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LIMITACOES

Houve perda de amostras que inviabilizaram a continuagdo do projeto anterior
que tinha como objetivo a identificacdo de marcadores plasmaticos e sua relacdo com o
tamanho da escara cicatricial em camundongos apos cirurgia de inducgdo de infarto do
miocardio, portanto houve a necessidade de modificacbes do projeto inicial. O projeto
atual apresenta como objetivo a identificacdo dos niveis de IL-1p na musculatura
esquelética e diafragmatica ap6s cirurgia de inducdo de infarto do miocardio. O material
utilizado no projeto atual foi colhido da tese de doutorado da Orientadora Professora
Dra. Elisa Brosina de Leon e apresenta dados inéditos.



RESUMO

IDENTIFICACAO DO NiVEIS DE IL-1B NA MUSCULATURA ESQUELETICA
E DIAFRAGMATICA APOS CIRURGIA DE INDUCAO DE INFARTO DO
MIOCARDIO.

Introducdo e Objetivos: O modelo experimental de infarto tem sido 0 modelo animal
de insuficiéncia cardiaca mais amplamente utilizado na pesquisa em cardiologia
experimental, visto que a reacdo inflamatoria desencadeada pela leséo isquémica leva a
liberacdo de citocinas, como por exemplo, a interleucina-1p (IL-1pB). A acdo da IL-1p
possui efeito no endotélio, bem como a inducgéo das reacdes da fase aguda. A IL-1p atua
junto aos fibroblastos e células endoteliais estimulando a liberacdo de fatores de
crescimento de colénias de granulécitos (G-CSF). O G-CSF tem sido usado como
tratamento para a insuficiéncia cardiaca ap6s lesdo isquémica, porém, pouco é
conhecido sobre seus efeitos nos tecidos periféricos. O objetivo do presente estudo foi
avaliar a concentracdo de IL-1B no musculo esquelético e diafragma em camundongos
infartados experimentalmente associado ou ndo ao uso de G-CSF. Métodos: Foram
utilizados camundongos fémeas BALB/c, com 4-6 semanas de idade. O experimento
constituiu-se pelos seguintes grupos experimentais (n=30): Grupo controle; Grupo
infarto do miocardio (IM); Grupo infarto do miocérdio + G-CSF (IM+G-CSF). Ap6s 30
dias da inducdo do infarto, foi realizada a coleta das amostras de tecido muscular
esquelético periférico (isquiotibiais) e diafragma. As concentracdes da citocina IL-1§
foram quantificadas através do método Enzyme Linked Immunosorbant Assay (ELISA)
e o0s dados sdo demonstrados em densidade Optica. Resultados: Os resultados
mostraram aumento significativo das concentragdes de IL-1f na musculatura
esquelética quando comparado ao grupo controle e a administracdo de G-CSG parece
regular essa concentragédo (Controle:0,62+0,33;1M:1,2+0,41;IM+G-
CSF:0,96+0,31;p=0,03). A andlise de IL-1 do diafragma demonstrou tendéncia de
aumento da concentracdo dessa citocina nos grupos IM e IM+G-CSF
(Controle:1,073£0,31; IM:1,57+0,33;IM+G-CSF:1,61+0,30;p=0,06). Conclusédo: Os
resultados mostraram que a administracdo do G-CSG parece modular a area de infarto,
resultando em uma reduc¢do do perimetro de infarto no grupo IM+G-CSF. Os resultados
mostraram também alteracBes nas concentragdes de IL-1p nos tecidos esqueléticos em
animais submetidos a infarto do miocardio. As analises sugerem que a administracdo de
G-CSF parece suprimir a producéo de citocina inflamatoria IL-1B no tecido muscular
esquelético periférico. Contudo os resultados do teste de esfor¢o no grupo IM+G-CSF
surpreendentemente obtiveram um menor alcance na distancia total percorrida e néo
houve diferenca entre os grupos na velocidade final (m/s). Concluindo-se que os
resultados encontrados nesse trabalho gera dados importantes, demonstrando os efeitos
benéficos do tratamento com o G-CSF e que suas ac¢des sdo ainda eficazes quando
administradas apds o infarto do miocéardio.

Palavras-chave: infarto do miocardio, G-CSF, células tronco, regeneracdo cardiaca.

Apoio Financeiro: FAPEAM; HEMOAM; CNPq.



ABSTRACT

IDENTIFICATION OF LEVELS OF IL-1B IN SKELETAL MUSCLE AND
AFTER SURGERY DIAPHRAGMATIC INDUCTION OF MYOCARDIAL
INFARCTION.

Introduction and Objectives: The experimental model of myocardial infarction has
been the animal model of heart failure more widely used in research in experimental
cardiology, since the inflammatory reaction triggered by ischemic injury leads to the
release of cytokines, such as interleukin-1p (IL-1p). The action of IL-1B has no effect
on the endothelium and induction of acute phase reactions. The IL-1p works together
with fibroblasts and endothelial cells stimulating the release of growth factors
granulocyte colony (G-CSF) factors. G-CSF has been used as a treatment for heart
failure after ischemic injury, but little is known about its effects in peripheral tissues.
The aim of this study was to evaluate the concentration of IL-1f in skeletal muscle and
diaphragm in experimentally infarcted mice with or without the use of G-CSF.
Methods: female mice BALB / ¢ were used, with 4-6 weeks of age. The experiment
consisted of the following experimental groups (n = 30): control group; Group
myocardial infarction (MI); Group myocardial infarction + G-CSF (G-CSF + IM). 30
days after induction of myocardial infarction, collecting samples of peripheral skeletal
muscle tissue (hamstring) and diaphragm was performed. The concentrations of IL-1f3
was quantified by enzyme-linked immunosorbent assay method (ELISA) and the data
are presented in optical density. Results: The results showed significant increase in
concentrations of IL-1B in skeletal muscle compared to the control group and the
administration of G-CSG seems to regulate this concentration (control: 0.62 + 0.33, Ml:
1.2+0,41, IM+ G-CSF: 0.96 + 0.31, p = 0.03). The analysis of IL-1 demonstrated the
diaphragm upward trend in the concentration of this cytokine in IM and IM + G-CSF
(control group: 1.073 = 0.31, MI: 1.57 + 0.33, MI + G-CSF 1.61 £ 0.30, p = 0.06).
Conclusion: The results showed that administration of G-CSG appears to modulate the
infarcted area, resulting in a reduction of the perimeter of infarction in the Ml + G-CSF
group. The results also showed changes in the concentrations of IL-1p in skeletal tissues
in animals subjected to myocardial infarction. The analyzes suggest that the
administration of G-CSF appears to suppress the production of inflammatory cytokine
IL-1pB in the peripheral skeletal muscle tissue. However the results of the stress test in
IM + G-CSF group surprisingly obtained a smaller range in the total distance traveled
and there was no difference between groups in the final velocity (m / s). Concluding
that the results found in this study generates important data demonstrating the beneficial
effects of treatment with G-CSF and that their actions are still effective when
administered after myocardial infarction.

Keywords: myocardial infarction, G-CSF, stem cells, cardiac regeneration.
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1. Introducéo

A Insuficiéncia cardiaca (IC) representa um importante problema de salde
publico, com uma prevaléncia crescente e altos indices de morbidade e mortalidade
(OLIVA, F. et al. 2012). E a via final comum da maioria das doengas que acometem o
coracdo, sendo um dos mais importantes desafios clinicos atuais na area da salde.
Trata-se de um problema epidémico em progressdo (COWIE, 1997). A IC é a causa
mais frequente de internacdo por doenca cardiovascular, e € a primeira causa de
hospitalizacdes em idosos, elevando os custos com cuidados em salde nos Estados

Unidos e na Europa (ALLA, F et al, 2007).

Esta sindrome é resultado de alteracdes estruturais e funcionais que prejudicam a
fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo, reducdo do débito cardiaco, que por sua vez
ndo atende a demanda metabdlica, resultando em hipertrofia do VE (AGVALL, B. et
al.,2012; REHN, T. A. et al.,2009), acarretando alteracbes hemodindmicas, periféricas e
estimulado a elevacdo e ativacdo do sistema neuro-hormonal (GHEORGHIADE et al.,

2005; FRANGOGIANNIS, 2008).

A insuficiéncia cardiaca (IC), desencadeada em roedores como consequéncia de
Infarto do Miocardio, é o0 modelo mais comumente utilizado em pesquisa experimental,
o qual contribui para analise da fisiopatologia e terapéutica desta sindrome (TUCCI,
2011). Este modelo de inducédo de IC resulta em alteracbes hemodinamicas semelhante

as apresentadas em humanos (MANIKANDAN et al.,2004).

As manifestacGes clinicas da IC sdo a dispnéia e fadiga, que levam a limitacoes

e/ou intoleréncia ao exercicio fisico. Esses sintomas sdo resultados de uma disfuncéo



endotelial, acarretando uma vasoconstricdo e aumento da resisténcia vascular, o que,
contribui para uma diminuicdo ainda mais importante do aporte sanguineo para a
musculatura ativa (FRANGOGIANNIS,2008; LOPES et al.,2010; FANG;
MARWICK.,2002). Além disso a capacidade méxima ao exercicio apresenta-se
reduzida em torno de 50% ou mais, dependendo do grau de comprometimento da

funcéo ventricular (KITZMAN, D W; GROBAN, 2011)

Este evento geralmente ocorre ap6s uma lesdo no miocardio (FANG;
MARWICK, 2002). A oclusdo parcial da artéria coronaria esquerda, leva a isquemia
miocardica, diminuicdo da densidade mitocondrial, necrose dos cardiomidcitos e
apoptose celular ativando uma reagdo inflamatoria e mecanismos de reparacdo que
resultam na formacdo de escara cicatricial, tendo como consequéncia, a insuficiéncia
cardiaca (FANG; MARWICK, 2002; FLAHERTY et al.,2009; PANAGIOTA C.; G.

FRANGOGIANNIS, 2013).

Visto que esse processo culmina em reacdo inflamatdria local e sistémica,
desencadeando a liberacdo de citocinas pro-inflamatéria (FLAHERTY et al.,2009;
CASTRO.,2006; DOURADO et al., 2006), como a interleucina-1p (IL-1pB). Ocorrendo
um desequilibrio entre a formacdo de radicais livre e a capacidade antioxidante,
resultando em sobrecarga oxidativa, envolvidos no processo da inflamacéo, disfuncéo
muscular periférica, menor tolerancia ao exercicio, comprometendo a qualidade de vida
do individuo com IC (DOURADO et al., 2006). As enzimas antioxidantes tém papel
fundamental na protecdo do organismo, pois constituem a primeira linha de defesa

contra as espécies ativas de oxigénio.( SILVA, F.L et al.,2005)

Essas alteragdes se veem evidenciadas tanto no plasma, quanto no musculo

esquelético e cardiaco de roedores e pessoas com IC. Estes mediadores inflamatérios
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contribuem para a progressdo da IC e aparecimento das manifestagdes clinicas,
principalmente as alteragdes relacionadas a diminuicdo e funcionalidade de massa
muscular (LOPES et al.,2010) e reducdo do aporte sanguineo ao diafragma,

aumentando, assim, o0 estresse oxidativo nesse musculo (SILVA et al.,2005).

A acdo da IL-1p possui efeito no endotélio, bem como a inducdo das rea¢des da
fase aguda. Os niveis plasmaéticos dessa citocina em pacientes com IC esta relacionado
tanto com o progndstico, quanto com a gravidade da doenca (LOPES et al.,2010). A
musculatura esquelética na IC, em modelos animais e humanos, apresentam alteracdes
na sua composicao, sendo as fibras do tipo | as mais afetadas, essas alteragdes sao
correlacionadas ao aumento da producdo de TNF-a, IL-1p e IL-6. Desta forma, a IL-1p
foi apontada como resultado de uma condigdo inflamatéria periférica, que idealmente
seriam desencadeadas pela diminuicdo do fluxo sanguineo no musculo devido ao

aumento da espécie reativa de oxigénio((LOPES et al.,2010).

Um estudo com fibras diafragmaticas de ratos mostrou um aumento da producéo
de espécies ativas de oxigénio quando submetidas a situacdo hipoxémica
(MOHANRAJ, P et al., 1998). O infarto do miocardio aumentou o dano oxidativo, bem
como diminuiu a atividade das enzimas antioxidantes no masculo diafragma (SILVA et

al.,2005).

H& evidéncias que algumas citocinas estariam relacionadas com o
remodelamento cardiaco pés infarto e mobilizacdo de células precursoras da medula
Ossea para a circulacdo periférica (MINATOGUCHI et al .,2004). A IL-1p atua junto
aos fibroblastos e células endoteliais estimulando a liberacdo de fatores de crescimento
de coldnias de granulocitos (G-CSF). O G-CSF tem sido usado como tratamento para a

insuficiéncia cardiaca apos lesdo isquémica, por acelerar a regeneracdo tecidual do
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musculo cardiaco e diminuir o remodelamento prejudicial, porém, pouco é conhecido
sobre seus efeitos nos tecidos periféricos (CASTRO,2006; ORLIC et al.,2001; MIKI et

al.,2004).

O objetivo do presente estudo foi: avaliar o perimetro de infarto do miocardio
em camundongos com insuficiéncia cardiaca associado ou ndo ao uso de G-CSF, avaliar
a concentracdo de IL-1B no mdsculo esquelético e diafragma em camundongos
infartados experimentalmente associado ou ndo ao uso de G-CSF, avaliar a velocidade
final e distancia total percorrida por cada animal durante o teste progressivo escalonado

em camundongos com insuficiéncia cardiaca associada ou ndo ao uso de G-CSF.
2. Material e Método
2.1 Modelo de Estudo e Informagcdes Eticas.

Esse estudo se caracteriza por uma pesquisa basica, com experimentacdo em
modelo animal de laboratério, pelo quais foi avaliado as concentragdo de IL-1B no
musculo esquelético e diafragma em camundongos infartados experimentalmente
associado ou ndo ao uso de G-CSF. O presente estudo foi aprovado pela Comissdo de
Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Federal do Amazonas (CEEA-
UFAM), sob protocolo n°017/2010 em reunido de 07/05/2010, por concordar com 0s
principios de cuidados com animais de laboratorio de acordo com a lei n° 6.638 da
Republica Federativa do Brasil de 08 de maio de 1979, que trata de normas para as

préticas didatico-cientifico da vivissecgdo de animais.
2.2 Populagéo de Estudo

Neste estudo foram utilizados camundongos fémeas BALB/c, com 4-6 semanas

de idade, provenientes do Biotério da Universidade Estadual Paulista de Botucatu
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(UNESP). Esses camundongos foram mantidos em gabinetes especificos para animais
de laboratério, com isolamento de ambiente, controle automatico de luz (ciclos claros e
escuros de 12 horas), temperatura (22°C) e umidade constante (Gabinete para

Biotério/Insight Ltda.), alimentados com racdo padréo e agua ad libitum.

O experimento constituiu-se pelos seguintes grupos experimentais:

o A) Grupo controle: Os animais foram submetidos a cirurgia de inducao

do infarto do miocardio, porém, sem ligadura da artéria coronaria (n=10)

o B) Grupo infarto do miocardio (IM): Os animais foram submetidos a

cirurgia de infarto do miocardio. (n=10)

o C) Grupo infarto do miocérdio+ G-CSF (IM+G-CSF): Os animais foram
submetidos a cirurgia de infarto do miocéardio, apds 7 dias pds-operatorio, foi
administrado G-CSF durante 5 dias, na dose de 200 pg/kg (ROBERTS et al.,

1997) via intraperitonial. (n=10).

2.3 Cirurgia de Inducéo do Infarto do Miocardio

Os animais foram inicialmente anestesiados por via inalatéria utilizando
anestésico sevoflurano com fluxo continuo de mistura com oxigénio, intubados e
ventilados artificialmente (Rodent Ventilator modelo 683 — Harvard). A técnica
utilizada para inducéo do infarto foi o modelo de ligadura da artéria coronéria esquerda
(LUTZ et al., 2008). A técnica consistiu na exposi¢do do ventriculo esquerdo através de
uma toracotomia esquerda, entre a quarta e quinta costelas. Nos animais em que o
infarto do miocardio foi induzido, foi realizada uma sutura permanente (fio mononylon
7.0) na artéria coronaria descendente principal esquerda, em um ponto entre 1 e 2 mm

distalmente ao bordo do atrio esquerdo. O espago intercostal foi suturado, o
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pneumotdrax drenado, a musculatura peitoral foi reposicionada e a pele foi suturada
com fio mononylon 6.0. A temperatura do animal foi mantida entre 36,8° e 37°C em
cama cirargica aquecida (Cama aquecedora/Insight Ltda) durante o procedimento

cirurgico.

2.4 Administracao do Fator de Crescimento (G-CSF)

A administracdo do G-CSF para o grupo IM+G-CSF, foi administrado na dose
de 200 pg/kg, via intraperitonial por um periodo de cinco dias posteriores ao

procedimento de infarto.

2.5 Avaliacao da Capacidade Funcional

A avaliacdo da capacidade funcional foi executado através do teste de esforco
fisico, 28 dias apds a inducdo do infarto e realizado apds 2 dias de adaptacéo do animal
com a esteira rolante, através de teste progressivo escalonado até a exaustdo do mesmo
(FERREIRA et al., 2007), com velocidade inicial de 11 m/min, sem inclinag&o, apds 28
dias da inducdo do infarto. A cada trés minutos, a velocidade foi aumentada em 5
m/min, até a exaustdo total do animal, ou seja, o teste terminava quando o animal nao
conseguia manter o padrdo da corrida. As variaveis avaliadas foram: a velocidade final

(m/s) e a distancia total percorrida (m) por cada animal durante o teste.

2.6 Avaliacao Ecocardiografica

Apb6s um periodo de 30 dias, os animais foram anestesiados e ventilados,
conforme descrito anteriormente para o estudo ecocardiografico (FARAHMAND et al.,
2008). Para a analise, foi realizada a tricotomia da regido anterior do térax e colocagéo
dos animais em decubito dorsal na cama cirdrgica aquecida para 0 posicionamento
apropriado do transdutor no hemitorax esquerdo do animal. Foi utilizado o

equipamento GE® VIVID 5 (Highland Park Dr. Bloomfield, USA), com transdutor de 8
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MHz. A érea de infarto foi estimada pela determinacdo do perimetro interno da regido
infartada em relacdo ao perimetro total do coracdo (PAYNE et al., 2007). Em cada
exame ecocardiografico foi coletado um total de trés medidas, sendo calculados,
posteriormente, a media e o desvio padrdo da meédia. Foi mensurado o perimetro total

do ventriculo esquerdo e o perimetro de escara cicatricial nos grupos infartados.
2.7 Coleta de Tecidos

No final do experimento, apos 30 dias da inducdo do infarto, sera realizada a
coleta de sangue via plexo ocular, os animais serdo sacrificados por deslocamento
cervical, conforme normas do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA),
para coleta do diafragma e musculo estriado esquelético isquiotibial bilateral. Apos
pesagem dos tecidos em balanca analitica (Adventurer, modelo Ohaus), eles foram
divididos em duas partes: (1) fixado em solucédo de formol a 10%, utilizada para analise
histopatoldgica; (2) armazenada em pool de 2 animais, em solucédo de 300uL de RPMI-

1640 (Sigma-Aldrich®/St.Louis,MO EUA), para a analise das citocinas teciduais.
2.8 Dosagem da citocina IL-1 g na Musculatura Esquelética e Diafragmética.

As concentracfes de citocinas foram determinadas em pool de 2 animais cada.
Para tanto, o sangue foi coletado ap6s 48hs do teste de esforco, centrifugado e o
sobrenadante armazenado para a dosagem das citocinas. Os tecidos (diafragma e
isquiotibiais) foram triturados manualmente, centrifugados e o0 sobrenadante
armazenado para a dosagem da citocina. A citocina inflamatoria analisada foi a IL-1,
as qual foi quantificada através do método Enzyme Linked Immunosorbant Assay
(ELISA) usando a leitora de placas ASYS Hitech (GmbH modelo Atlantis 4,
Eugendorf, Austria). Para este procedimento foram utilizados os Kit BD OptEIA (BD

Bioscience, San Diego, CA, USA).
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2.9 Andlise estatistica

Os resultados obtidos, até o presente momento, foram armazenados no programa
Excel® 2007 para Windows7®. Para a analise dos dados e confeccio dos gréficos foi
utilizado o programa GraphPadPrism® versio 5. Os resultados numéricos foram
expressos como média + desvio padrdo da média. Previamente a aplicacdo dos testes
estatisticos apropriados para a comparagdo entre 0S Qrupos experimentais, a
normalidade da distribuicdo amostral e a homogeneidade da variancia foram avaliadas

pelos testes de Kolmogorov-Smirnov e de Bartlett, respectivamente.

A comparacdo das médias entre o0s grupos experimentais foi realizada
empregando-se o teste de ANOVA de dois fatores, seguido de teste de TUKEY para
dados paramétricos ou o teste de Mann-Whitney para os dados ndo paramétricos. As
diferencas entre as comparagdes efetuadas foram consideradas estatisticamente
significantes quando a probabilidade estatistica foi menor que 5% (p<0,05). Para analise

de correlagéo foi utilizado teste chi-quadrado (y?) de Pearson.
3. Resultados

Os resultados mostraram que no perimetro de infarto o grupo controle ndo teve
alteracdes, por ndo ter sido induzido a obstrucdo da artéria coronaria esquerda e que 0
grupo IM sem o tratamento do G-CSF tem uma tendéncia a um perimetro de infarto
maior que o grupo IM+GCSF, portanto a administracdo do GCS-F parece modular essa
reducdo da area de infarto. (Controle:0,00 +0,00; IM:0,33+0,14; IM+G-CSF:0,15+0,03;

p < 0,0001).



16

0.31

0.2

0.14

Perimetro de infarto (cm)

0.0-

Controle

'8
%)
Q
O
b
=

Fig. 1 Gréfico de barras mostrando a reducéo do perimetro de infarto no
grupo que recebeu a administragdo do GCS-F

Houve aumento significativo das concentracfes de IL-1p na musculatura
esquelética quando comparado ao grupo controle e a administracdo de G-CSF parece
regular essa concentracdo (Controle:0,62+0,33; IM:1,2+0,41; IM+G-CSF:0,96+0,31;
p=0,03). A analise de IL-1p do diafragma demonstrou tendéncia de aumento da
concentracdo dessa citocina nos grupos IM e IM+G-CSF (Controle:1,073+0,31;

IM:1,57+0,33; IM+G-CSF:1,61+0,30; p=0,06).
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Fig. 2 Gréafico de barras mostrando um aumento de IL-1f nos grupos IM e Fig.3 Grafico de barras mostrando aumento de IL-1B nos grupos e a
IM+GCSF e 0 GCS-F parece regular essa concentragéo. administragdo do GCS-F parece ndo modular essa concentragao.

No teste de esforco fisico realizado pelos grupos observou-se que na velocidade
final (m/s) ndo houve uma diferenca significativa entre o grupo que recebeu tratamento
com G-CSF e o grupo controle e IM (Controle:0,66+£0,06; 1M:0,69+0,09;

IM+GCSF:0,55+0,09; p=0,0041). E que na distancia total percorrida (cm) o grupo
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IM+G-CSF percorreu uma distancia (cm) menor comparada ao grupo IM (Controle:

51,3,£13,3; IM: 57,9+20,0; IM+G-CSF:32,1+17,3; p=0,01).

0.8+

0.6

0.4+

0.2

Velocidade final (cm/s)

0.0

800+

600+

400+

2004

Distancia total percorrida (cm)

Fig. 4 Gréfico de barras mostrando que ndo ha diferenca
significativa na velocidade final entre os grupos.

Controle
Controle
IM+PBS

IM+G-CSF

IM+G-CSF

olfros arinns

4. Discussao

O infarto do miocardio é a causa de morte mais importante nos paises
desenvolvidos. Dentre outras causas, a grande prevaléncia de cardiopatias pode ser
explicada pela pouca capacidade regenerativa dos midcitos cardiacos perdidos pelos
processos patoldgicos que acometem o coracdo. Além disso, o reparo, com intensa
deposicdo de fibrose, que acompanha na maioria das vezes a lesdo cardiaca, tem
também um papel fundamental na perda da qualidade funcional deste érgdo (LIMA RS
et al., 2008). Trabalhos na literatura tém demonstrado o potencial da terapia celular em
cardiopatias (SUNKOMAT JN, GABOLLA MA., 2003), pois exibe uma melhora na

funcionalidade cardiaca.

As células-tronco de medula 6ssea tem a capacidade de se diferenciarem em
cardiomidcitos, e isso tem sido demonstrada principalmente em modelos experimentais

de infarto do miocardio (VILAS-BOAS, F et al.,2006). A presenca de miocardite

Fig. 5 Gréafico de barras mostrando que o grupo que recebeu o
tratamento com GCS-F percorreu uma distancia (cm) menor que 0s



18

persistente e a demonstracdo da produgdo aumentada de citocinas pelo miocérdio de
pacientes com IC sugerem a existéncia de um ambiente atrativo para o "homing" e para

a fixacdo das células-tronco® (VILAS-BOAS, F et al.,2003).

No presente estudo foi visto que no grupo IM+G-CSF houve a redugdo do
perimetro de infarto (Fig.1), isto porque o G-SCF atua como potente estimulador da
resposta imune e catalisador da proliferacdo celular, estando ele relacionado com o
remodelamento cardiaco pos-infarto e mobilizagdo de células precursoras da medula

Ossea para a circulacdo periférica (MINATOGUCHI et al.,2004).

Em um estudo de modelo experimental de infarto do miocardio foi encontrado
novos cardiomiocitos na area isquémica subsequente a administracdo de G-CSF cinco
dias apo6s o infarto, resultando em uma aceleracédo no reparo tecidual (MINATOGUCHI
et al.,2004). Além disso o G-CSF pode ter um efeito terapéutico pleiotropico, resultando

em um mecanismo benéfico citoprotetor (KHAN et al.,2009).

A administracdo de G-CSF (Fig.2) mobiliza células-tronco e progenitoras da
medula éssea para o sangue periférico, que, por sua vez reduz a acdo dos mediadores
inflamatorios, bem como diminuiu os niveis de IL-1 em vérias condi¢cdes (MASET AL
et al., 2009). Atuando como um potente mobilizador de células progenitoras
hematopoiéticas. Podendo isso ser observado no resultado encontrado no presente
estudo, porém ndo havendo a diminui¢do da concentracdo de IL-1p no diafragma, o que
gera a hip6tese de um aumento de espécies ativas de oxigénio no diafragma quando

comparado ao musculo esquelético (Fig. 2 e 3).

Os grupos foram submetidos ao teste de esfor¢co e surpreendentemente néo
houve diferenca significativa entre eles na velocidade final (m/s) (Fig.4) e na distancia

total percorrida (Fig.5), sendo que o grupo tratado com G-CSF percorreu uma distancia
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menor que 0S outros grupos, demonstrando uma controvérsia, apesar da pesquisa

apontar para uma melhora significativa na funcéo cardiaca.

Em um estudo, ratos foram submetidos a um teste de esfor¢o progressivo
maximo em esteira, e 0 resultado demonstrou pequenas diferencas na capacidade
contrétil dos coragdes, ja que o débito cardiaco € um dos principais limitantes do
exercicio. Todavia, ndo houve diferencas significativas entre os grupos infartados tanto
no consumo maximo de oxigénio quanto no tempo de permanéncia em exercicio
(CASTRO., 2006). Logo, os dois unicos trabalhos que avaliaram os animais tratados
com citocinas mobilizadoras de células da medula 6ssea sob condi¢des de estresse, ndo
obtiveram sucesso no tratamento (DETEN ET AL., 2005; CASTRO.,2006), reportando,
de maneira consistente, que ndo ha melhora da funcéo cardiaca através do aumento do
namero de precursores da medula éssea para o sangue periférico (DETEN ET AL.,
2005). No estudo de Castro (2006) eles também demonstraram que o tratamento com G-
CSF néo previne a faléncia cardiaca progressiva apds o infarto do miocardio em ratos,

encontrando um insucesso na clinica.

Contudo o estudo de Deten et al (2005) foi desenvolvidos com ratos infartados
por oclusdo permanente, gerando a hipdtese que essa oclusdo permanente poderia

dificultar a migragdo celular para o tecido lesionado.

5. Concluséo

Os resultados mostraram que a administracdo do G-CSG parece modular a area
de infarto, resultando em uma reducéo do perimetro de infarto no grupo IM+G-CSF. Os
resultados mostraram também alteragdes nas concentragbes de IL-1B nos tecidos
esqueléticos em animais submetidos a infarto do miocérdio. As analises sugerem que a

administragdo de G-CSF parece suprimir a producéo de citocina inflamatoria IL-1p no
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tecido muscular esquelético periférico. Contudo os resultados do teste de esfor¢o no
grupo IM+G-CSF surpreendentemente obtiveram um menor alcance na distancia total
percorrida e ndo houve diferenca entre os grupos na velocidade final (m/s).

Os resultados encontrados nesse trabalho gera dados importante, demonstrando
os efeitos benéficos do tratamento com o G-CSF e que suas ag¢Oes sdo ainda eficazes

qguando administrado apés o IM.
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