvo.
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Fonte: Adaptado de Montezano et al, 2015.

Elevados valores cronicos de PA, portanto, resultam em danos aos vasos sanguineos, e
aumento do risco de desenvolvimento e progressao da aterosclerose (OLAFIRANYE et al,
2011). Dessa forma, tem-se elevacdo nas taxas de infarto agudo do miocérdio, IC, acidente

vascular encefalico e doengas renais entre pacientes hipertensos (COFFMAN, 2011).
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O tratamento da HAS envolve medidas ndo medicamentosas, as quais englobam habitos
de vida saudaveis, e medidas medicamentosas (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
CARDIOLOGIA, 2010). Alguns dos farmacos utilizados para o tratamento medicamentoso
sdo: 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 célcio (NEAL,
MACMAHON, CHAPMAN, 2000). Porém, devido a limitacdo do conhecimento sobre a
patogénese da HAS e do reduzido numero de terapias disponiveis, os resultados clinicos nos
individuos hipertensos nem sempre tornam-se satisfatorios (COFFMAN, 2011). Tal fato
justifica a necessidade tanto de pesquisas envolvendo a busca da elucidagdo dos mecanismos
relacionados a HAS, quanto o aperfeicoamento e descoberta de novas metodologias para o

tratamento de pacientes hipertensos.

1.2 RATOS ESPONTANEALMENTE HIPERTENSOS

Modelos animais sdo ferramentas fundamentais para o estudo da fisiopatogenia e do
tratamento de doencas (LEONG, NG, JAARIN, 2015). Devido as limitac6es na elucidacéo dos
mecanismos envolvidos na HAS humana, tais ferramentas séo de extrema importancia para a
pesquisa envolvendo a doenca. Nesse contexto, foram desenvolvidos diversos tipos de modelos
experimentais, sendo eles: renovascular, dietético, enddcrino, neurogénico, psicogénico,
genético, entre outros (BADYAL, LATA, DADHICH, 2003).

Dentre todos os tipos citados e englobados na categoria de hipertenséo genética, 0s mais
estudados sdo 0s 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 pressoricos elevados. Os SHRs iniciam a elevacéo da
PA com 5 semanas de idade; entre a 72 e 152 semanas de vida 0s animais ja sdo considerados
hipertensos; e atingem um platé de hipertensdo ente 202 e 282 semanas de vida (YAMORI,
1984). Posteriormente a este periodo, conjuntamente a um aumento da resisténcia periférica
total e débito cardiaco normal ou diminuido (POTTS; MCKEOWN; SHOUKAS, 1998), a

hipertensao se estabiliza até aproximadamente 1 a 1,5 anos de idade, quando os SHRs comegam
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a desenvolver um quadro de insuficiéncia cardiaca congestiva, a qual é associada com uma
elevada taxa de mortalidade (YAMORI, 1984).

Embora algumas ressalvas possam ser feitas, devido a natureza multifatorial da
hipertensdo essencial, os SHRs sédo utilizados na pesquisa devido as similaridades com a doenca
humana (TRIPPODO, FROHLICH, 1981). A rarefagdo microvascular, caracteristica da HAS,
é observada tanto nesses animais quanto nos humanos (LE NOBLE et al, 1998), além do
desenvolvimento da hipertensdo nas fases precoces de vida, com aumento lento e progressivo
da resisténcia periférica total, a qual demanda alterac6es vasculares e cardiacas (TRIPPODO,
FROHLICH, 1981). As complicacdes relacionadas a HAS (lesGes renais, cardiacas e
neuroldgicas), assim como susceptibilidade a mecanismos capazes de agravar a hipertenséo,
também sdo observadas tanto nos SHRs quanto em humanos (TRIPPODO, FROHLICH, 1981).

1.3 HIPERTROFIA CARDIACA DECORRENTE DA HIPERTENSAO ARTERIAL
SISTEMICA

A HAS é responsavel por mais da metade de todas as mortes por eventos
cardiovasculares (LAWES, VANDER HOORN, RODGERS, 2008), tornando o coragdo um
orgdo-alvo de grande interesse para o estudo da doenca. As alteracGes cardiacas observadas em
individuos hipertensos englobam hipertrofia do ventriculo esquerdo (HVE) e disfuncédo
sistdlica e diastdlica, os quais estdo relacionados como relevantes fatores de risco para a IC e
arritmias (GEORGIOPOULOQU et al, 2010).

A HVE observada na HAS é um mecanismo adaptativo do coracdo a sobrecarga de PA.
O tipo de hipertrofia cl&ssica observada em individuos hipertensos é a concéntrica (Figura 3D),
caracterizada por aumento da espessura relativa da parede ventricular e da massa cardiaca
(GROSSMAN, JONES, MCLAURIN, 1984). Porém, tém sido demonstrado que devido a pos-
carga aumentada na HAS, o ventriculo esquerdo pode sofrer dilatacdo, caracteristica da
hipertrofia excéntrica (Figura 3C), a qual engloba aumento da massa cardiaca conjuntamente a
uma espessura ventricular normal (DRAZNER, 2011; SANTOS, SHAH, 2014). Os pacientes

hipertensos podem ainda apresentar o terceiro tipo de alteracdo geométrica ventricular,
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denominada remodelamento excéntrico (Figura 3B), no qual hd aumento da espessura da parede
do ventriculo esquerdo, embora ndo ocorra aumento da massa cardiaca (DRAZNER, 2011).

De modo geral, o espessamento da parede ventricular ocorre mais comumente em
resposta a sobrecarga pressorica, e a dilatacdo da cdmara ocorre mais comumente em resposta
a sobrecarga de volume (FRHOLICH et al, 1993). Embora a duracdo e severidade da HAS, as
comorbidades e o fator genético tenham sido descritos também como possiveis determinantes
envolvidos no estabelecimento dos diferentes tipos de padrdo geomeétrico ventricular
(DEVEREUX, 1994), os mecanismos detalhados da fisiopatogenia de cada um deles ainda nao
estdo completamente elucidados (DRAZNER, 2011).

Figura 3 - Classificacdo da geometria do ventriculo esquerdo. Baseado na massa ventricular e no
espessura relativa da parede, € possivel classificar a geometria do ventriculo esquerdo em normal
(A), remodelamento concéntrico (B), hipertrofia excéntrica (C) e hipertrofia concéntrica (D).

Espessura Relativa da Parede

Normal Aumentada

A g 5 iy
Normal lr ) l “l
@ @]
Massa do Ventriculo
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Fonte: Adaptado de DRAZNER, 2011.

A progressdo da HAS a HVE é um importante fator para o desenvolvimento de IC
(DRAZNER, 2011), a qual pode ser classificada em diastolica, quando a fragéo de ejecédo
encontra-se dentro da normalidade, e em sistolica, quando a fracdo de ejecdo encontra-se
diminuida (HOGG, MCCMURRAY, 2008). As prevaléncias entre os dois tipos de IC ¢é bastante
similar (OWAN et al, 2006).
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As alteracBes patoldgicas ocorridas em pacientes com HVE englobam um aumento no
tamanho dos cardiomidcitos; alteracfes da matriz extracelular, na qual é observada acimulo de
fibrose; anormalidades na vasculatura coronaria, entre elas hipertrofia medial, fibrose
perivascular (SCHWARTZKOPFF et al, 1993) e rarefacdo microvascular (MATOS-SOUZA,
FRANCHINI, NADRUZ JR, 2008); modificagbes no transporte do calcio intracelular; na
capacidade de contracdo e relaxamento do miocérdio; e no metabolismo energético (OPIE et
al, 2006).

Os mecanismos envolvidos na progressdo da hipertrofia cardiaca para IC ainda néo
estdo completamente descritos, porém algumas sugestdes tém sido propostas. Na HVE, devido
as anormalidades nos vasos coronarios, ha diminuicdo no suprimento de oxigénio e nutrientes
para os cardiomiocitos, o que poderia resultar em disfuncdo do miocardio (VERDECCHIA et
al, 2007). Além disso, em decorréncia do acumulo de fibrose, pode ser produzida uma oposi¢do
mecénica ao funcionamento dos cardiomidcitos, comprometendo seu desempenho (OPIE et al,
2006).

Em contraste com a hipertrofia patologica observada na HAS, a hipertrofia fisioldgica
cardiaca é caracterizada por um aumento proporcional da cdmara cardiaca e da espessura da
parede ventricular (MCMULLEN, JENNINGS, 2007), além de ndo estar associada ao
desenvolvimento de IC (PLUIM et al, 2000). De fato, trabalhos demonstram que na hipertrofia
fisioldgica do exercicio, ha ainda aumento do nimero de células troncos cardiacas, as quais
poderiam contribuir para a formacdo de novo de células no tecido (LEITE et al, 2015).
Considerando que na hipertrofia patoldgica sdo observados efeitos deletérios devido ao
aumento de fibrose em contraste com diminuicao por morte celular de cardiomidcitos, o estudo
de células tronco cardiacas em associacao com a HAS, auxiliaria na busca do conhecimento da

capacidade regenerativa do coracdo em individuos hipertensos.

1.4 CELULAS TRONCO

Durante muitos anos acreditou-se que o0 coragdo seria um o6rgdo terminalmente
diferenciado. Contudo, esta afirmacao vem sendo contestada pela observacéo inequivoca, ainda

que em baixa frequéncia, da formacao de novo de midcitos, a partir de células tronco residentes,
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e da proliferacdo de pequenos midcitos cardiacos (LAFLAMME, MURRY, 2011). Tal fato gera
grande expectativa e interesse em estudos que visam avaliar a capacidade do 6rgao em originar
novas células frente a lesbes, sendo exemplo o estudos com células tronco em doencas

cardiacas.

Células tronco sdo células indiferenciadas, que apresentam como caracteristicas a
proliferacdo, a auto-renovacdo e ainda a capacidade de gerar células progenitoras que, por sua
vez, dardo origem a células diferenciadas (BLAU, BRAZELTON, WEIMANN, 2001). As
células tronco sdo classificadas quanto a sua capacidade de diferenciagdo em: totipotentes,
pluripotentes, multipotentes e unipotentes. As totipotentes sdo as células encontradas no zigoto
e blastdbmeros (KELLY, 1977), e podem se diferenciar em células de qualquer tecido do
organismo. As pluripotentes apresentam capacidade de diferenciacdo em todas as células do
organismo, com excecdo dos anexos embrionarios, enquanto as multipotentes apresentam
diferenciacdo mais limitada, dando origem apenas a células do tecido ao qual se originaram, e
as unipotentes originando somente um dnico 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 reprogramacao genética de fibroblastos humanos
através da introducdo de quatro genes (Oct3/4, Sox2, KIf4 e c-Myc,) no DNA celular, tornando
possivel reprogramar células somaticas, conferindo-lhes caracteristicas de células tronco
pluripotentes (TAKAHASHI et al, 2007).

No que diz respeito as células multipotentes, também conhecidas como células tronco
adultas ou somaticas, encontram-se 0s mais variados subtipos, cada qual localizado em
diferentes 6rgéos, apresentando capacidades diversas de diferenciacdo tecidual e contribuindo
para a homeostase no tecido ao qual estdo inseridos (BLAU, BRAZELTON, WEIMANN,
2001). Incluidas nesse grupo estdo as células tronco cardiacas, descritas inicialmente por
Beltrami e colaboradores, no coracdo de camundongos e ratos (BELTRAMI et al., 2003). Tais
celulas tém 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 expressao fenotipica de marcadores especificos, 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
excluséo do corante nuclear Hoechst 33342 (MARTIN et al., 2004) ou na capacidade de gerar
a partir de cultura de explantes cardiacos unidades multicelulares suspensas, chamadas
cardiosferas (MESSINA et al., 2004; LEITE et al, 2015).
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Os diversos subtipos de células tronco cardiacas apresentam caracteristicas especificas,
como as células IsL-1, as quais sdo um tipo de progenitora restrita ao coragcdo embrionario
(LERI, 2009); as células Side Population, caracterizadas como um subtipo de progenitora capaz
de excluir compostos toxicos e corantes (MARTIN et al., 2004); as células derivadas do
epicardio, progenitoras que expressam o fator de transcricdo T-box, Tbx18, envolvidas na
geracdo de fibroblastos cardiacos e de células de masculo liso coronariano (CAl et al, 2008); e
as células positivas para o antigeno W8B2, isoladas a partir de apéndices atriais (ZHANG et al,
2015).

Também ja foram descritas no coragdo as células tronco c-Kit+-CD45neg, as celulas
tronco Sca-1+-CD45neg e as células tronco mesenquimais cardiacas. Tais células estdo dentre

as mais estudadas na atualidade, e serdo abordadas em detalhes nas subsecGes seguintes.

1.5 CELULAS TRONCO CARDIACAS C-KIT+-CD45NEG

As c-Kit+-CD45neg sdo células que residem no tecido cardiaco na proporc¢édo de uma c-
Kit+-CD45neg para cada 30000 midcitos e ndo midcitos (LERI, KAJSTURA, ANVERSA,
2011). Tais células tronco encontram-se localizadas em nichos no coracgdo, 0s quais controlam
a renovacdo fisioldgica cardiaca e o crescimento, migracdo e estimulacdo das células tronco
que deixam estes locais para assumir novas funcdes no tecido (HOSODA et al, 2009). In vitro
sdo capazes da diferenciacdo em midcitos, células de masculo liso vascular e células
endoteliais, enquanto que in vivo, embora existam controvérsias em relacdo ao nivel de
capacidade de diferenciacdo (ZARUBA et al, 2010; VAN BERLO et al, 2014), originam novos
cardiomidcitos, 0s quais apresentam propriedades mecanicas e elétricas de células funcionais
competentes (LERI, KAJSTURA, ANVERSA, 2011).

As c-Kit+-CD45neg tém sido utilizadas nos mais variados trabalhos relacionados a
doencas cardiovasculares. Em modelo de infarto em camundongos, foi observado que células
c-Kit+-CD45neg transplantadas ocasionavam melhora na fungdo cardiaca, porém
apresentavam reduzida reten¢do no coracdo dos animais receptores (HONG et al, 2014). Este
fato sugere que fatores paracrinos poderiam estar relacionados aos beneficios ocasionados com

o transplante, de forma mais eficaz do que a diferenciacdo em novos cardiomiocitos (HONG et
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al, 2014). Resultados semelhantes, nos quais observou-se melhora funcional do coragéo,
também foram descritos com transplante das c-Kit+-CD45neg em modelo de infarto em suinos
(BOLLI et al, 2013) e em cardiomiopatia isquémica em humanos (BOLLI et al, 2011), ambos

demonstrando aumento da fracao de ejecéo do ventriculo esquerdo.

Em relacdo a melhora da fungdo cardiaca, obtida com o uso das c-Kit+-CD45neg, a
hipotese de que fatores parécrinos apresentariam fungéo essencial pode ser reafirmada em vista
da demonstracdo, por método altamente sensivel, de que células transplantadas sdo perdidas
muito rapidamente apds o procedimento de transplante, com apenas 25% das c-Kit+-CD45neg
presentes localmente apds 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 populacéo enddgena das c-Kit+CD45neg apresenta amplo
potencial de diferenciacdo in vivo em células endoteliais cardiacas (VAN BERLO, 2014),
contribuindo para o interesse e expectativa na pesquisa de tais células tronco, as quais tém sido
utilizadas em diversos estudos pré-clinicos (KEITH, BOLLI, 2015) e em um estudo clinico
(Cardiac stem cells in patients with ischaemic cardiomyopathy (SCIP10)) (BOLLI et al, 2011).

1.6 CELULAS TRONCO CARDIACAS SCA-1+-CD45NEG

As células tronco cardiacas Sca-1+-CD45neg, primeiramente descritas por Oh e
colaboradores (OH et al, 2003), representam 2% das células cardiacas (MATSUURA et al,
2004). Sdo capazes de induzir cardiomiogénese in vitro e in vivo (OH et al, 2013), apresentam
capacidade de diferenciacdo em células de musculo liso, células endoteliais, adipdcitos e
osteoblastos (LERI, KAJSTURA, ANVERSA, 2011), e expressam reguladores transcricionais
de linhagem cardiaca, como GATA-4, Mef2c, e Tefl (OH et al, 2013).

Matsuura e colaboradores observaram que, quando tratadas em cultura com ocitocina,
as células Sca-1+-CD45neg do coragdo de camundongos passam a expressar genes de fatores
transcricionais cardiacos e de proteinas contrateis, e ainda apresentam estrutura sarcomeérica e
batimento espontaneo celular (MATSUURA et al, 2004). Em modelo de infarto em
camundongos, tais células foram capazes de discreta diferenciacdo em cardiomiocitos e

secrecdo de citocinas, entre elas a molécula de adesdo celular vascular-1 (VCAM-1) soluvel, a
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qual auxilia na prevencdo da morte celular, promove a angiogénese e a migragédo e
sobrevivéncia das células tronco no coracdo (MATSUURA et al, 2009). Além disso, o
transplante das Sca-1+-CD45neg ocasiona melhora da funcéo cardiaca, possivelmente atribuida
aos fatores paracrinos secretados, os quais contribuem para formacdo de novos vasos

sanguineos e para 0 aumento do desempenho funcional cardiaco (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 cardiacos (GATA-4, Mef2c, Isl-1, e Nkx-2.5) e se diferenciaram em
cardiomiocitos (SMITS et al, 2009).

Diversos outros subtipos de células tronco cardiacas ja foram também descritos, e tém
sido estudados e caracterizados ao longo dos anos recentes (LEITE et al, 2015). Exemplos sdo
as células IsL-1, as quais sdo restritas ao coracdo embrionario (LERI, 2009); as células Side
Population, caracterizadas como um subtipo de progenitora capaz de excluir compostos toxicos
e corantes (MARTIN et al., 2004); as células derivadas do epicéardio, progenitoras que
expressam o fator de transcri¢cdo T-box, Tbx18, e estdo envolvidas na geracao de fibroblastos
cardiacos e de células de masculo liso coronariano (CAl et al, 2008); e as células positivas para
0 antigeno W8B2, isoladas a partir de apéndices atriais (ZHANG et al, 2015).

Além das células acima citadas, as células tronco mesenquimais cardiacas também séo
consideradas uma populacdo de células tronco residentes do coracao e serdo discutidas em
detalhes na subsecdo seguinte. Varios desses subtipos de progenitoras descritos tem sido
testadas terapeuticamente em estudos pré-clinicos e clinicos para o tratamento de doencas
cardiovasculares (FUENTES, KEARNS-JONKER, 2013; LEITE et al, 2015), demonstrando o
amplo potencial de seu uso.

1.7 CELULAS TRONCO MESENQUIMAIS

As celulas tronco mesenquimais (MSCs) sdo células localizadas de forma acoplada a
parede de vasos sanguineos (MEIRELLES, CAPLAN, NARDI, 2008), e estdo dentre as mais
estudadas nos Gltimos anos, seja em trabalhos envolvendo doengas 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 plastico sob condicdes de
cultura padrédo; devem ser capazes de se diferenciar em osteoblatos, condrdcitos e adipocitos; e
ainda devem apresentar positividade para alguns marcadores de superficie especificos (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 caracteristicas que tornam seu estudo
relevante. Entre tais caracteristicas estdo as relacionados ao sistema imune. As MSCs
expressam baixos niveis de moléculas do complexo principal de histocompatibilidade (MHC)
Classe | e ndo expressam moléculas de MHC Classe Il, bem como moléculas co-estimulatorias
(TSE et al, 2003). Diversos trabalhos tem demonstrado que as MSCs possuem propriedades
imunomodulatorias, inicialmente observadas com linfécitos T, os quais tiveram sua ativacao e
proliferacdo suprimidos pelas células tronco mesenquimais (DI NICOLA et al, 2002). Além
dos linfécitos T, as MSCs ainda podem interagir com linfécitos B, células NK e células
dendriticas (SHARMA et al, 2014).

Tem sido demonstrado, nos Gltimos anos, que a interacdo das MSCs com o sistema
imune pode gerar efeitos pro-inflamatérios ou imunossupressores (KEATING, 2012), de
acordo com a auséncia ou presenca de um ambiente inflamatorio, respectivamente
(BERNARDO, FIBBE, 2013). Embora os mecanismos precisos envolvidos entre tais celulas
tronco e o sistema imune ainda necessitem de melhor caracterizacdo, o contato célula-célula e
a liberacdo de mediadores, como Oxido nitrico, prostaglandina E2, indolamina 2,3-dioxigenase,
interleucina-6, interleucina-10 e antigeno leucocitario humano, tém sido descritos como

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

Diante de tal capacidade de imunomodulagdo, além da ampla variedade de efeitos
benéficos observados com o uso das MSCs, elas tem sido utilizadas em diversos ensaios pré-
clinicos e clinicos. As MSCs sdo capazes de secretar fatores bioativos, responsaveis pelos seus
efeitos paracrinos (MEIRELLES et al, 2009), além de migrarem para locais de lesdo tecidual.
Nagaya e colaboradores demonstraram que, quando MSCs de medula 6ssea eram injetadas por
via endovenosa apos a inducédo de infarto agudo do miocardio por ligadura da artéria coronéria
em ratos, as MSCs ndo s6 eram observadas na regido lesada do coragdo, como também foi
possivel constatar diminuicdo da area infartada, melhora da funcdo cardiaca, miogénese e
angiogénese (NAGAYA et al, 2004). Chen e colaboradores demonstraram que MSCs de

medula 0ssea, obtidas de ratos Wistar, eram capazes de migrar, ap6s administracdo pela veia
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caudal, até o local de leséo induzida na medula espinhal de ratos Wistar (CHEN et al, 2015),
reafirmando o potencial terapéutico de tais células.

A propriedade de migracdo das MSCs pode ser atribuida a presenca de receptores de
fator de crescimento, de quimiocinas e de matriz extracelular na superficie dessas células
(MEIRELLES et al, 2009), contribuindo para seu deslocamento. Além disso, aderéncia célula-
célula também pode estar envolvida nesse processo. Foi demonstrado que a P-selectina e a
VCAM -1, nas células endoteliais, sdo ligantes para receptores nas MSCs, fazendo com que a

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

Os beneficios ocasionados pelo tratamento com MSCs tem sido creditados, em sua
maior parte, aos seus efeitos paréacrinos. Yao e colaboradores demonstraram que MSCs
transplantadas em area de infarto induzido em camundongos, secretam diversos fatores, 0s
quais atuando no tecido, auxiliam na melhora da funcdo cardiaca observada com o transplante
das células tronco (YAO et al, 2015). Entre os fatores bioativos secretados, se encontram
moléculas que auxiliam na reducéo de apoptose, como as observadas por Togel e colaboradores,
gue constaram, apos decréscimo de apoptose com o uso de MSCs em modelo animal de doenca
renal aguda, a presenca de fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-1), fator de
crescimento vascular endotelial (VEGF), e fator de crescimento de hepatécito (HGF), os quais
estdo relacionados com a sobrevivéncia e proliferacdo de células endoteliais (TOGEL et al,
2007). Além dos fatores citados, outras moléculas também ja foram descritas como anti-
apoptoticas secretadas pelas MSCs, como o fator de crescimento fibroblastico basico (bFGF),
fator estimulador de coldnias de granuldcitos e macréfagos (GM-CSF) e o fator de crescimento
transformante beta (TGF-p) (REHMAN et al, 2004).

As moléculas secretadas pelas MSCs ainda apresentam propriedades anti-fibréticas,
embora 0s mecanismos moleculares envolvidos ndo estejam completamente elucidados
(MEIRELLES et al, 2009). Li e colaboradores demonstraram que em modelo animal de
insuficiéncia cardiaca, a injecdo de MSCs foi capaz de atenuar a fibrose, levando a uma
diminuicdo da expressdo de colageno | e 11l e de metaloproteinase de matriz 2 e 9 (LI et al,
2008). Ainda no mesmo estudo, foi observada nas MSCs em cultura a expressdo de HGF, fator
também anti-fibrético, indicando a possivel agdo paracrina dessa molécula nos resultados

relatados.
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As MSCs também apresentam papel relevante relacionado a angiogénese. Foi
demonstrado que moléculas bioativas secretadas pelas MSCs exercem efeito pré-angiogénico,
sendo algumas delas o fator de crescimento fibroblastico-2 (FGF-2), fator de crescimento
fibroblastico-7 (FGF-7), fator de crescimento derivado de plaqueta (PDGF), fator de
crescimento placentario (PIGF), TGF-f (KINNAIRD et al, 2004a), VEGF e proteina
quimiotética de mondcitos-1 (MCP-1) (KINNAIRD et al, 2004b). Rossini e colaboradores
observaram angiogénese em animais tratados com MSCs, ap6s modelo de infarto agudo do
miocardio, e ainda demonstraram que os efeitos paracrinos seriam os preponderantes em tal
achado, visto que a taxa de diferenciacdo das MSCs relacionada aos novos vasos sanguineos
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 as
MSCs terem sido ja descritas em praticamente todos os tecidos e 6rgdos (MEIRELLES,
CHAGASTELLES, NARDI, 2006). A despeito da localizacdo entre os diversos 6rgaos, as
diferentes MSCs apresentam caracteristicas semelhantes entre si, embora alguma distincao
possa ser feita em relacdo a expressdao de genes e proteinas (PELEKANOS et al, 2011) e a
capacidade de isolamento bem sucedido, proliferacdo, senescéncia e diferenciacdo, de acordo
com o local de origem (KERN et al, 2006), indicando possiveis propriedades tecido-especificas.

1.7.1 Células tronco mesenquimais cardiacas

No que diz respeito ao coracdo, as células tronco mesenquimais cardiacas (cMSCs)
foram primeiramente estudadas por Hoogduijn e colaboradores, os quais isolaram cMSCs
humanas, demonstraram sua capacidade de diferenciacdo osteogénica e adipogénica e
adicionalmente observaram a propriedade das cMSCs em inibir a proliferacdo de células
mononucleares de sangue periférico (HOOGDUIJN et al, 2007). Posteriormente, as ctMSCs
foram também estudadas por Chong e colaboradores, 0s quais constataram a presenca de tais
células no coracao 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 provavel localizacdo perivascular. Os resultados encontrados pelos

pesquisadores sugerem que as cMSCs se originariam como um componente organizado do leito
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vascular coronario que persiste através da vida fetal e adulta (CHONG et al, 2011), fato que
poderia explicar as diferencas encontradas entre as diversas MSC tecido-especificas, dada a

origem singular de cada uma delas.

Quando comparadas as MSCs de medula 6ssea, as cMSCs apresentam algumas
caracteristicas proprias. Embora os dois subtipos de células tronco apresentem perfis
imunofenotipicos bastante similares, as cMSCs demonstraram ser menos competentes na
diferenciacéo adipogénica e osteogénica, porém mais eficientes na expressao de marcadores da
linhagem cardiovascular (ROSSINI et al, 2011). As cMSCs foram capazes ainda de causar
melhora superior na fungdo cardiaca apés modelo de infarto do miocardio em ratos, fato que
pode ser explicado devido a permanéncia de tais células por tempo prolongado no tecido
cardiaco, migracdo para a area lesada, promocdo da angiogénese e diferenciacdo em células
adultas semelhantes a cardiomidcitos de forma mais eficiente do que as MSCs de medula dssea
(ROSSINI et al, 2011).

Alguns trabalhos sugerem ainda a participacdo das cMSCs enddgenas no processo de
cicatrizacao apds infarto. Carlson e colaboradores demonstraram que tais células responderiam
a lesdo cardiaca através da sua proliferacdo e diferenciacdo em fibroblastos e miofibroblastos
(CARLSON et al, 2011). Essa contribuicdo para a cicatrizacdo € de grande relevancia, visto
que apds a ocorréncia do infarto e consequente lesdo tecidual, a formacdo de uma cicatriz

efetiva auxilia na diminuicéo dos efeitos deletérios ocasionados pelo dano cardiaco.

Ainda no que diz respeito a participacdo dessas progenitoras no processo de
cicatrizacdo, Cieslik e colaboradores observaram formacdo defeituosa de miofibroblastos a
partir de cMSCs isoladas de camundongos velhos (CIESLIK, TRIAL, ENTMAN, 2011),
indicando que o envelhecimento poderia causar alteracBes as células. Além da formacdo
cicatricial defeituosa, foi também demonstrado que, quando comparados aos animais mais
jovens, as células dos camundongos velhos apresentaram reducdo na expressao de Nanog,
molécula a qual acredita-se estar envolvida na regulacdo da expressao de genes criticos para a
renovacéo e diferenciagédo de células tronco (CIESLIK, TRIAL, ENTMAN, 2011).

Recentemente, foi também demonstrado que cMSCs originadas de feto, quando
injetadas por via intravenosa, sdo capazes de ocasionar melhora da fungdo cardiaca apds
inducdo de infarto em ratos, a qual poderia ser explicada pela diferenciacdo das cMSCs em

células da linhagem cardiovascular, assim como pela secre¢do de moléculas bioativas, VEGF,
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HGF, IGF-1 e b-FGF (GARIKIPATI et al, 2014). Da mesma forma, cMSCs injetadas no
coragdo de camundongos chagésicos cronicos, geraram efeito protetor, ocasionado pela redugéo
das células inflamatorias nos corac6es dos animais, bem como reducéo na expressao de TNF-a
e aumento da citocina TGF-p (SILVA et al, 2014).

Em razdo 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-especificas, o estudo aprofundado dos mecanismos que as envolvem,
e seu uso direcionado para as enfermidades relacionadas ao coracdo, poderiam representar nova
fonte de conhecimento para a obtencdo da melhora na regeneracgdo tecidual ap6s a ocorréncia
de lesdo cardiaca.

1.8 CELULAS TRONCO E HIPERTENSAO ARTERIAL SISTEMICA

A relacdo 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 6ssea, foram estudadas em associacao com
fatores de risco cardiovasculares. Foi possivel demonstrar que fatores de risco, como a HAS,
influenciam o nimero de células progenitoras endoteliais de sangue periférico, as quais
apresentaram-se em quantidade reduzida, além de influenciar na taxa de senescéncia in vitro,
maior nos individuos com alto risco de desenvolvimento de doencas cardiovasculares (HILL et
al, 2003).

Nos ultimos anos, novos estudos tém sido realizados com o objetivo de buscar a melhor
compreensdo da influéncia de células tronco na HAS. Em modelo de hipertenséo renovascular,
as MSCs de medula 6ssea transplantadas foram capazes de prevenir o progressivo aumento da
PA, causar melhora da morfologia renal e rarefagcdo microvascular, reduzir fibrose, proteindria
e citocinas inflamatdrias, entre outros efeitos beneficios (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 ventriculo direito de ratos SHR, assim como redugéo

dos valores pressoricos nestes animais (RUBIANO et al, 2015).
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Trabalhos de nosso laboratdrio também avaliaram a relacdo entre células tronco e HAS.
Dados prévios indicam que MSCs de medula dssea apresentam déficit funcional em ratos SHR
guando comparadas as células de ratos normotensos Wistar-Kyoto (WKY) (OLIVEIRA, 2010).
As MSCs de medula 6ssea de SHR apresentaram-se defeituosas nos ensaios de proliferacdo
celular e de expansdo celular em cultura, até a senescéncia e diferenciacdo osteogénica e
adipogénica (OLIVEIRA, 2010). Esse resultado permite sugerir que tais deficiéncias funcionais
poderiam também se estender a secrecdo de moléculas bioativas e ao consequente efeito pro-
angiogénico dessas células, tornando-se, pelo menos em parte, responsavel pela rarefacdo
microvascular. Além disso, os dados encontrados neste trabalho, os quais demonstram as
deficiéncias funcionais das MSCs de medula dssea, identificadas nos animais SHRs, poderiam
refletir em uma modulacdo endotelial deficiente e, consequentemente, em uma disfuncéo
endotelial, a qual ¢é caracteristica importante na HAS (OLIVEIRA, 2010).

O estudo da associacdo entre células tronco e HAS torna-se relevante, visto que 0s
resultados observados com o transplante de tais células mostram-se benéficos para os modelos
de HAS utilizados. Além disso, a demonstracdo de que células progenitoras endoteliais
encontram-se em nimero reduzido em hipertensos (HILL et al, 2003) e que MSCs de medula
Ossea exibem defeitos funcionais em ratos SHR (OLIVEIRA, 2010), sugerem que a HAS
poderia, por um mecanismo ainda ndo esclarecido, alterar o perfil bioldgico de células tronco
ou ser agravada por déficit funcional de tais células no organismo de individuos afetados com

a sindrome.
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2 JUSTIFICATIVA

A HAS é uma sindrome na qual os mecanismos exatos envolvidos durante 0s processos
de estabelecimento dos niveis pressoricos elevados e de surgimento das complicacGes aos
orgdos-alvo ainda s&o pouco esclarecidos. Nesse contexto, avaliar as caracteristicas de células
tronco residentes do coracdo, 6rgdo alvo de grande relevancia na doenca, auxiliaria na sua
compreensdo. A associacao entre células tronco cardiacas e HAS, nunca antes estudada, torna-
se necessaria na busca de auxiliar na elucidacdo dos mecanismos implicados nos danos
cardiovasculares observados em individuos hipertensos crénicos, assim como auxiliar na

compreenséo da etiopatogénese da doenca.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o perfil quantitativo de células tronco cardiacas na hipertensdo arterial

espontanea em ratos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar em ratos SHR, comparados com normotensos WKY':

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

citometria de fluxo;

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

citometria de fluxo;

3) o perfil quantitativo das células tronco mesenquimais cardiacas, por meio do ensaio
de formacdo de unidades de colénias 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 condi¢bes controladas e estaveis em biotério
(temperatura 22° C, umidade de 40-70% e ciclo claro-escuro de 12/12horas), alojados em caixas
padrdo para ratos com no maximo 05 animais por caixa, onde tiveram livre acesso a agua e

racao.

Todos os animais foram provenientes do biotério da disciplina de Fisiologia da
Universidade Federal do Triangulo 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 Saide [DHEW publicacdo n° (NHI) 80-123, revisado 1978]. Os
protocolos experimentais apenas foram executados ap6s aprovacdo da Comissdo de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da UFTM, sob numeros 272 e 277.

4.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Para a quantificacdo de células tronco cardiacas 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;

¢) 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 quantificacdo de células tronco mesenquimais cardiacas, 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.
¢) 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 HEMODINAMICO

Cerca de duas semanas antes do protocolo de isolamento, quantificagdo e cultivo das
células tronco, todos os animais tiveram a pressdo arterial e a frequéncia cardiaca monitorizadas
em dias alternados (trés vezes por semana), empregando-se o método de oclusdo da artéria
caudal, com a utilizacdo de um sistema automatizado (Digital Blood Pressure Meter LE-5000,
Letica S.l., Barcelona, Espanha), o qual permite uma medida indireta da presséo arterial
sistélica (PAS) e frequéncia cardiaca (FC), baseada no ponto de surgimento de pulsacédo, apds

a liberacdo da oclusdo da artéria caudal (Kurtz et al, 2005).

4.4 PROCESSAMENTO DO TECIDO CARDIACO E QUANTIFICACAO POR
CITOMETRIA DE FLUXO

A eutanasia dos animais foi realizada imediatamente apds o estudo hemodindmico via
anestesia com tiopental em dose supra-anestésica (100mg/kg), intraperitonealmente.
Posteriormente a constatacdo de anestesia profunda, uma toracotomia foi efetuada e o coracédo
de cada animal foi excisado, efetivando-se assim a eutanasia. O coracdo foi entdo pesado e
inteiramente cortado em diminutos pedagcos com uma ldmina de bisturi. A razdo peso
cardiaco/peso corporal foi utilizada como uma estimativa da hipertrofia cardiaca. Em seguida,
0 tecido cardiaco fragmentado foi suspendido em Meio Eagle Modificado por Dulbecco
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(DMEM) com EDTA 2mM, contendo colagenase tipo | a 1%. A suspenséo tecidual, mantida a
37 °C sob agitagdo continua por 30 minutos a fim de liberar as células cardiacas da matriz
extracelular, foi entdo filtrada, empregando-se uma peneira de nylon com poros de 40um
(Celltrainer, BDBiosciences) e contada, a fim de possibilitar a obtencdo de células cardiacas
ndo cardiomiociticas, fracdo onde as células tronco cardiacas sdo encontradas (BELTRAMI et
al., 2003). O pool de células foi entdo submetido a marcagdo com anticorpos marcadores de

células tronco cardiacas.

Para cada animal foram preparados tubos de citometria, sendo que todos recebiam 50uL
do pool celular, contendo 500.000 células, e 2uL. do bloqueador da por¢ao Fc (FcBlock - BD-
Biosciences Inc., San Jose, CA). Foram adicionados volumes de PBS-SBF aos tubos que
receberam anticorpos marcadores ou 0s controles isotipicos a fim de completar o volume final

dos tubos para 100 pL. Os anticorpos ¢ os isotipos utilizados foram:

a) tubo 1 - controle negativo, ao qual adicionavam-se apenas as células (50 pL), 48uL de
PBS-SBF gelado e 2uL de Fc Block (0,5ug/pL);

b) tubo 2 e 3 — adicionavam-se 0s isotipos controles, tanto para CD45 de rato (3ul) quanto
para os marcadores Sca-1(2ul) e c-Kit (2ul) (clones A95-1 and R35-95), mais 2uL de Fc Block
(0,5ug/uL) e 43ul de PBS-SBF;

C) tubo 4 — adicionavam-se 0s anticorpos marcador de linhagem (anti-CD45 de rato, 3pl)
conjugado a ficoeritrina (Phycoerythrin-PE) e anti-c-Kit (CD117) conjugado ao isotiacianato
de fluoresceina (Fluorescein Isotiocyanate-FITC, clone 2B8, 2ul), mais 2ul. de Fc Block
(0,5ng/uL) e 43ul de PBS-SBF.

d) tubo 5 — adicionavam-se 0s anticorpos marcador de linhagem (anti-CD45 de rato, 3ul)
conjugado a ficoeritrina (Phycoerythrin-PE) e anti-Sca-1 (Ly-6A/E) conjugado ao isotiacianato
de fluoresceina (Fluorescein Isotiocyanate-FITC, clone D7, 2ul), mais 2uL de Fc Block
(0,5ng/uL) e 43ul de PBS-SBF.

ApOls a marcacao, todos os tubos foram submetidos a incubacdo por 40 minutos no
escuro, a temperatura de 4° C. Em seguida, o material foi lavado em PBS-SBF por 3 vezes
(centrifugacéo de 200g por 5 minutos). Os tubos foram ent&o levados para leitura em citbmetro

de fluxo.
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A andlise dos fendtipos celulares foi feita em citdmetro 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 anélise.

4.5 1ISOLAMENTO DAS CELULAS TRONCO MESENQUIMAIS CARDIACAS E ENSAIO
DE UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS SEMELHANTES FIBROBLASTOS

A eutanasia dos animais e toracotomia foi realizada da mesma maneira que a descrita
anteriormente para a quantificacdo por citometria de fluxo. Cada coracéo foi entdo transportado
em PBS-EDTA para a capela de fluxo laminar tipo 2-A, e processado para o isolamento das
cMSCs. Foi realizada fragmentacdo mecénica do tecido cardiaco, seguida de digestdo
enzimatica com solucdo de Tripsina-EDTA 0,25% por 20 minutos em banho-maria a 37°C, e
centrifugagéo a 360g por 5 minutos. A solucéo de Tripsina-EDTA foi entdo bloqueada com o
acréscimo de DMEM baixa glicose, 20% Soro Bovino Fetal, 1% Penicilina/Estreptomicina,
para que a enzima ndo mais atuasse sobre os fragmentos cardiacos e ndo causasse danos as
células em solucdo. O material obtido foi entdo submetido a filtragem em Cellstrainer 70um
(BDBiosciences), para que fossem obtidas somente as células de interesse. Procedeu-se uma
centrifugacdo 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-pocos e em garrafas de cultura.

As células incubadas em placas de cultura multi-pocos foram utilizadas para o ensaio
CFU-F. Neste ensaio é possivel quantificar as cMSCs, através da contagem do numero de
coldnias, visto que cada coldnia é formada por uma Unica célula-mae original. Em cada poco
foi plaqueada a mesma quantidade de células (100 mil células por pogo) 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 apds plaqueamento, e
depois novamente no 8°. No 13° dia de incubacdo, as células foram submetidas a revelacdo
através de coloracgéo por Giemsa diluido em Metanol. Posteriormente, o numero de colénias foi
contado com o auxilio de microscépio invertido de contraste de fase e expresso em nimero de
CFU-F por 200.000 células plaqueadas.



38

4.6 ANALISE ESTATISTICA

Todos os parametros foram expressos como média + erro padrdo 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 significancia das comparacoes.
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5 RESULTADOS

As figuras 4 e 5 mostram a evolucdo do peso corporal e da pressdo arterial sistdlica
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 (terro padrdo) 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 hemodinamico demonstrou que nos animais do grupo jovem, de 4 semanas de
idade, a PA sistdlica ainda encontrava-se dentro dos valores considerados normais, ou seja,
abaixo de 140mmHg. Para o grupo SHR jovem, a média de PA sistolica 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 pressdo sistolica eleva-se para niveis ja
considerados acima dos valores normais, com 0s SHR apresentando média de 179,8+4,8mmHg
e 0s WKY, média de 122,6+4,1mmHg (p<0,05, Figura 5).
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Figura 5 - Valores médios (+erro padrdo) da presséo arterial sistolica (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 pagina seguinte, mostra o0 comportamento da frequéncia cardiaca medida
pelo método da oclusdo caudal nas duas idades estudadas. Note que em ambas as idades 0s
SHRs apresentaram frequéncias cardiacas 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).

Apos a eutanasia, o peso absoluto dos coragdes foi medido (Figura 7-A) e o célculo da
razao peso cardiaco/peso corporal (peso cardiaco relativo) foi efetuado (Figura 7-B). Os pesos
cardiacos absolutos dos animais jovens de 4 semanas foram significativamente menores que 0s
animais jovens, como esperado. Entretanto, em virtude do peso corporal muito menor, 0S pesos
cardiacos relativos foram marcadamente maiores nos animais jovens de 4 semanas que nos
animais adultos em ambas as linhagens de ratos. Em adicéo, nos animais de idade adulta (entre
a 142 e 30® semana), 0s pesos cardiacos absolutos e relativos foram significativamente maiores

nos SHR em comparagdo com os ratos WKY (1,25+0,029 versus 0,89+0,01g, respectivamente,
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p<0,05, para 0 peso cardiaco absoluto e 3,92+0,17mg/g versus 2,73+0,22mg/g,
respectivamente, p<0,05 para o peso cardiaco relativo) (Figura 7).

Figura 6 - Valores médios (zxerro padrdo) da frequéncia cardiaca (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 a quantificacdo das células tronco cardiacas c-Kit+-CD45neg no coracdo dos
diferentes animais, note que na 4% 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 0s SHR mostraram um nimero menor de células c-Kit +-CD45neg em comparagdo 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 (xerro padréo) do peso cardiaco absoluto (painel A) e da razdo peso
cardiaco (em mg) pelo peso corporal (em gramas) (peso cardiaco 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 (terro padrdo) do percentual de células tronco cardiacas 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 a quantificacdo das células tronco cardiacas Sca-1+-CD45neg no coracdo dos
diferentes animais, note que na 4% semana de idade, nenhuma diferenca 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, 0 mesmo perfil numérico
sem diferenca 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
numeérica 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 graficos 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 (terro padrao) do percentual de células tronco cardiacas 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 comparacao aos jovens.
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Fonte: Da autora, 2016.
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Figura 10 — Painéis graficos com dados de citometria de fluxo de um rato do grupo WKY-4 semanas. A figura mostra a distribuicao das celulas
marcadas com 0s isotipos controles (painéis superior e inferior a esquerda), bem como com os anticorpos anti-c-Kit e anti-Scal (quatro painéis a
direita) no total de células (painéis superiores) e em células CD45 negativas (painéis inferiores). Painel menor mostra marcacao com anti-CD45.
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Figura 11 — Painéis graficos com dados de citometria de fluxo de um rato do grupo SHR-4 semanas. A figura mostra a distribui¢do das células
marcadas com 0s isotipos controles (painéis superior e inferior a esquerda), bem como com os anticorpos anti-cKit e anti-Scal (quatro painéis a
direita) no total de células (painéis superiores) e em células CD45 negativas (painéis inferiores). Painel menor mostra marcacao com anti-CD45.
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Figura 12 — Painéis graficos com dados de citometria de fluxo de um rato do grupo WKY-14-30 semanas. A figura mostra a distribuicdo das células
marcadas com 0s isotipos controles (painéis superior e inferior a esquerda), bem como com os anticorpos anti-cKit e anti-Scal (quatro painéis a
direita) no total de células (painéis superiores) e em células CD45 negativas (painéis inferiores). Painel menor mostra marcagao com anti-CD45.

FLI-H: FLI-Higtt

FLEH: FLI-Helght

FLH FL2-Haight

Iww' 1001 CDA%5e870 |

10" ]

FITCs

FL2H CDASFE

tw\'v 005 CO4583418 J

Fonte: Da autora, 2016.

FLI-H: 3R 71TE

FLYH ol FITC

FITC

B Mas Eeean s tod seiman Mios wanann el

loo 10 10° vo3 10

FL2-H: FL2-Hetg

[WVY 1003 CDAS5S 645653

wn 10 " 107 1"

FLI-H:CDASPE

YWY 1 006 COAS-8407T4

I Ty ey e e
' 2 ;) H

FLY-H: St FITC

FLI&: Eca L FITC

E |
3 -
. FITC+
2 0 49a%
\
0

s M J
2 3
1% 10 10 10 10
FL2-MC FL2-Huight
VIKY 1 008 CDAS-HIGE2 ]
e ——

1o 3
107

E FITGe
107 3

'
10 4

o
10° M ey

10 10 Th 10° 10

FLIH: CDASPE

VY 1.007 CD45-29346




47

Figura 13 — Painéis graficos com dados de citometria de fluxo de um rato do grupo SHR-14-30 semanas. A figura mostra a distribuicao das células
marcadas com 0s isotipos controles (painéis superior e inferior a esquerda), bem como com os anticorpos anti-cKit e anti-Scal (quatro painéis a
direita) no total de células (painéis superiores) e em células CD45 negativas (painéis inferiores). Painel menor mostra marcacao com anti-CD45.
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Em relacdo a quantificagdo das cMSCs, contadas como CFU-Fs por 200.000 células
cultivadas, os animais SHR de 04 semanas de idade, ainda que nédo hipertensos, apresentaram
contagem numeérica destas células similar em comparacdo 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
diferenga 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 (xerro padrdo) do numero de células tronco mesenquimais cardiacas
(cMSC), expressas como unidades formadoras de col6nias similares a fibroblastos (CFU-F) por
200.000 células cultivadas dos corac¢@es dos animais SHR e WKY em 4 semanas e em 14 — 30
semanas de idade. Nenhuma diferenca no nimero 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 pocos de cultura de CFU-Fs de animais representativos dos dois
grupos experimentais nas duas idades estudadas estdo mostradas na Figura 15. As figuras 16 e
17 mostram as caracteristicas microscopicas das col6nias de animais SHR e WKY nos

aumentos de 50x e 100x, respectivamente. Pode-se notar nas colonias de SHR um espagamento
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maior entre as células e uma menor frequéncia de células com formato fibroblastéide em

comparagdo com as col6nias de WKY (Figuras 16 e 17).

Figura 15— Visdo macroscopica 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 colbnias celulares, formadas por células tronco mesenquimais
cardiacas.

Fonte: Da autora; Servico de Fotografia — UFTM, 2016.
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Figura 16- Visdo microscdpica de dois pogos 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 possivel observar alteracdes morfoldgicas entre as
coldnias de ratos WKY e SHR.

Fonte: Da autora, 2016.
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Figura 17- Visdo microscépica de dois po¢os 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, € possivel observar alteracfes morfoldgicas entre as
células tronco mesenquimais cardiacas das coldnias de ratos WKY e SHR

Fonte: Da autora, 2016.
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6 DISCUSSAO

Os resultados obtidos no presente trabalho sdo os primeiros da literatura a quantificar
em ratos espontaneamente hipertensos diferentes tipos de células tronco cardiacas, a saber, as
células tronco cardiacas c-Kit+-CD45neg, Sca-1+-CD45neg e as mesenquimais (cMSCs).
Diferenca significativa foi notada em relagdo as células tronco cardiacas c-Kit+-CD45neg, o
que pode ao menos parcialmente estar implicado na fisiopatologia da hipertrofia cardiaca

associada a hipertensdo arterial sistémica

Os dados hemodinamicos obtidos pelo método de ocluséo 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 pressorica mostra-se consideravelmente elevada. Tais
resultados estdo de acordo com os descritos por Yamori, nos quais a elevacdo da PA inicia-se
com 5 semanas de idade e entre a 72 e 15% semanas de vida 0s animais j& sdo considerados
hipertensos (YAMORI, 1984). Ainda que os SHR de 4 semanas de idade ainda ndo sejam
hipertensos, 0s mesmos ja demonstram uma freqiiéncia cardiaca aumentada, denotando ja nesta
idade um aumento da atividade nervosa simpatica para o coracdo (TRIPPODO, FROHLICH,
1981; YAMORI, 1984).

A relacdo do peso cardiaco pelo peso corporal encontrada neste trabalho demonstrou
que com o surgimento da HAS, os animais comegcam a desenvolver um quadro de hipertrofia
cardiaca. A hipertrofia cardiaca, complicacdo caracteristica da HAS, que aumenta de forma
significativa o risco de desenvolvimento de IC, decorre das alteracdes causadas pelos elevados
valores de PA ao qual o organismo é submetido cronicamente. Os dados encontrados estao de
acordo com Trippodo e Frohlich, os quais relataram as alteragdes vasculares e cardiacas
presentes nos ratos SHR (TRIPPODO, FROHLICH, 1981). Vale destacar aqui que os valores
de peso cardiaco relativo nos animais jovens (4 semanas) de ambas as linhagens WKY e SHR
ndo diferiram entre si, certamente pela auséncia de sobrecarga pressorica nos animais SHR
desta idade, os quais ainda ndo apresentam niveis tensionais elevados. Em adicéo, os valores
de peso cardiaco relativo de ambas as linhagens nesta idade foram praticamente o dobro ou
triplo dos valores observados nos animais adultos. Tais resultados estdo de acordo com 0s

encontrados por Solomon e Bengele, os quais demonstraram que ratos em idades mais jovens
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apresentam peso cardiaco relativo maior quando comparados com animais em idades adultas
(SOLOMON, BENGELE, 1973).

Em relagdo as celulas tronco cardiacas c-Kit+-CD45neg, o presente estudo demonstrou
que os animais SHR numa fase de hipertensao arterial praticamente estabelecida (14 - 30
semanas) apresentam reducdo numeérica de suas células c-Kit+-CD45neg, o que coincide com
a hipertrofia cardiaca observada nestas idades. Curiosamente, com 4 semanas de idade, na fase
pré-hipertensiva, os coragdes de animais SHR apresentaram um comportamento inverso, ou
seja, uma maior quantidade de células tronco cardiacas c-Kit+-CD45neg em comparagdo aos
ratos WKY de mesma idade. As razBes para estas diferencas numéricas no contexto da
hipertensdo arterial ndo sdo conhecidas e mais pesquisas deverao ser efetuadas para esclarecer

este assunto.

Estudos demonstram que as células c-Kit+-CD45neg apresentam potencial para geracao
de novos cardiomiocitos (BELTRAMI et al., 2003; LERI, KAJSTURA, ANVERSA, 2011),
além de ocasionarem melhora funcional cardiaca quando transplantadas (BOLLI et al, 2013,
HONG et al, 2014;). A reducdo das células c-Kit+-CD45neg nos animais hipertensos, na fase
de estabelecimento da hipertensdo (14 - 30 semanas) poderia contribuir para os danos cardiacos
observados cronicamente na HAS, visto que na hipertrofia cardiaca ocorre perda de
cardiomidcitos e aumento de fibrose. O nimero reduzido de células c-Kit+-CD45neg poderia
prejudicar de forma mais acentuada o quadro patoldgico cardiaco, devido ao possivel

comprometimento da formac&do de novo de cardiomidcitos.

Em adicéo, as células c-Kit+-CD45neg podem gerar células endoteliais e musculares
lisas (LERI, KAJSTURA, ANVERSA, 2011), contribuindo assim para a neoangiogénese. De
fato, van Berlo e colaboradores demonstraram que tais células apresentam amplo potencial de
diferenciacéo in vivo em células endoteliais cardiacas (VAN BERLO et al., 2014). Levando-se
em consideracdo a rarefacdo microvascular cardiaca observada na HAS (WANG et al., 2004),
a reducdo numérica das células c-Kit+-CD45neg observada poderia também estar implicada
nesta complicacdo da sindrome. Tal achado na hipertrofia patologica associada a hipertenséo
arterial sistémica se opde aos achados em animais submetidos ao treinamento fisico aerdbico
em esteira (WARING et al., 2014) ou por natagdo (LEITE et al, 2015) em que o0 nimero de
células tronco cardiacas c-Kit+-CD45neg encontra-se significativamente aumentado no
coracdo com a hipertrofia fisiologica do exercicio. Neste tipo de hipertrofia, a rarefacdo
microvascular ndo é observada (WEINER, BAGGISH, 2012).
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Trabalhos recentes tém sugerido que os resultados benéficos alcangados com a
utilizacdo das células tronco c-Kit+-CD45neg decorreriam de sua capacidade de secrecdo de
fatores paracrinos, os quais atuariam no tecido cardiaco (HONG et al, 2014). Portanto, a
reducdo de tais células nos ratos hipertensos, poderia prejudicar a secre¢do de biomoléculas
capazes de auxiliar o quadro de hipertrofia cardiaca observada nestes animais. Dessa forma, a
diminuicdo numérica das células c-Kit+-CD45neg implicaria em possivel prejuizo da
neoangiogénese, da formacéo de novo de cardiomiocitos, e de estimulos paracrinos benéficos

ao ambiente cardiaco.

As razdes predisponentes para a reducdo no numero das células c-Kit+-CD45neg do
coracdo sdo desconhecidas. Entretanto, devido a ndo ocorréncia da diminuicdo de tais células
na fase pré-hipertensiva, de 4 semanas de idade, é possivel sugerir que a redugdo numérica das
células c-Kit+-CD45neg no coracgdo seria possivelmente uma consequéncia da evolucdo e do
agravamento da HAS, uma vez que seu surgimento se da a partir do desenvolvimento dos niveis
pressoricos elevados. Ainda é possivel sugerir, de forma relativamente segura, que a reducao
numeérica encontrada ndo estaria relacionada diretamente a fatores genéticos, visto que nos

animais SHR de 4 semanas de idade, tal reducéo n&o foi observada.

Diversos trabalhos tém demonstrado que células tronco sdo sensiveis ao stress
oxidativo, o qual é capaz de ocasionar aumento nos niveis de apoptose (GUO et al, 2010; WU
et al, 2013). Considerando que em ratos SHR é observado stress oxidativo vascular (NABHA
etal, 2005), além de aumento nas taxas de apoptose no coragcdo (HAMET et al, 1995), o declinio
encontrado para as células c-Kit+-CD45neg poderia estar envolvido com a elevagdo 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
sobrevivéncia de células c-Kit+-CD45neg, através do aumento a resisténcia ao stress oxidativo
ocasionado pela molécula de NO (TENG, BENNETT, CAI, 2016). A diminuicdo da
biodisponibilidade e sintese de NO, consequéncia da disfuncdo endotelial observada na HAS
(BRUNNER et al, 2005), poderia, portanto, levar a uma menor resisténcia a radicais livres, e

contribuir para a redugdo encontrada em tais células no coragdo dos animais SHR adultos.

Ainda no que concerne a diminuigdo das c-Kit+-CD45neg nos ratos hipertensos, outro
possivel fator envolvido seria o sistema nervoso autondémico simpético. Khan e colaboradores
demonstraram que a estimulacéo B-adrenérgica, atuando através do receptor adrenergico 1, é
capaz de ocasionar a perda de células c-Kit+-CD45neg no coragdo (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 0 aumento da atividade simpatica encontrada também nestes
animais (TRIPPODO, FROHLICH, 1981), a estimulacao adrenérgica poderia contribuir para a

morte celular de tais células tronco cardiacas no coragdo dos animais hipertensos.

Embora todos os mecanismos citados anteriormente possam contribuir para os
resultados observados em relacdo as células c-Kit+-CD45neg, novos trabalhos devem ser
realizados para que seja avaliada a importancia fisiopatoldgica de cada um dos fatores descritos
para a reducdo na contagem destas células.

No que diz respeito as celulas Sca-1+-CD45neg, ndo foram demonstradas quaisquer
diferencas numeéricas entre os SHR e ratos WKY em nenhuma das idades em estudo. Porém,
foi observada diferenca significativa em ambas as linhagens em relacdo as diferentes idades,
com reducdo numeérica das células Scal+-CD45neg com o envelhecimento dos animais. Este
dado esta de acordo com Ye e colaboradores, os quais descreveram a ocorréncia de diminuicao
de células Sca-1+-CD45neg em camundongos velhos através do estudo de cardiosferas,
unidades suspensas de células cardiacas em cultura, formadas por diversos tipos celulares,
incluindo as células Sca-1+-CD45neg (Ye et al, 2013). Esses resultados demonstram que 0
envelhecimento, por um mecanismos ainda ndo conhecido, alteraria o nimero de células Sca-
1+-CD45neg no coragdo. Novos estudos sdo necessarios para que se busque o entendimento

dos fatores relacionados com a redu¢do numeérica de tais células.

Além disso, a reducdo das células Sca-1+-CD45neg demonstrada de forma similar em
ambas as linhagens, sugere que estas células tronco seriam possivelmente resistentes a morte
celular pelos mecanismos desencadeados pela HAS, visto que ndo houve diminuicdo
significativa das células nos animais hipertensos quando comparados aos normotensos. Tal fato
ndo 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 caracteristicas funcionais de tais células no coracéo de hipertensos.

Da mesma forma que para as células Sca-1+-CD45neg, ndo foram observadas alterages
quantitativas no que se refere as cMSCs. Previamente a este trabalho, Oliveira (2010)
demonstrou que animais SHR adultos (entre 16 a 24 semanas) ndo apresentavam diferenga
significativa no niamero de CFU-F de MSCs de medula dssea em relagdo aos seus controles
pareados normotensos WKY (OLIVEIRA, 2010). No presente estudo, foi demonstrado pela

primeira vez que tais celulas se alojam no coracdo de SHRs em numeros similares aos WKY
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desde a fase pré-hipertensiva (4 semanas de idade) até o estabelecimento da hipertensdo arterial
sistémica (14-30 semanas). Dados coletados da avaliacdo morfoldgica das CFU-Fs dos animais
hipertensos (14-30 semanas) parecem sugerir que, ainda que em mesmo nimero, as cMSCs de
SHRs possuem alteragdes morfoldgicas significativas em relacdo as CFU-Fs de ratos WKY.
Tais achados poderiam também sugerir um eventual déficit funcional destas células no coracéo
de SHR, em concordancia com dados obtidos por Oliveira (2010), que encontrou em MSCs de
medula dssea de SHRs, um marcado défict de proliferacdo, diferenciacdo e tendéncia a entrar
em senescéncia replicativa precoce (OLIVEIRA, 2010). Entretanto, pesquisas futuras precisam

ser realizadas para melhor elucidar a existéncia de déficit funcional nas MSCs cardiacas.
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7 CONCLUSAO

Este trabalho mostra pela primeira vez um déficit numérico de células tronco cardiacas
c-Kit+-CD45neg no coracdo hipertrofiado de ratos espontaneamente hipertensos. Células
tronco cardiacas Sca-1+-CD45neg e células tronco mesenquimais cardiacas (cMSCs) ndo sdo
numericamente modificadas, embora em relacdo as Gltimas, parece haver alteracdo morfologica
celular nos animais hipertensos. A reducdo numérica de celulas tronco cardiacas c-Kit+-
CD45neg no coragéo de hipertensos poderia de alguma forma contribuir para a patogénese da
hipertrofia cardiaca decorrente da hipertensdo arterial sisttmica. Novos estudos devem ser
realizados para que sejam caracterizados 0s mecanismos envolvidos no declinio de células c-
Kit+-CD45neg, além de serem estudadas as caracteristicas funcionais das células tronco

cardiacas no contexto da Hipertensdo Arterial Sistémica.
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