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LIMITACOES

Houve perda de amostras que inviabilizaram a continuacdo do projeto anterior
que tinha como objetivo a identificacdo de marcadores plasmaticos e sua relagcdo com o
tamanho da escara cicatricial em camundongos ap6s a cirurgia de inducdo de infarto do
miocéardio, portanto houve a necessidade de alteragcfes quanto ao projeto inicial. O
projeto atual tem como objetivo a identificagdo dos niveis de IL-12 na musculatura
esquelética e diafragmatica apds a cirurgia de inducdo do infarto do miocéardio. O
material utilizado no presente projeto foi colhido da tese de doutorado da Orientadora
Prof Dra. Elisa Brosina de Leon e apresenta dados inéditos.
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RESUMO

A inducdo experimental de infarto do miocardio (IM) tem sido o modelo animal de
insuficiéncia cardiaco mais ampla e comumente utilizado em pesquisas experimentais,
visto que a reacdo inflamatdria desencadeada pela lesdo isquémica, leva a liberagdo de
citocinas, podendo ser exemplificada pela interleucina-12 (IL-12). Esta interleucina €
secretada por células dendriticas, macrofagos e linfocitos B. A acdo da IL-12 é
estimular a producédo de interferon-gama (IFN-y) pelos linfocitos T auxiliares — tipo 1
(TH1) e pelas células NKO. 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 deste estudo foi avaliar a concentracdo de IL-
12 no mdasculo esquelético e diafragma em camundongos, com infarto induzido,
associado ou ndo ao uso de G-CSF. Utilizaram-se camundongos fémeas BALB/c, com
4-6 semanas de idade. O experimento foi composto pelos seguintes grupos (n=30):
Grupo controle; Grupo infarto do miocardio (IM); Grupo infarto do miocérdio + G-CSF
(IM+G-CSF). Realizou-se o teste de esforgo fisico apos 2 dias de adaptacdo do animal
com a esteira rolante, através de teste progressivo escalonado até a exaustdo do mesmo.
Apbs 30 dias da inducdo do infarto, realizou-se o exame ecografico e ap0s a eutanasia
prosseguiu-se a coleta das amostras de tecido muscular esquelético periférico
(isquiotibiais) e diafragma. As concentracdes da citocina IL-12 foram quantificadas
através do método Enzyme Linked Immunosorbant Assay (ELISA) e os dados
demonstrados em densidade Optica. Houve aumento significativo no grupo IM da
musculatura esquelética em comparagdo ao grupo controle, e observou-se diminuicdo da
IL-12 no grupo IM+G-CSF quando comparado ao IM. A anélise de IL-12 no diafragma
apontou um aumento também significativo do grupo IM comparado ao grupo controle,
além de demonstrar um aumento da IL-12 12 no grupo IM+G-CSF quando comparado
ao IM. No perimetro de infarto pode-se perceber um aumento significativo no grupo IM
quando relacionado ao IM+GCSF. Na velocidade final verificou-se maior rendimento
no grupo IM quando comparado ao grupo controle e um breve aumento no grupo
IM+G-CSF quando comparado ao grupo IM. Ja na distancia percorrida nota-se um
aumento no grupo IM quando comparado ao controle, porém h& um descréscimo do
rendimento no grupo IM+G-CSF quando comparado ao grupo IM. Sendo assim, ha um
aumento e diminuicdo varidvel em alguns quesitos e com isso se pode sugerir mais
pesquisas e estudos referentes a IL-12 e sua a¢do pds IM.

Palavras chave: Interleucina 12 (IL-12), Infarto do Miocardio (IM), Modelo
Experimental, Diafragma e Musculo Esquelético.



ABSTRACT

The experimental induction of myocardial infarction (MI) has been the animal model of
heart failure and broader commonly used in experimental research, since inflammatory
reaction triggered by ischemic injury leads to the release of cytokines, which can be
exemplified by interleukin-12 (IL-12). This interleukin is secreted by dendritic cells,
macrophages and B lymphocytes The action of IL-12 is to stimulate the production of
interferon-gamma (IFN-y) by T helper lymphocytes - type 1 (TH1) cells and the NKO.
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-12 in skeletal muscle and diaphragm in mice with induced
infarction, with or without the use of G-CSF. We used female mice BALB / ¢ mice, 4-6
weeks of age. The experiment was composed of the following groups (n = 30): control
group; Group myocardial infarction (MI); Group myocardial infarction + G-CSF (G-
CSF + IM). We carried out the exercise stress test after 2 days of adaptation of the
animal to the treadmill by scaled incremental test to exhaustion thereof. 30 days after
induction of myocardial infarction, we performed the ultrasound examination and after
euthanasia continued to collect samples of peripheral skeletal muscle tissue (hamstring)
and diaphragm. The concentrations of IL-12 were quantified by enzyme-linked
immunosorbent assay method (ELISA) and the data shown in optical density. A
significant increase in the IM group skeletal muscle compared to the control group, and
there was a decrease in IL-12 in IM + G-CSF group compared to IM. The analysis of
IL-12 in the diaphragm also pointed to a significant increase in the MI group compared
with the control group, besides showing an increase of IL-12 in 12 IM + G-CSF group
compared to IM. On the perimeter of infarction can notice a significant increase in the
IM group when related to MI + GCSF. In the end there was a higher rate income in IM
group compared to the control group and a brief increase in IM + G-CSF group
compared to the IM group. Already in the distance noticed an increase in the IM group
compared to the control, but there are A decrease of income in IM + G-CSF group
compared to the IM group. Thus, there is an increase and decrease in variable some
questions and it can suggest more research and studies on IL-12 and post your IM
action.

Keywords: Interleukin 12 (IL-12), Myocardial Infarction (Ml), Experimental
Model, Diaphragm and Skeletal Muscle.
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1. Introducdo

No Brasil, as doengas cardiovasculares ainda permanecem como a primeira
causa de mortalidade proporcional, responsaveis por 29% dos 6bitos em 2010. O infarto
do miocérdio (IM) é a segunda causa de morte mais frequente, e no sistema publico de
salde a mortalidade hospitalar dos pacientes internados por IM se mantém
persistentemente elevada: em média, 16,2%, em 2000, 16,1%, em 2005, e 15,3%, em
2010, para as internacdes registradas em todo pais’. O IM é uma isquemia resultante da
falta de aporte sanguineo para as artérias coronarias e que pode acarretar na necrose do
musculo cardiaco. Origina-se por uma complicacdo da doenca aterosclerética cronica’.
Infarto do miocardio, infarto cerebral e aneurisma adrtico sdo as maiores consequéncias
dessa doenca®.

O aumento da cavidade ventricular esquerda em resposta a agressdo, advinda
do infarto, frequentemente vem acompanhada de alteracbes da geometria e queda do
desempenho global da camara, o que se convencionou chamar de remodelacdo (ou
remodelamento). Tal dilatacdo do VE, apds IM, é um importante determinante do
prognéstico, aumentando o risco de insuficiéncia cardiaca e morte stbita* Estudos
realizados em animais com infarto experimental demonstraram que a cavidade
ventricular pode continuar a aumentar com o tempo, em fun¢do, agora, da regido

nioinfartada®
2. Desenvolvimento

Fatores de crescimento hematopoéticos tem sido um foco para o tratamento de
doencas cardiovasculares, visto que o processo inflamatério criado em relagéo a leséo

isquémica desencadeia a liberacdo de citocinas das mais diversas variedades, que



servirdo de sinalizacdo para a proliferacdo e atracdo das células do sistema imune. Estes
fatores de crescimento sdo citocinas que atuam na formacdo e regulacdo de varias
atividades funcionais das células hematopoéticas progenitoras e maduras como
quimiotaxia, degranulacdo, ativacdo e citotoxicidade. Observou-se que algumas
citocinas estariam relacionadas com o remodelamento cardiaco poés-infarto e
mobilizacdo de células precursoras da medula 6ssea para a circulacéo periférica, sendo
que as de maior repercussio sio: 0 G-CSF e o CSF®. O G-CSF é sintetizado por
macréfagos e em pequena escala por mondcitos e fibroblastos. Atua principalmente nas
celulas-tronco da medula 6ssea estimulando sua divisdo e diferenciagdo em
polimorfonucleares, principalmente neutrofilicos: Linfocitos T, macr6fagos e, em
menores quantidades, células endoteliais e fibroblastos produzem G-CSF. Atua em
células percussoras de mondcitos/macréfagos e de granulécitos, estimulando sua

proliferacéo e diferenciaco, promovendo a producdo destas células pela medula 6ssea’.

Uma das estratégias mais utilizadas para o estudo das alteracdes
fisiopatoldgicas decorrentes da oclusdo coronariana € o uso do modelo do infarto
experimental no rato. Entre outros fatores, esse fato é decorréncia da similaridade com
as alteracdes fisiopatoldgicas que ocorrem apés o infarto, em humanos . Refletindo as
disfungdes pos IM, pode-se notar que ndo somente 0 miocardio é afetado como também
diversos tecidos, que sintetizam variadas citocinas e mantém um continuo grau de
inflamacdo, como as células musculares esqueléticas e endoteliais em resposta a
estimulos hemodin&micos, infecciosos, a hipoxia, ao estresse oxidativo e a ativacdo
neuro-humoral, entre outros’. Referente a musculatura esquelética, estudos realizados
em ratos com disfuncdo ventricular p6s IM tém reproduzido que as fibras musculares
esqueléticas do tipo | sdo as mais afetadas, pois desenvolvem algumas caracteristicas

similares as do tipo 11A, além da reducgéo da densidade capilar e diminuicao da atividade
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méxima da enzima citocromo C oxidase™. Assim como o mésculo esquelético na IC, o
muasculo do diafragma também apresenta modificacdes fisioldgicas sob condicdes
isquémicas. Nessas condicdes, a adaptacdo deve-se ao aumento de fibras do tipo 11B,
tipicamente de contracdo rapida, porém com menor capacidade oxidativa. O infarto do
miocardio aumentou o dano oxidativo, bem como diminuiu a atividade das enzimas

antioxidantes no musculo diafragma em um estudo também experimental**.

Tendo em vista que a reacdo inflamatdria desencadeada pela lesdo isquémica
leva a liberacéo de citocinas, um exemplo € a interleucina 12 (IL-12). Esta interleucina é
composta por duas subunidades proteicas com ligacdo dissulfeto designadas p35 e p40,
que sdo codificadas por dois genes diferentes, ela age como um intermediario
importante entre a imunidade inata e adaptativa, ja que € secretada sob estimulacdo de
mondcitos/macréfagos e células dendriticas *2. A IL-12 induz a producdo de interferon-
gama (IFN-y) em células NK, na fase inicial da resposta imune, ¢ também induz a
ativacdo, diferenciagdo, produgdo de IFN-y e expansdo de células Thl antigeno-
especificas. Recentemente, foram descritas outras citocinas, produzidas por macro6fagos
e células dendriticas, que apresentam atividade semelhante a I1L-12. A IL-23, IL-18 e
IL-27 também induzem a producdo de IFN-Y, podendo a IL-18 e a IL-27 atuar em

sinergia com a 1L-12%,

Apoés indmeras pesquisas 0 estudo e avaliagdo da IL-12 em tecidos musculo
esquelético e do diafragma, em modelos experimentais de inducdo do infarto do
miocardio, com ou sem o0 auxilio de G-CSF, mostrou-se raro ou até mesmo impar.
Porém a verificacdo apenas dos niveis de IL-12 em outras patologias foi possivel, como
na deterioragdo da contratilidade do musculo do diafragma num modelo animal
séptico™, ou na inducéo a regressdo completa do carcinoma renal murino metastatico,

com auxilio da mesma®®. Assim como um estudo realizado com base na distrofia
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muscular no golden retrivier, analisando diversos tecidos, indicam a melhora quando
relacionada a diminuigdo da concentracdo de T-CD8 e T-CD4 onde a IL-12 tem um

papel coadjuvante nos mecanismos desse processo inflamatério *°.
3. Meétodos
3.1 Modelo Experimental

O seguinte estudo é uma pesquisa bésica, caracterizada por experimentacdo em
modelo animal de laboratério. Foram utilizados 30 camundongos fémeas Balb/c, com
idade de 4-6 semanas, oriundos do Biotério da Universidade Estadual Paulista de
Botucatu (UNESP). Os animais foram mantidos em gabinetes apropriados para animais
de laboratério (Gabinete para Bioterio/Insigth Ltda.) com controle automatico de luz
(ciclos claros e escuros de 12 horas) e umidade e temperatura (22°C) constante,
alimentados com racdo padrdo e agua ad libidum. Os animais foram primeiramente
anestesiados via inalatoria utilizando anestésico sevoflurano com fluxo continuo de
mistura com oxigénio, intubados e ventilados artificialmente (Rodent Ventilator modelo
683 — Harvard). A técnica utilizada para inducdo do infarto foi o modelo de ligadura da
artéria coronaria esquerda’’. A temperatura do animal foi mantida entre 36,8 e 37 °C
em cama cirurgica aquecida (Cama aquecedora/ Insight Ltda.) durante o processo

cirurgico.

3.2 Administracdo do G-CSF

O G-CSF aplicado ao grupo IM+G-CSF, foi administrado, cinco dias
transcorrido ao procedimento cirdrgico. Os animais foram submetidos a cirurgia de
indugdo do infarto do miocérdio e apds 7 dias de pos-operatorio, foi administrado G-

CSF durante 5 dias (200pg/kg, ip).



12

Os animais foram distribuidos nos seguintes grupos experimentais, como

demonstrado na figura seguinte.

Grupos
Experimentais

Controle Infarto do Miocéardio
(n=10) (IM) (n=10)
IM+G-CSF
(n=10)

Figural: Organograma de apresentacdo dos grupos experimentais.

3.3 Avaliacdo da Capacidade Funcional
O teste de esforco fisico foi realizado apés 2 dias de adaptacdo do animal com
a esteira rolante, através de teste progressivo escalonado até a exaustido do mesmo *2,
com velocidade inicial de 11 m/min., sem inclinacdo, 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 ndo 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.

3.4 Avaliacédo Ecocardiografica
Apbs um periodo de 30 dias, os animais foram anestesiados e ventilados,
conforme descrito anteriormente para o estudo ecocardiografico’®. Para a anélise, foi
realizada a tricotomia da regido anterior do torax e colocacdo dos animais em decubito

dorsal na cama cirdrgica aquecida para o posicionamento apropriado do transdutor no
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hemitorax esquerdo do animal. Foi utilizado o equipamento GE® VIVID 5 (Highland
Park Dr. Bloomfield, USA), com transdutor de 8 MHz. A &rea de infarto foi estimada
pela determinacdo do perimetro interno da regido infartada em relagdo ao perimetro
total do coracdo®. Em cada exame ecocardiografico foi coletado um total de trés
medidas, sendo calculados, posteriormente, a média e o desvio padrdo da média. Foi
mensurado o perimetro total do ventriculo esquerdo e o perimetro de escara cicatricial

nos grupos infartados.

3.5  Dosagem de citocinas

Os camundongos foram eutanasiados por deslocamento cervical, segundo 0s
principios do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).
Conseguintemente, colheu-se coracdo, diafragma e musculo estriado esquelético
isquiotibial bilateral. Dissecaram-se 0s coracgdes, isolando os ventriculos esquerdo e
direito. Os tecidos foram armazenados em tubos criogénicos contendo RPMI em freezer
-80 °C. Os tubos criogénicos contendo os tecidos armazenados em RPMI foram
descongelados a 20°C, os fragmentos de tecido foram transferidos a uma placa de Petri
individualmente e concentrados em uma Unica regido desta, de modo a evitar perda de
amostra. Feito isto, os tecidos foram macerados manualmente, com o émbolo de uma
seringa 0 maximo possivel, até adquirirem o estado maximo de homogeneidade.
Adicionou-se 500uL de RPMI completo (pH=7,2), transferiu-se a amostra para um tubo
falcon (1,5mL) previamente identificado e posteriormente foram centrifugados
(3.500RPM/ 5min). Coletou-se o sobrenadante (400uL) em duas aliquotas, as quais
foram armazenadas em tubo Eppendorf em freezer -80°C até a dosagem das citocinas.
As concentragdes de citocinas foram estabelecidas em pool de dois animais cada. A
citocina inflamatoria analisada foi a interleucina 12 (IL-12), a qual foi quantificada por

meio do método Enzyme Linked Immunosorbat Assay (ELISA) conforme protocolo do
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kit. Utilizou-se leitora de placa ASYS Hitech (GmbH modelo Atlantis 4, Eugendorf,
Austria). Para o procedimento foi utilizado o Kit BD OptEIA (BD Bioscience, Sam

Diego, CA, USA).

3.6  Consideracdes éticas

O estudo que segue foi aprovado pela Comissdo de Etica em Experimentacio
Animal da Universidade Federal do Amazonas (CEEA-UFAM) no protocolo n°
017/2010, em consonancia com os principios de cuidados com animais de laboratério
conforme a lei de n° 6.638 da Republica Federativa do Brasil de 08 de maio de 1979,

que aborda as normas para as praticas didatico-cientifico da vivissec¢do de animais.

3.7 Anélise estatisitca

Os resultados obtidos foram armazenados no programa Excel® 2007 para
Windows7®. Para a anélise dos dados e confeccdo dos graficos foi utilizado o programa
GraphPadPrism® versdo 5. Os resultados numéricos foram expressos como média +
desvio padrdo da média. A comparacdo das médias entre 0s grupos experimentais foi
realizada empregando-se o teste de ANOVA de dois fatores e o teste de Kruskall-
Wallis. As diferencas entre as comparacdes efetuadas foram consideradas
estatisticamente significantes quando a probabilidade estatistica foi menor que 5%

(p<0,05).

4. Resultados e Discussao

Os resultados obtidos foram armazenados no programa Excel® 2007 para
Windows7®. Para a anélise dos dados e confecgdo dos gréficos foi utilizado o programa
GraphPadPrism® versdo 5. Os resultados numéricos foram expressos como média +

desvio padrdo da meédia. A comparacdo das médias entre 0s grupos experimentais foi
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realizada empregando-se o teste de ANOVA de dois fatores e o teste de Kruskall-
Wallis. As diferencas entre as comparacdes efetuadas foram consideradas
estatisticamente significantes quando a probabilidade estatistica foi menor que 5%

(p<0,05).

No perimetro de infarto pode-se perceber um aumento significativo no grupo
IM quando relacionado ao IM+GCSF, ndo havendo grupo controle (IM: 0,33+0,14;

IM+G-CSF: 0,15+0,03; p <0,001; fig.2).

0.4 *
0.3+
0.2+

0.1

Perimetro de infarto (cm)

0.0

=

Controle
IM+G-CSF

Fig.2 Gréfico de barras demonstrando a diminuicdo do perimetro de infarto
quando o G-CSF é utilizado. (IM: 0,33+0,14; IM+G-CSF: 0,15+0,03; p
<0,001).

Na velocidade final verificou-se maior rendimento no grupo IM quando
comparado ao grupo controle e uma estagnacdo no grupo IM+G-CSF quando
comparado ao grupo IM (Controle: 0,66+0,06; IM: 0,69+0,09; IM+G-CSF: 0,55+0,09;
p=0,0041, fig.3). J& na distancia percorrida nota-se um aumento no grupo IM quando
comparado ao controle, porém ha um decréscimo do rendimento no grupo IM+G-CSF
quando comparado ao grupo IM (Controle: 510,3+137,3; IM: 572,9+206,0; IM+G-CSF:

321,1+173,9; p=0,0111, fig.4).
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0.8+ 800

0.6 600

0.4+ 4004

0.2 2004

Velocidade final (cm/s)
Distancia total percorrida (cm)

0.0

Controle
IM
IM+G-CSF
Controle
IM+PBS
IM+G-CSF

Fig.3 Gréafico de barras demonstrando que o Fig.4 Grafico de barras demonstrando o
grupo que se utilizou 0 G-CSF estagnou-se e~ decréscimo no  grupo IM+G-CSF
0s demais ndo tiveram diferencas  comparado aos demais quanto a

significativas entre si. Controle: 0,66+0,06; distancia percorrida Controle:
IM: 0,69+0,09; IM+G-CSF: 0,55+0,09;  510,3+137,3; IM: 572,9+206,0; IM+G-
p=0,0041. CSF: 321,1+173,9; p=0,0111.

Houve aumento significativo no grupo IM da musculatura esquelética em
comparagdo ao grupo controle, e observou-se diminui¢do da interleucina 12 no grupo
IM+G-CSF quando comparado ao IM (Controle: 0,97+0,12; IM: 1,58+0,41; IM+G-
CSF: 1,03+0,36; p=0,03, fig5). A analise de IL-12 no diafragma apontou um aumento
também significativo do grupo IM comparado ao grupo controle, além de demonstrar
um aumento da interleucina 12 no grupo IM+G-CSF quando comparado ao IM

(Controle: 1,63+0,33; IM: 2,10+0,21; IM+G-CSF: 1,67+0,32; p=0,5, fig.6).



Musculo Esquelético

0.6

0.4+

Concentragéo IL -12

0.0

Controle

Fig.5 Gréfico de barras
demonstrando o decréscimo de 1L12
no grupo IM+G-CSF Controle:
0,97+0,12; IM: 1,58+0,41; IM+G-
CSF: 1,03+0,36; p=0,03.

Concentragéo IL -12
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Diafragma
2.5+ *

2.0

1.59

1.04

0.54

0.0

M

Controle
IM+G-CSF

Fig.6 Gréafico de barras demonstrando que a
utilizacdo de G-CSF ndo traz alteracdes sigificativas

Controle: 1,63+0,33; IM:
2,10+0,21; IM+G-CSF: 1,67+0,32;
p=0,5.

A insuficiéncia cardiaca é um mal epidémico neste inicio de século®. As

opcOes terapéuticas atuais propostas, tanto clinicas como cirdrgicas, ttm como principal

objetivo tratar apenas as consequéncias do infarto do miocardio e ndo a causa basica,

que é a perda da célula contrtil, o cardiomidcito. Recentemente, a recuperacdo da

funcdo contratil tem sido evidenciada por meio da terapia celular. Os dois tipos

celulares que estdo sendo mais utilizados sdo os mioblastos esqueléticos e as células da

medula 6ssea®.

A capacidade das células-tronco de medula Ossea de se diferenciarem em

cardiomidcitos tem sido demonstrada principalmente em modelos experimentais de

infarto do miocardio. Embora algum grau de controvérsia exista quanto a plasticidade

dessas células, tais observacGes levaram investigadores a examinarem, em humanos, o

papel dessas células no tratamento do infarto do miocérdio e da insuficiéncia cardiaca®
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A presenca de miocardite persistente e a demonstracdo da producdo aumentada
de citocinas pelo miocardio de pacientes com IC de etiologia chagasica sugerem a
existéncia de um ambiente atrativo para o "homing" e para a fixacdo das células-
tronco®*

No presente estudo utilizamos o G-CSF em conjunto ao grupo IM (IM+CSF),
onde houve uma diminuicdo do perimetro de infarto neste mesmo grupo (Fig.2). Sabe-
se que 0 G-CSF regula a producdo de neutréfilos na medula Gssea e estimula a
proliferacdo, maturacdo e ativacdo dos mesmos, assim como estd em correlagdo com a
mobilizacéo de células progenitoras desde a medula 6ssea até a circulacéo periférica®.
A administracdo de G-CSF tem sido estudada tanto no contexto de isquemia cronica,
quanto no contexto de infarto agudo do miocéardio. Em um estudo inicial se observou
uma taxa inesperada de reincidéncia de estenoses, fazendo com que o estudo fosse

interrompido **

Se compararmos dois estudos e suas respectivas conclusdes, poderemos observar
algumas diferencas. Em um estudo concluiu-se que o grupo tratado com G-CSF traz
uma melhora significativa quanto ao infarto do miocéardio, onde otimiza a funcéo
ventricular e diminui o remodelamento?’, entretanto outrem conclui que esta terapia ndo
tem efeito nenhum sobre a funcdo ventricular e nem sobre o remodelamento. As
principais diferencas metodoldgicas era o tempo da administracdo de G-CSF e a idade
dos pacientes®® No experimento pudemos notar uma diminuicdo da IL12 no musculo
esquelético, quando comparado ao grupo IM e ao grupo controle (Fig. 5). Além dos
efeitos de mobilizacdo das células progenitoras, o G-CSF possui um efeito
neuroprotetor aparentemente multimodal, incluindo-se a atividade anti-apoptoptica em
neurbnios, neo-vascularizagdo, efeito anti-inflamatorio e estimulagdo de neurogénese.

Esses efeitos foram analisados em um estudo de plasticidade sinaptica em
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motoneurdnios alfa medulares de camundongos MDX, onde analisando as fibras
musculares, destes camundongos tratados ou ndo com o G-CSF, os resultados indicam
que o tratamento com G-CSF é capaz de reduzir os efeitos inflamatdrios e atuar
positivamente no processo de regeneracdo nervosa periférica apds esmagamento do
nervo isquiatico®®. Apesar da espera de um resultado satisfatério, houve um aumento da
IL12 no diafragma, no grupo em que se utilizou o G-CSF sempre comparando ao grupo
infartado e controle (Fig. 6). Em um estudo que analisou fibras do masculo diafragma
de 81 ratos Wistar, foi demonstrada reducdo da forca de contracdo da musculatura
estriada e também aumento da producdo de espécies ativas de oxigénio sob condigdes

de hipoxemia®.

Sabe-se que as maratonas, meia-maratonas e corridas de ultradistancia séo
modelos de inflamacéo induzida que estimulam o aumento dos niveis circulantes de
mediadores pré e anti-inflamatorios promovendo a liberacdo, a migracdo e a
diferenciacdo das células-tronco da medula dssea. Esse tipo de exercicio também
aumenta os niveis plasmaticos de citocinas e de marcadores de ativacdo endotelial,
oferecendo uma oportunidade de se avaliar os mecanismos fisiologicos relacionados ao
reparo vascular, antes que um dano tecidual irreversivel tenha ocorrido®. Todos os
grupos foram submetidos ao teste de esforco, onde o grupo IM+G-CSF encontrou-se
estagnado na hora de avaliar a velocidade final (Fig.3) e houve uma diminuicdo quando
avaliado a distancia percorrida (Fig.4) em comparacdo aos outros grupos, mostrando

uma controversia em seu desempenho quando equiparado a melhora da fungéo cardiaca.

Sabe-se que os efeitos benéficos do treinamento fisico aerdbico (TF) estdo em
evidéncia, sendo este considerado uma intervencdo fundamental para a cardiologia
preventiva. Adicionalmente, o tempo para o inicio do TF, ap6s o IM, parece ser uma

variavel importante, no que tange aos beneficios observados®2. Em um estudo realizado
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com ratos Wistar machos infartados ou nao, submetidos a um teste de carga maxima,
demonstrou-se que embora a &rea de infarto do miocérdio e a funcdo sistolica ndo
tenham sido alteradas, o indice de desempenho miocardico e a pressdo arterial sistolica
foram melhorados pelo treinamento fisico resistido no grupo infartado®®, ja em uma
pesquisa realizada com ratos Wistar fémeas ovariectomisadas infartadas ou néo,
submetidas a um treinamento em esteira por 8 semanas, sugeriu que o treinamento
fisico em ratas ovariectomizadas submetidas ao infarto do miocéardio melhora o estado
hemodinamico e o controle reflexo da circulagdo, o que pode ser devido a um aumento

I**. Em um estudo onde o G-CSF foi utilizado houve um indicativo

na componente vaga
de que o tratamento com G-CSF foi incapaz de prevenir um remodelamento cardiaco ou
de melhorar a funcgdo cardiovascular em ratos em um modelo de infarto do miocérdio, a
despeito da comprovada mobilizacdo de células tronco da medula éssea para o sangue
periférico, neste os ratos foram submetidos ao teste de exercicio em esteira e depois
tiveram sua performance cardiaca avaliada por eletro e ecocardiograma,

hemodindmica®. No momento o uso de G-CSF é considerado como terapia em

investigacdo™.
5 Concluséo

Tendo em vista os aspectos observados, o0 G-CSF pareceu controlar e modular
0 aumento do perimetro de infarto em camundongos infartados, indicando beneficios
com seu uso. No entanto o tratamento com G-CSF apresentou o pior rendimento dentre
o0s grupos referente & avaliacdo funcional. Além disso, o tratamento induziu diminuicéo
da concentracdo de I1L-12 no musculo esquelético e no diafragma de camundongos

infartados.
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O presente projeto destaca além de um acréscimo a comunidade cientifica, uma
nitida escassez de estudos sobre a IL-12 nestes determinados tecidos ap6s a inducéo de

infarto, sugerindo mais pesquisas.
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