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1 INTRODUCAO
1.1 Doenca arterial periférica

A doenca arterial periférica (DAP) € caracterizada pela progressiva obstrucéo
do fluxo sanguineo arterial e pode ser provocada por ateroma, formacdo de trombo
local ou embolizagdo nos membros. O desenvolvimento dessa doenga nos membros
inferiores é caracterizado pelo estreitamento e pela oclusdo dos vasos arteriais
(Figura 1), o que provoca reducdo da perfusdo distal, e também por mecanismos
locais de compensacdo, entre 0s quais 0 crescimento de novos capilares e o
desenvolvimento de vasos colaterais (ARONOW, 2004; CASSAR E BACHOO; 2006;
MUKHERJEE E EAGLE, 2010).

Artéria iliaca /-

Artéria
femoral

FIGURA 1: Desenho ilustrativo da oclusdo de um segmento arterial de membro
inferior. A DAP se inicia com a obstru¢do do fluxo sanguineo arterial nos membros
inferiores. Muitas vezes, essa obstrugcdo se deve a formacdo de uma placa
aterosclerotica nas artérias dos membros inferiores. Figura adaptada de: <

http://uvahealth.com/services/vascular-center/treatment/peripheral-arterial-disease >.
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As projecdes epidemiolédgicas para a DAP indicam uma prevaléncia de 15% a
20% em individuos com mais de 70 anos de idade, com uma ocorréncia estimada de
500 a 1000 novos casos por um milhdo de habitantes a cada ano na Europa e na
América do Norte (NORGREN, 2007; AMERICAN HEART ASSOCIATION, 2010).
Alguns estudos epidemiolégicos para a DAP realizados no Brasil indicam uma
prevaléncia de 2,5% em individuos com idade superior a 65 anos de idade na cidade
de Bambui no estado de Minas Gerais (PASSOS et al., 2001) e uma prevaléncia de
36,7% em individuos com idade superior a 75 anos na cidade de Sao Paulo
(MAKDISSE et al., 2007).

Além disso, a prevaléncia da DAP é mais elevada (cerca de 20-30%) entre a
populacdo que apresenta fatores de risco, tais como diabetes mellitus, hipertenséao,
tabagismo e/ou dislipidemia. Geralmente, esses pacientes apresentam
comorbidades como, por exemplo, a doenca coronariana ou outras doencas
cardiovasculares, o que aumenta a mortalidade nesse grupo de individuos
(MURABITO, 2003; ARONOW, 2004).

A isquemia presente na DAP pode ser parcial ou total. E parcial quando o
fluxo arterial & capaz de manter a viabilidade celular, porém com risco de evoluir
para morte celular, e total quando o fluxo arterial se torna insuficiente para manter a
integridade tecidual. A isquemia aguda de membro é caracterizada por qualquer
decréscimo agudo ou piora da perfusdo do membro, o que provoca potencial
ameaca a integridade da extremidade. Ja a isquemia cronica de membro ocorre
quando ha dor durante o exercicio fisico (claudicagdo intermitente) e alivio no
repouso. Esse tipo pode progredir para a isquemia cronica critica de membro, caso
em que a estenose ou a oclusdo arterial prejudica o fluxo sanguineo de tal forma
gue 0s mecanismos compensatérios, como a formacdo de vasos colaterais, ndo
podem suprir as exigéncias nutritivas do membro, e 0s pacientes apresentam,
portanto, forte e intensa dor em repouso, Ulceras e/ou gangrena (BAPTISTA, 2004;
ARONOW, 2004).

Os individuos que pertencem ao grupo de risco sdo aconselhados a adotar

um comportamento preventivo (com o controle da glicemia, do fumo (n&o fumar),
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entre outros). Entretanto, com o eventual surgimento da doenca, segue-se a
utilizacdo de terapias antiplaguetarias, a administracdo de farmaco antitrombotico
e/ou a revascularizacao cirdrgica. No entanto, no caso de pacientes com isquemia
cronica critica, estima-se que em 20% a 30% dos casos ndo ha a possibilidade do
tratamento de revascularizacdo e, quando a terapia farmacoldgica ou as técnicas
vasculares cirargicas ndo podem ser realizadas ou séo ineficazes, cerca de 40% dos
pacientes com DAP sdo encaminhados para a amputacdo do membro afetado. Entre
estes, 20% podem morrer antes mesmo da cirurgia (SINGH et al., 1996; NIELS,
2001; NORGREN, 2007). Dessa forma, o estudo e o desenvolvimento de novas
estratégias terapéuticas para promover a revascularizacdo reparadora da

musculatura isquémica sdo de grande importancia.

1.1.1 Modelos experimentais de isquemia de membros posteriores

O avango das pesquisas cientificas e o0 desenvolvimento de novas
ferramentas terapéuticas dependem do desenvolvimento de estratégias que
precisam ser testadas adequadamente em modelos animais de modo a validar seus
potenciais efeitos antes de sua aplicacéo clinica (MADEDDU et al., 2006).

Existem atualmente varios modelos animais que foram desenvolvidos para o
estudo da doenca arterial periférica. Esses estudos tém utilizado modelos animais
de isquemia de membros inferiores para delinear os mdltiplos fatores que
influenciam na resposta dos tecidos a isquemia e, em especial, na angiogénese. Em
geral, os modelos em grandes animais, como coelhos, oferecem a facilidade de
identificacdo precisa dos vasos dos membros inferiores, bem como uma série de
medidas do fluxo sanguineo. Por outro lado, os modelos desenvolvidos em
pequenos animais, como camundongos e ratos, oferecem a disponibilidade de
obtencdo de animais isogénicos, além de ferramentas para a analise genética de
alteracdes na expressao génica e protéica (SHIREMAN & QUINONES, 2005;
MADEDDU et al., 2006).

Nos modelos experimentais, o nivel de isquemia depende, principalmente, da

extensdo da oclusao da artéria e da capacidade inter- e intra-espécies do
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desenvolvimento de capilares e/ou vasos colaterais (MADEDDU et al., 2006). O
modelo de excisdo completa da artéria femoral e de seus ramos laterais, por
exemplo, foi originalmente desenvolvido em coelhos (COUFFINHAL et al., 1998).
Atualmente, muitos estudos tém utilizado este modelo a partir da ocluséo arterial em
camundongos. Seu uso inclui variagBes que vao desde a simples ligadura da artéria
femoral até a excisdo extensa do conjunto artéria femoral, veia e de um ou ambos os
membros posteriores O modelo de oclusao unilateral, por exemplo, permite o uso do
membro contra-lateral como controle e o acompanhamento e caracterizacdo da
recuperacdo enddégena do fluxo sanguineo no membro afetado (JACOBI et al.,
2004).

Tem-se verificado que as respostas nos musculos frente a isquemia no
membro inferior sdo diferentes em regides anatomicamente distintas. Em areas de
isquemia severa, geralmente abaixo do joelho, ocorre necrose dos musculos, que é
acompanhada por um intenso processo inflamatério e regeneracdo muscular. A
arteriogénese ocorre predominantemente em regiées proximais a oclusao do vaso
(SHIREMAN, 2007; SCHOLZ, 2003). Aléem disso, a angiogénese é induzida,
principalmente pela hipoxia, ocorrendo portanto 0 aumento da densidade capilar em
areas de isquemia (TANG et al.; 2005).

A regeneragdo do musculo ocorre a partir do exterior do feixe muscular para
as regides internas, e isso se da mediante a formacdo de novos vasos sanguineos.
Assim, a angiogénese é fundamental para que ocorra a a recuperacao da perfuséo
no membro afetado e consequentemente, a regeneragcdo muscular.  Algum
impedimento no processo de formacdo de novos vasos sanguineos pode levar,
portanto, a uma regeneracdo muscular alterada e o agravamento do quadro de
isquemia (SCHOLZ, 2003).

1.2 Angiogénese terapéutica
A angiogénese € um processo critico para o reparo de lesdes teciduais e &
importante para conter a isquemia tecidual (HERSHEY et al., 2001). No caso da

DAP, por exemplo, a isquemia tecidual ativa mecanismos fisiol6gicos na tentativa de
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promover a revascularizagdo do membro afetado. Entretanto, evidéncias clinicas e
experimentais indicam que essa revascularizacéo fisiolégica do individuo com DAP é
insuficiente para alcancar a recuperacao total do membro afetado. Dessa maneira, a
inducédo da neovascularizagcdo no membro isquémico tornou-se alvo de estudos para
o desenvolvimento de nova estratégia terapéutica para a DAP (MADEDDU, 2005;
BURT, 2008).

Essa terapia é genericamente denominada de “angiogénese terapéutica” e
tem como objetivo final a recuperacdo do membro afetado através da estimulacéo
da revascularizacdo desse membro (YOSHIDA, 2005). Atualmente, esses estudos
tém sido direcionados para a administracdo de fatores de crescimento (como por
exemplo, de fator de crescimento do endotélio vascular, VEGF, e de fator de
crescimento de fibroblastos, FGF), para a terapia génica (como por exemplo, a
utilizacdo de vetores virais que carreiam genes que expressam VEGFs) e para a
terapia celular (como por exemplo, mediante a utilizacdo de células-tronco
angiogénicas). (COLINSON & DONNELY, 2004; MADEDDU, 2005).

A neovascularizacdo, ou seja, a formacéo de novos vasos sanguineos exerce
papel importante tanto em processos fisiologicos quanto em patoldgicos. Em
processos fisioloégicos, ocorre durante o desenvolvimento embrionério, na
vascularizacdo do cérebro e do rim (AUERBACH, R. & AUERBACH, W, 1997), no
ciclo reprodutivo feminino, na proliferacdo endometrial, no desenvolvimento do
foliculo ovariano e na formacdo da rede capilar placentaria (FREDERICK et al.,
1984) e, em processos de reparacao tecidual como, por exemplo, na cicatrizacéo de
feridas (NISSEN et al. 1998). Em processos patoldgicos, a neovascularizagdo pode
estar associada ao crescimento exagerado de vasos sanguineos como, por
exemplo, em tumores (CARMELIET & JAIN, 2000), na retinopatia diabética
(RUDERMAN et al., 1992), na psoriase (CREAMER et al., 1997) e artrite reumatoide
(CLAVEL et al., 2003), ou pode estar relacionada ao crescimento insuficiente de
vasos, como, por exemplo, na doenca isquémica do coracao (infarto do miocardio e
insuficiéncia cardiaca congestiva), cérebro ou membro inferior, dentre outras
(FOLKMAN, 1995; CARMELIET, 2003).
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Existem trés principais conceitos descritos para a neovascularizagdo no
individuo adulto: angiogénese, arteriogénese e vasculogénese, 0s quais
representam diferentes aspectos de um processo integrado (ASAHARA et al., 1997 ;
WEEL et al., 2008).

1.2.1 Angiogénese

A angiogénese, termo as vezes também utilizado genericamente como
sindbnimo de neovascularizagéo, envolve, especificamente, o crescimento de novos
vasos sanguineos a partir de microvasculatura (capilares e vénulas pés-capilares)
pré-existente em resposta a diversos estimulos. Um forte estimulo para que ocorra a
formacdo de novos vasos € a hipOxia, que estimula a liberacdo de fatores pré-
angiogénicos como, por exemplo, o VEGF (FOLKMAN, 1995; CARMELIET, 2003;
WAHLBERG, 2003). Os novos vasos sanguineos contribuem para o suprimento de
oxigénio e de nutrientes, bem como para a remocao de produtos de excrecao
(WHALEN & ZETTER, 1992). Os vasos resultantes sdo pequenos, com diametro
aproximado de 10-20 um e, por isso, ndo sdo suficientes para compensar a oclusao
de uma artéria de grande diametro como, por exemplo, a artéria femoral (HIROTA et
al., 2006).

A angiogénese obedece a uma sequéncia altamente organizada de
eventos, 0s quais requerem coordenado aparecimento espacial e temporal de
células e de moléculas especificas (LIEKENS et al., 2001). Ap6s o estimulo
desencadeador da resposta angiogénica (Figura 2), a primeira fase desta esta
associada com a alteracdo na adesdo entre células endoteliais adjacentes e
pericitos (SCHLINGEMANN et al., 1991). As células endoteliais sdo ativadas por
fatores de crescimento vascular e comecam a produzir novas moléculas como, por
exemplo, enzimas proteoliticas responsaveis pela degradacdo da membrana basal e
da matriz extracelular (STETLER-STEVENSON, 1999; MOSES, 1997). Em seguida,
as ceélulas endoteliais migram em direcdo ao sitio de origem do estimulo

angiogénico, ocasionando a formacao de brotos capilares. Posteriormente, as
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células endoteliais proliferam e se diferenciam, se alinhando para a formacao do
lmem tubular (PAPETTI & HERMAN, 2002; BUSSOLINO et al., 1997).

Durante a fase de maturacao e estabilizacdo do novo vaso sanguineo, novos
componentes da matriz extracelular sdo produzidos e depositados sob a forma de
nova membrana basal e os pericitos migram para o local do vaso formado,
associando-se intimamente a superficie das células endoteliais, provendo suporte
estrutural e contribuindo para o controle do crescimento deste. Os vasos em
formacdo, eventualmente, se conectam a outros vasos também recém-formados
e/lou aqueles pré-existentes (formacdo de anastomoses) e o fluxo sanguineo é,
entdo, estabelecido e 0s novos vasos podem persistir ou até mesmo sofrer
regressao caso nao sejam mais necessarios (GRIFFIOEN & MOLEMA, 2000; BECK
Jr & D’AMORE, 1997).
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FIGURA 2: Esquema ilustrativo das etapas da angiogénese. A isquemia tecidual
€ um dos quadros clinicos que leva a liberacdo de fatores de crescimento vascular
gue, por sua vez, ativam as células endoteliais que liberam enzimas e degradam a
matriz extracelular, possibilitando a proliferacao e a migracao das células endoteliais
e a formac&o dos novos vasos sanguineos. Adaptado de Lawall et al. 2010.
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1.2.2 Arteriogénese

A arteriogénese, por outro lado, envolve o desenvolvimento de vasos
colaterais a partir de uma rede de arteriolas pré-existentes. O crescimento de novos
vasos colaterais, seja por crescimento de novo (LOWER, 1932), seja por
remodelamento (SHAPER, 1971) de ramos arteriais pouco ou nao perfundidos, pode
ser estimulado, principalmente, por forgas fisicas e/ou pelo processo inflamatorio.
Sabe-se, por exemplo, que o aumento da pressdo exercida pela forca de
cisalhamento apds a oclusdo de um ramo arterial e/ou o recrutamento de mondcitos
sao importantes estimulos para a arteriogénese (VAN ROYEN et al., 2001; DEIND,
2001; HERSHEY, 2001; SCHAPER, 2003).

No caso de crescimento de novo, ocorre o crescimento de arteriolas
colaterais a partir da proliferacdo de células endoteliais e da musculatura lisa
presentes em arteriolas pré-existentes. Por outro lado, no caso de remodelamento
de estruturas pré-existentes, o que ocorre é o alargamento do vaso a partir da
estimulacdo da proliferagdo e migracdo de células endoteliais e de musculo liso, o
estimulo inicial para a promoc¢do do remodelamento € o estresse de cisalhamento
decorrente da obstrucéo de uma arteriola principal. O endotélio ativado libera fatores
pro-angiogénicos e MCP-1. Os mondcitos recrutados por sua vez liberam mais
substancias pré-angiogénicas e levam a formag¢do de um novo Ilimen com, posterior
anastomose com outras arteriolas ou a estimulacdo da proliferagdo de CEs e
musculatura lisa, provocando um aumento no diametro dos vasos colaterais pouco
ou ndo funcionais pré-existentes. Dessa forma, o aumento do didmetro dos vasos
colaterais é provocado pelo aumento do numero de células musculares lisas e
células endoteliais, estes vasos passam entdo a contribuir para a perfuséo
sanguinea tecidual (SHAPER, et al., 2003).

Interessantemente, quando a arteriogénese leva ao alargamento de arteriolas
pré-existentes, inicialmente ndo perfundidas, estas podem aumentar cerca de 20
vezes o seu didmetro durante esse processo. Evidéncias experimentais demonstram
gue a arteriogénese pode restaurar quase totalmente a condutancia vascular normal

em animais com isquemia de membro posterior induzida pela oclusédo da artéria
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femoral (OAF). Esse dado se correlaciona bem com a observacgédo clinica de que
alguns pacientes com DAP ndo apresentam o0s sintomas da isquemia, ja que sua
rede de vasos pode fornecer sangue suficiente para atender a necessidade de

perfusdo do membro inferior afetado (DIEHM et al., 2007).
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FIGURA 3: Esquema ilustrativo da arteriogénese. A- Vaso sem estenose, com
fluxo sanguineo sem alteracdes e arteriolas colaterais com pouco fluxo sanguineo.
B- Inicio do desenvolvimento da oclusdo arterial e aumento do stress de
cisalhamento nas arteriolas colaterias. C- Em um estado ativado, o endotélio
expressa moléculas de adeséo que se ligam a mondcitos circulantes. Os mondcitos
transmigram para o tecido perivascular, diferenciam-se em macréfagos e secretam
fatores de crescimento e citocinas que estimulam a proliferacdo das células

musculares lisas e células endoteliais. Adaptado de Schirmer et al. (2009).

1.2.3 Vasculogénese
Outro processo de neovascularizagcdo que pode ocorrer no individuo adulto &
a vasculogénese que é o crescimento de novos vasos sanguineos a partir de

angioblastos ou de células progenitoras endoteliais (CPE). Acreditava-se que esse
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processo ocorria somente na fase embrionaria; no entanto, Asahara et al. (1997),
verificaram que a vasculogénese também ocorre na fase adulta a partir de CPEs
derivadas da medula éssea ou provenientes de reserva tecidual local. Essas células
séo capazes de se diferenciar em células endoteliais funcionais e podem proliferar
quando estimuladas por um trauma vascular ou por hipoxia (CARMELIET et al.,
2003). No entanto, em condi¢des fisiologicas, o numero dessas células circulantes é

relativamente pequeno (GIL et al., 2001).
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FIGURA 4: Esquema ilustrativo das etapas da vasculogénese. A vasculogénese
envolve o recrutamento de CPEs da medula 6ssea (ou de fontes teciduais locais —
nao representadas no esquema) em resposta a um estimulo angiogénico, seguido
de proliferacdo e diferenciacdo destas em células endoteliais adultas e sua
incorporagdo aos vasos em formagdo. Similarmente & angiogénse, 0s pericitos
migram para o local do vaso neoformado, provendo suporte estrutural e contribuindo

para o controle do crescimento deste. Adaptado de Cao et al., 2010.

1.3 Terapia celular com células-tronco
Células-tronco sé@o funcionalmente definidas como células que tém a
capacidade de auto-renovacdo, bem como a capacidade de gerar células

diferenciadas. Na fase pds-embrionaria, essas células podem ser encontradas na
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medula 6ssea ou em pools regionais nos diversos tecidos corporais. Desta forma,
acredita-se que as células-tronco tenham papel regenerativo quando ocorre uma
leséo tecidual (BLAU et al., 2001; FODOR, 2003).

A medula 6ssea (MO) € uma importante fonte de células-tronco adultas com
potencial angiogénico, incluindo células-tronco hematopoéticas, células progenitoras
endoteliais (CPEs), as células mesenquimais estromais e células progenitoras
adultas multipotentes (EGUCHI et al., 2007).

A inducdo terapéutica da formacdo de novos vasos sanguineos através-do
transplante de células-tronco € uma op¢do promissora para a recuperacao de
tecidos isquémicos. O transplante de células-tronco angiogénicas da medula éssea,
por exemplo, pode atuar através da formacao direta de vasos ou, de forma indireta,
por meio da secrecao paracrina de fatores pro-angiogénicos, promovendo, assim, a
neovascularizacado reparadora (MADEDDU, 2005; BURT, 2008, COLLINSON &
DONNELLY, 2004).

Estudos em animais experimentais e testes clinicos com utilizacdo do
transplante de células derivadas da medula 6ssea (incluindo a fragdo mononuclear e
as CPEs) em pacientes com doencas isquémicas agudas e cronicas demonstram
gue o transplante celular é seguro e praticavel (SCHACHINGER et al., 2006). Por
exemplo, o transplante de células-tronco angiogénicas pode melhorar a perfusao
sanguinea da musculatura de membro afetada pela isquemia crénica critica levando
a uma melhora do quadro sintomatico, como aumento da pressdo segmental,
cicatrizacé@o de feridas troficas e diminuicdo da dor ao repouso (LARA-HERNANDEZ
et al., 2010; BURT et al., 2010). Entretanto, apesar dos estudos promissores 0s
resultados dos estudos clinicos sdo ainda modestos (MARSBOOM & JANSSENS,
2008; VAN ROYEN et al., 2001; INVERNICI et al., 2007).

1.3.1 Células-tronco angiogénicas

As células-tronco angiogénicas podem ser isoladas de varias fontes como
medula 6ssea, sangue periférico, sangue de corddo umbilical e podem também estar
presentes nas paredes de artérias (ASAHARA et al., 1997; PEICHEV, 2000;
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NARUSE, 2005; ZENGIN, 2006). Essas células tém sido amplamente estudadas
também como biomarcadores para doencas cardiovasculares e como opcao para a
terapia celular (LOSORDO & DIMMELER, 2004; GUVEN, 2006).

As células-tronco angiogénicas expressam varias proteinas de membrana
gue atuam como marcadores especificos que as identificam como células
angiogénicas. As moléculas mais comumente descritas como biomarcadores para
essa populacdo de células, incluem o CD34 e o CD133 no caso de células humanas
(PEICHEV, 2000) e c-kit e Sca-1 no caso de células derivadas de roedores (ZHAO
et al., 2009), os quais sao, na verdade, marcadores para uma populacédo capaz de
originar células hematopoiéticas e CPEs, as quais, acredita-se, possuem um
ancestral em comum (CASE et al., 2007). Recentemente, varios grupos de pesquisa
tém utilizado o receptor do fator de crescimento do endotélio vascular 2 (VEGFR2,
Flk-1) e o CD31 (PECAM-1) como marcadores juntamente com CD34, CD133, Sca-
1, c-kit ou com a populacdo Lin" (onde Lin" representa a populacdo de células
negativas para marcadores de células de linhagem hematopoiética, tais como,
linfécitos, macréfagos, neutrdéfilos e eritrocitos) para designar as células progenitoras
com potencial angiogénico (SANG-MO KNOW et al., 2011).

O numero de células progenitoras no sangue periférico é normalmente
muito pequeno, representando uma pequena porcentagem (cerca de 0,1%) do total
da fracdo de células mononucleares (MNCs) circulantes. Entretanto, como
mencionado anteriormente, tem sido demonstrado que, apés um trauma vascular ou
isquemia, ocorre um aumento do niumero dessas células no sangue circulante (GILL
et al., 2001). As células-tronco angiogénicas sao, portanto, uma pequena fracdo das
células MNCs e podem ser isoladas destas. Em vista disso, a maioria dos estudos
gue envolvem a terapia celular em pacientes com DAP tem sido realizados com as
células MNCs da medula 6ssea (HIGASHI, 2004; HUANG, 2005; KAWAMURA,
2005).

Estudos tém demonstrado que essas células-tronco angiogénicas derivadas
da medula 6ssea podem manter a integridade do endotelio vascular em pacientes

com infarto agudo do miocardio, além de auxiliar na melhora funcional do infarto
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cardiaco, sugerindo que a administracdo das dessas células pode ser uma terapia

promissora para salvar danos isquémicos (URBICH et al., 2004).

1.4 Recrutamento celular

A migracdo das células transplantadas via rota vascular da circulagcédo
sanguinea para o tecido lesionado e a incorporacdo dessas células aos vasos
sanguineos sao requisitos importantes para que a terapia celular seja bem sucedida.
Entretanto, ao se investigar o recrutamento e a incorporacdo das células
transplantadas, seja em modelos animais ou em testes clinicos, apenas uma
pequena percentagem dessas células € detectavel nos tecidos lesionados
(CHAVAKIS et al., 2008).

O recrutamento e a incorporacdo dessas ceélulas requer uma coordenada
sequéncia de eventos, com quimiotaxia, migracdo, adesdo e, finalmente,
diferenciacdo em células endoteliais (NUMAGUSHI et al. 2006). Apesar da também
conhecida importancia das acdes paracrinas das células-tronco transplantadas na
recuperacao de lesdes, o fato de essas células ndo migrarem com eficiéncia, seja da
circulacdo para o tecido isquémico, seja dentro do proprio tecido para areas
especificas de lesdo, poderia estar contribuindo para a baixa eficacia terapéutica e a
auséncia de sucesso integral dos estudos realizados até o momento. Alguns estudos
sugerem que o0s mecanismos de recrutamento de CPEs para locais de
neovascularizacdo tumoral ou para sitios de isquemia possuem algumas
caracteristicas comuns com o recrutamento de leucdcitos para sitios de inflamacéo,
ja que moléculas de adesdo, sabidamente envolvidas no rolamento e na adeséo
firme de leucocitos, podem ser reguladores chave para o homing de CPEs
(VAJKOCZY et al., 2003; FOUBERT et al., 2007).

Enquanto o estudo do recrutamento de leucécitos para sitios inflamatérios
encontra-se em um estagio bem avancado, os mecanismos de recrutamento de
células-tronco angiogénicas para locais lesionados ainda sdo bastante
desconhecidos. Durante a inflamacéo, por exemplo, o recrutamento de células
inflamatorias ocorre em vénulas pds-capilares e requer uma sequéncia coordenada

de eventos de adeséo e de sinalizagéo, incluindo rolamento mediado por selectinas,
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ativacdo de integrinas de leucdcitos, mediada por quimiocinas, adesdo firme
mediada por integrinas dos leucdcitos sobre as células endoteliais das vénulas,
diapedese através da camada endotelial e, finalmente, a migracdo pela matriz
extracelular envolvendo processos dependentes de integrinas e de proteases que
degradam a matriz (KUBES & KERFOOT, 2001) (Figura 5).

Rolamento  pump Adesdo firme mmp Transmigragdo

Estimulo Inflamatorio

FIGURA 5: Esquema ilustrativo das etapas do recrutamento de leucdécitos
Etapas do recrutamento de leucécitos durante um processo inflamatério designadas
como rolamento, adesé&o firme ao endotélio e transmigracdo celular. Adaptado de
KUBES & KERFOOT, 2001.

1.4.1 Aimportancia das selectinas

O passo inicial para o recrutamento de leucdcitos envolve seu rolamento
sobre o endotélio mediado predominantemente por moléculas de adesédo de baixa
afinidade denominadas selectinas. A familia de selectinas consiste em trés membros
conhecidos: L-selectina, E-selectina e P-selectina. A L-selectina é constitutivamente
expressa na superficie celular da maioria dos leucécitos, ja a expressdo de E-
selectina € induzida em células endoteliais ativadas por citocinas inflamatérias como,
por exemplo, IL-1 e TNF-a e a P-selectina fica armazenada em granulos no interior
das células endoteliais e de plaquetas e séo rapidamente induzidas por exocitose na

superficie celular apés estimulacéo e ativacdo celular por citocinas inflamatérias. As
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selectinas se ligam a carboidratos sialilados (“sialyl-Lewis-X-like”) ou fucosilados
como, por exemplo, o ligante de P-selectina, PSGL-1 (da expresséo inglesa P-
selectin ligand-1) e o ligante de E-selectina, ESGL-1 (da expressao inglesa E-
selectin-glycoprotein ligand-1) (KANSAS, et al.,, 1996). Além disso, a molécula de
superficie CD44 também ja foi descrita como ligante de selectinas em linfocito T e

neutrofilos em modelo murino de inflamacédo (NACHER et al., 2011).

FIGURA 6: Esquema ilustrativo das interacdes entre selectinas e seus ligantes
em leucocitos e células endoteliais. As células endoteliais expressam E-selectina
e P-selectina. Os leucdcitos expressam a L-selectina, ligante de E-selectina e PSGL-
1. Adaptado de Kansas, 1996.

Estudos tém demonstrado que a interacdo entre PSGL-1 e P-selectina leva a
ativacao de proteinas quinases em diferentes tipos celulares e inicia a ativacdo de
integrinas, moléculas importantes para promover a adesao celular firme ao endotélio
(Cao et al. 2010). Interessantemente, Foubert et al. (2007) demonstraram que a
PSGL-1 participa do recrutamento de CPE para sitios isquémicos e, com isso,
auxiliam na neovascularizacdo em modelo de isquemia de membro posterior.
Corroborando esses dados, recentemente Cao et al., 2010, demonstraram, in vitro,
gue a superexpressao de PSGL-1 melhora as propriedades de adesdo das CPEs

através da ativacdo de Syk e consequente ativacao de integrinas.
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Estudos realizados por Vajkoczy et al., (2003) demonstraram que a E-
selectina, a P-selectina e a PSGL-1 estdo envolvidas na adeséo inicial de CPEs
embrionarias ao endotélio tumoral in vivo, apesar de elas ndo apresentarem o
fendbmeno de rolamento. Além disso, Oh et al. (2007) demonstraram que
camundongos deficientes da expressdao de E-selectina apresentam reduzida
capacidade de revascularizagdo associada a reduzida presenca de CPEs em
musculos isquémicos.

Baseando-se nesses e em outros estudos, Zampetaki (2008) propds que,
apos a lesédo vascular como, por exemplo, em um processo de isquemia vascular, a
monocamada endotelial é ativada e a agregacdo e a ativacdo plaquetaria ocorrem
muito rapidamente. Niveis elevados de VEGF e da quimiocina CXCL12/SDF-1aq,
dentre outras substancias, sdo observados. Neste contexto, ocorre a interacéo
entre selectinas e seus ligantes, além de integrinas e moléculas de adesao celular
que sao expressos nas CPEs e/ou nas células endoteliais ativadas (Figura 7),
culminando com o recrutamento das células angiogénicas para o tecido lesado.
Entretanto, essas provaveis intera¢cdes nunca foram de fato avaliadas in loco e em

tempo real.

A VEGF SDF-1 Integrinas PSGL1

ICAM-1 E-selectina
. P-selectina

-
]

Plaquetas ’ HMGB1

Figura 7: Esquema ilustrativo dos provaveis mecanismos de recrutamento de
células progenitoras endoteliais. Apds a lesdo vascular, a monocamada de
células endoteliais é ativada. Ocorre rapidamente, entdo, a agregacdo plaguetaria

sobre o0 endotélio e essas passam a secretar altos niveis de SDF-1 e elevados niveis
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de VEGF. As células endoteliais ativadas passam a expressar moléculas de adesao
como por exemplo, E-selectina e P-selectina as quais auxiliam no recrutamento

celular. Adaptado de Vajkoczy et al., 2003.

1.4.2 Microscopiaintravital

Apesar da existéncia de técnicas que permitem a visualizacdo de imagens e a
determinacao detalhada dos eventos de migracdo in vivo, como por exemplo, a
microscopia intravital, o padrdo de migracdo de células-tronco para musculos
isquémicos ainda é amplamente desconhecido.

A microscopia intravital, seja ela éptica, de epifluorescéncia ou confocal, é a
técnica mais utilizada atualmente para se examinar as quatro dimensoées (X, y, z e
tempo) de um fendmeno que ocorre in vivo, permitindo o estudo do recrutamento
celular em condi¢cdes realisticas mais proximas possivel daquelas fisiolégicas. Ela
permite, a visualizagdo e mensuragéo de cada passo do recrutamento celular como
rolamento, velocidade de rolamento, ades&o e emigracdo de forma qualitativa e
guantitativa in loco e em tempo real. Considerando-se os estudos na area do
recrutamento leucocitario, por exemplo, varias estruturas, movimentos e
comportamentos ja foram elucidados utilizando-se essa tecnologia (CARA &
KUBES, 2004). Essa técnica é, portanto, uma ferramenta de pesquisa sofisticada
gue permite estudar a microcirculacdo e analisar complexas interacdes biologicas e
mecanismos de recrutamento celular em varias doencas.

Embora a microscopia intravital seja comumente utilizada para o estudo do
recrutamento de leucOcitos para sitios inflamatoérios, nunca foi utilizada para o
estudo do recrutamento de células-tronco angiogénicas para musculos de membros

posteriores isqUémicos.
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2 JUSTIFICATIVA

A Doenca Arterial Periférica (DAP) €& uma doenca crbnica que
progressivamente prejudica a circulacao arterial do membro. Atualmente, existem
véarias formas de tratamento, no entanto, quando estes ndo podem ser realizados
ou sao ineficazes, os pacientes com DAP sdao encaminhados para a amputacao do
membro afetado. Frente a esse quadro, a terapia celular tem sido amplamente
discutida como nova estratégia terapéutica.

Na ultima década, estudos de fase pré-clinica e clinica, utilizando diferentes
tipos de células-tronco angiogénicas, tém sido realizados e, apesar de ainda
modestos, o0s resultados obtidos sdo promissores. Entretanto, ao se investigar a
incorporacéao tecidual das células transplantadas, seja em modelos animais ou em
testes clinicos, apenas uma pequena percentagem dessas células € detectavel nos
tecidos lesionados. Uma possivel explicacdo é que a baixa eficiéncia de migracgéo,
seja da circulacéo para o tecido isquémico seja dentro do proprio tecido para areas
especificas de leséo, poderia estar contribuindo para a baixa eficacia terapéutica e
auséncia de sucesso integral dos estudos realizados até o momento. Portanto, o
conhecimento detalhado dos mecanismos de migracao celular parece ser crucial
para a formulacdo de intervengbes que visem o0 aumento da eficiéncia do
transplante de células-tronco. No entanto, € importante ressaltar que se sabe muito
pouco sobre 0s mecanismos especificos que as células-tronco utilizam para migrar
da circulacao sanguinea para um tecido isquémico.

A microscopia intravital € considerada o padrdo-ouro para a exploragdo da
microcirculacdo in vivo. Essa técnica permite a visualizacdo de vasos e de células
circulantes (hemacias, leucocitos e plaquetas) em animais, entretanto, até o
momento, nunca foi utilizada para avaliar os eventos envolvidos na migracao de
células-tronco para musculos isquémicos.

Dessa maneira, 0 presente estudo tem como meta principal, gerar
conhecimento sobre os mecanismos fisioldgicos de recrutamento in vivo de células

angiogénicas da medula 6ssea para musculos isquémicos, utilizando, para isso, a
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técnica de microscopia intravital. Essa estratégia proporcionara a avaliagdo em
tempo real das interacbes entre as células angiogénicas da medula 6ssea e o
endotélio vascular sob condicbes que preservam a microvasculatura local,
permitindo, assim, um melhor entendimento das etapas que culminam com a

entrada dessas células no masculo isquémico.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Avaliar a participacdo das selectinas nas interacbes entre células
angiogénicas da medula 6ssea e o0 endotélio de musculos isquémicos de membros

inferiores.
3.2 Objetivos especificos

1. Adaptar o método da difusé@o da fluoresceina, desenvolvido por Andrade et al.
(1997), para a caracterizacdo da reducdo do fluxo sanguineo apés a oclusédo
da artéria femoral (OAF) de camundongos e para a documentagcao temporal

da restauracao endogena desse fluxo;

2. Investigar a existéncia de eventos de rolamento e de adesdo de células
circulantes sobre o endotélio de musculos de membros inferiores isquémicos

e determinar o perfil temporal de ocorréncia desses eventos;
3. lIsolar e caracterizar células angiogénicas da medula 6ssea de camundongos;

4. Investigar a ocorréncia de eventos de rolamento, de adesao e de “crawling”
de células isoladas da medula Ossea de camundongos sobre a

microvasculatura de musculos isquémicos;

5. Avaliar a expressdo de ligantes de selectinas em células mononucleares e
células negativas para marcadores de linhagem hematopoiética da medula

0ssea, BM-MNC e BM-Lin’, respectivamente;

6. Avaliar a participacdo das selectinas em mediar interagdes entre BM-MNC ou

BM-Lin transplantadas e o endotélio microvascular de musculos isquémicos;
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7. Avaliar a participagéo de plaguetas em mediar os eventos de rolamento e de
adesdo de BM-MNC ou células BM-Lin" transplantadas, sobre o endotélio

microvascular de musculos isquémicos;

8. Auvaliar o fluxo sanguineo, bem como a angiogénese e a arteriogénese nos
musculos isquémicos apés 7 e/ou 14 dias da OAF nos camundongos tratados
com as células-tronco angiogénicas para analise do efeito terapéutico das
mesmas na presenca ou auséncia de inibicdo de selectinas e/ou de

plaguetas.
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7 CONCLUSAO

=

Os dados apresentados neste trabalho sugerem que:

A adaptacdo do método de difusdo da fluoresceina sédica se mostrou
adequada para a avaliagdo do fluxo sanguineo em musculos de membros
posteriores isquemiados;

A técnica de microscopia intravital evidenciou um aumento nas interacfes
leucdcito-endotélio em musculos de membros inferiores isquemiados;

Células angiogénicas isoladas da medula 6ssea (BM-MNC e BM-Lin") rolam
sobre e aderem ao endotélio de musculos de membros posteriores
isquemiados;

BM-MNC transplantadas apresentam o comportamento de crawling sobre o
endotélio de musculos de membros posteriores isquemiados;

BM-MNCs e BM-Lin" expressam constitutivamente os ligantes de selectinas
PSGL-1, ESGL-1 e CD44;

O bloqueio de selectinas reduz as interacbes de células angiogénicas da
medula O0ssea com o0 endotélio e o efeito terapéutico destas sobre a

restauracdo dos musculos isquémicos;

. Os eventos de rolamento e de adesdo das BM-MNC parecem depender,

principalmente, de P-selectinas;

As plaquetas participam expressivamente dos eventos de rolamento e de
adesdo das BM-MNCs e BM-Lin" ao endotélio de musculos de membros
posteriores isquemiados.

Como conclusédo geral, os resultados sugerem que as interacbes entre

células angiogénicas da medula 6ssea (BM-MNC e BM-Lin) e o endotélio de

musculos isquémicos de membros inferiores e, consequentemente, a migracao

dessas células para o tecido isquémico durante a terapia celular, sdo dependentes,

pelo menos parcialmente, de selectinas e de plaquetas.
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