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Resumo

EFEITOS DO IMPLANTE DE CELULAS MONONUCLEARES DA MEDULA-
OSSEA SOBRE A FUNGAO CARDIACA E O REMODELAMENTO DO
MIOCARDIO REMANESCENTE AO INFARTO EM RATOS

O Infarto do Miocardio (IM) é uma das principais causas de morte subita,
insuficiéncia cardiaca (IC) e perda da qualidade de vida. Como o coragao tem
capacidade limitada de regeneracgao, terapias como o implante de células-tronco
vem sendo desenvolvidas. O objetivo deste trabalho foi estudar o implante de
células mononucleares derivadas da medula-6ssea no IM experimental em ratos,
avaliando seus efeitos sobre o remodelamento miocardico, fungc&o ventricular global
e contratilidade do miocardico remoto ao infarto. Para tanto, utilizou-se injecao
intramiocardica de células da medula-6ssea (BMC) de ratos machos Lewis-inbred,
48 horas apos oclusdo da artéria coronaria interventricular anterior em ratas da
mesma linhagem. Apds seis semanas, foi analisada fungédo cardiaca global in vivo
por ecocardiografia Doppler e avaliagdo hemodinamica, seguida do estudo in vitro
da mecanica contratii do miocardio remanescente representado pelo musculo
papilar isolado. Posteriormente, realizaram-se estudos histopatolégicos dos
processos de fibrose intersticial (coloragdo com picrossirius red), hipertrofia (volume
nuclear do midcito) e densidade capilar (coloragao com acido periédico de Schiff); e
avaliacao por Western blotting de proteinas envolvidas na contragdo no tecido
remoto ao infarto: Ca?*-ATPase do reticulo sarcoplasmatico (SERCA2), fosfolamban
total (PLB) e fosforilado (PLB-Ser'®), trocador Na*/Ca** (NCX), e isoformas a; e oz
da Na'/K'-ATPase (NKA). Os ratos foram distribuidos em infartos moderados (30-
39% do VE = mIM) e grandes (= 40% do VE = IM), tratados (grupos mIM+BMC e
IM+BMC) ou n&o tratados (grupos mIM e IM), e comparados ao grupo sem infarto
nem terapia (SHAM). P < 0,05 foi considerado significante. A mortalidade durante os
procedimentos ou acompanhamento nao foi diferente entre os grupos. A analise por
PCR identificou cromossomo Y de células de macho implantadas em amostras
coletadas de coragdes de fémeas desde dez minutos apds implante até seis

semanas, com intensidade decrescente. Apds seis semanas o tamanho do infarto
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foi discretamente menor em IM+BMC (38 + 1%) que em IM (44 £ 1%), e também em
mIM+BMC (31 £ 1%) comparado aos mIM (34 + 1% do VE). IM+BMC cursou com
menor dilatagdo ventricular (45 + 10%) que IM (86 + 7%) com melhora da fragéo de
encurtamento do VE em 20 + 9% e menor incidéncia de hipertensdo pulmonar,
enquanto mIM e mIM+BMC demonstraram comportamento semelhante. O aumento
na pressao diastdlica final (PDf) somente detectado em IM (16 £ 2 mm Hg) assim
como a depressao da +dP/dtmax (7.727 £ 367 mm Hg/s) foram prevenidos em
IM+BMC (5 + 2 mm Hg e 9.035 + 345 mm Hg/s). Os demais parametros
hemodinamicos analisados sob condi¢des basais ndo foram diferentes do grupo
SHAM. Entretanto, a sobrecarga pressorica subita reduziu sensivelmente o volume
ejetado em mIM (-46 = 4%) e IM (-63 £ 4%), mas apenas discretamente em
mIM+BMC (-12 £ 6%) e IM+BMC (-20 + 3%) semelhante aos -9 + 4% de SHAM. A
correlagao estabelecida entre aumento na pds-carga e geragao de trabalho sistolico
mostrou-se positiva nos SHAM (inclinagdo média de 0,75 £ 0,09) e nos tratados
mIM+BMC (0,74 = 0,12) e IM+BMC (0,52 + 0,05), mas nitidamente negativa nos
grupos infartados sem terapia (mIM: inclinagdo = -0,38 £ 0,05; e IM: -0,97 £ 0,1).
Pelo estudo do musculo papilar, a tenséo desenvolvida (g.mm™) foi deprimida em IM
(2,4 £ 0,2) e mIM (3,8 £ 0,4) em relagdo a mIM+BMC (5,5 + 0,5), IM+BMC (5,6 *
0,4) e SHAM (6,1 £ 0,3). Ademais, os coeficientes de inclinagdo das retas da
relagdo estiramento vs. tensdo desenvolvida (g.mm? / % do comprimento 6timo)
estavam deprimidos nos mIM (0,19 £ 0,01) e IM (0,13 £ 0,02) comparados ao SHAM
(0,29 = 0,02), e normais em mIM+BMC (0,25 + 0,02) e IM+BMC (0,26 + 0,03)
demonstrando integridade do mecanismo de Frank-Starling no musculo
remanescente. Os prejuizos, em mIM e IM, da potenciagdo pods-pausa de de
estimulos, manobra indicadora da integridade da cinética do calcio no miécito, foram
parcialmente prevenidos por BMC. As diminuicdes, identificadas em mIM e IM, da
expressao protéica da SERCA2 (66 £ 7 e 54 + 6% do SHAM), PLB (72 + 4 e 52 +
9%) e PLB-Ser'® (71 + 6 e 35 + 10%) foram atenuadas em mIM+BMC e IM+BMC
(SERCA2: 84 + 11 € 94 + 10%, PLB: 83 + 7 € 89 + 7%, e PLB-Ser'®: 104 + 14 ¢ 90 +
8%). O NCX foi superexpresso em IM (198 + 29 % do SHAM) e normal nos demais
grupos, e enquanto a4-NKA nao foi diferente em nenhum grupo, a depressao na
quantidade de ax-NKA (mIM: 47 + 10 e IM: 35 £ 10%) néao foi significantemente
prevenida com BMC (mIM+BMC: 61 £ 10 e IM+BMC: 63 + 16% do SHAM). A

analise histopatolégica mostrou aumento significante do volume nuclear (um?®) no
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miocardio remodelado de mIM (188 £ 7) e IM (219 + 9) em comparagédo ao SHAM
(129 + 8), e prevencéao parcial de hipertrofia miocardica em miIM+BMC (147 + 8) e
IM+BMC (165 £ 8). Ja o teor de colageno intersticial mostrou-se elevado de forma
significativa somente nos grandes infartos (2,4 + 0,1 % da area analisada), mas
aparentemente normal em IM+BMC (1,9 £ 0,06 %) comparados ao SHAM (1,5 £ 0,1
%). Na zona de transi¢do entre o infarto e o miocardio adjacente, além de BMC
promover aumento da densidade capilar em mIM+BMC (2.805 = 109 vs. mIM: 1.933
+ 183 capilares/mm?) e IM+BMC (2.702 + 81 vs. IM: 1.981 + 115), também houve
aumento na relagdo capilar/cardiomiocito (mIM+BMC: 1,68 £ 0,06 vs. mIM: 1,13 +
0,02; e IM+BMC: 1,50 + 0,06 vs. IM: 1,17 £ 0,04). A densidade capilar no miocardio
remoto ao infarto mostrou-se significantemente diminuida nos infartos sem terapia
(mIM: 2.924 + 120; e IM: 2.454 + 90 capilares/mm?) em relagdo ao SHAM (3.691 +
248), mas praticamente preservada nos tratados (mIM+BMC: 3.379 £+ 103; e
IM+BMC: 3.239 + 129); e também relagao entre capilar/cardiomiécito menor em miM
(1,32 £ 0,05 capilar/cardiomidcito) e IM (1,28 + 0,04) e equivalentes ao SHAM (1,71
+ 0,10) nos grupos mIM+BMC (1,57 + 0,06) e IM+BMC (1,64 + 0,02). Finalmente,
conclui-se que a terapia com BMC restringe a repercussao pos-infarto observada
tanto na funcéo cardiaca global e desempenho ventricular, quanto nos parametros
de remodelamento estrutural do miocardio remanescente relacionados a hipertrofia,
fibrose e vascularizagao. Ademais, reduz as alteragdes moleculares das proteinas
relacionadas a cinética intracelular do calcio preservando, dessa maneira, a fungao
contratii do miocardio remoto ao infarto e implante celular. Parece que estes
beneficios ocorrem em conjunto com a diminui¢ao da extensao relativa do infarto do
miocardio sem, entretanto, manter dependéncia a este fenbmeno, visto que a
maioria dos parametros avaliados foi mais eficiente no grupo IM+BMC do que em IM
e mesmo em mIM. A reunido destes dados permite sugerir que a terapia com
células mononucleares derivadas de medula-6ssea pode agir néo so6 sobre o infarto
e zona de transicdo, mas também na melhora da fungdo do miocardio remoto,
provavelmente por acgdes paracrinas e/ou enddcrinas também mediadoras do

processo de remodelamento tecidual e celular.

Palavras-chave: Infarto do miocardio, Células-tronco/transplante, Funcgao

ventricular, Hemodinamica, Contragdo miocardica, Ratos.
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Abstract

EFFECTS OF BONE MARROW-DERIVED CELL TRANSPLANTATION ON THE
CARDIAC FUNCTION AND REMODELING OF MYOCARDIUM REMNANT TO
INFARTION IN RATS

Myocardium infarction is a major cause of sudden death, heart failure with impaired
quality of life. Since the heart exhibits limited regenerative capability, alternative
interventions as the stem cell therapy have been developed. Our aim was to study
the transplantation of bone marrow-derived mononuclear cells (BMC) in the
myocardial infarction in rats, evaluating its effects on the global cardiac function,
remodeling and contractility of remnant myocardium. The BMC extracted from male
Lewis-inbred rats were intramyocardially injected into the border zone of infarct, 48
hours after coronary occlusion in female rats. After six weeks the in vivo global
cardiac function was analyzed by Doppler echocardiography and hemodynamics,
and the in vitro mechanics of the remnant myocardium by the isolated papillary
muscle study. Thereafter, the following histopathological evaluations were
performed: interstitial fibrosis (picrossirius red staining), hypertrophy (myocyte
nuclear volume) and capillary density (PAS staining); and myocardium content of
calcium handling proteins by Western blotting: sarco-endoplasmic reticulum Ca?*-
ATPase (SERCA2), total (PLB) and serine'® phosphorylated phospholamban (PLB-
Ser'®), sarcolemmal Na*/Ca®* exchanger (NCX), and a1 and o isoforms of Na*/K*-
ATPase (NKA). Rats were distributed in moderate (30-39% of left ventricle = mIM)
and large Ml (= 40% of left ventricle = IM), and treated with BMC (mIM+BMC and
IM+BMC groups) or saline injection (mIM and IM groups), compared to sham-
operated and placebo-treated group (SHAM). P < 0.05 was considered for statistical
significance. Mortality during surgical procedures and follow-up was not different
among the groups. The polymerase chain reaction identified Y chromosome of
implanted male cells in samples collected from female hearts 10 minutes, 2 days, 1
and 6 weeks following therapy, with decreasing intensity. After six weeks, infarct size
was slightly smaller in IM+BMC (38 + 1% of left ventricle) than in IM (44 + 1%), and
also in mIM+BMC (31 £ 1%) compared to mIM (34 £ 1%). IM+BMC exhibited less
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ventricular dilatation (45 + 10%) than IM (86 + 7%) with improved fractional
ventricular shortening by 20 + 9%, while mIM and mIM+BMC were similar. Increased
end-diastolic pressure (PDf) in IM (16 £ 2 mm Hg) and depressed rate of pressure
raise (7,727 £+ 367 mm Hg/s) were totally prevented by BMC (5 + 2 mm Hg e 9,035 +
345 mm Hg/s). Under basal conditions, ejective parameters were not different to
SHAM. Notwithstanding, sudden pressure overload expressively reduced stroke
volume in mIM (-46 + 4%) and IM (-63 £ 4%) but just minimally in mIM+BMC (-12 £
6%) and IM+BMC (-20 + 3%) similar to SHAM (-9 + 4%). Correlations between
afterload stress and stroke work generation were positive in SHAM (mean slope:
0.75 £ 0.09) and treated mIM+BMC (0.74 £ 0.12) and IM+BMC (0.52 + 0.05), but
were negative in infarcted untreated groups (mIM: -0.38 + 0.05; and IM: -0.97 + 0.1).
On the papillary muscles study, developed tension was impaired in IM (2.4 £ 0.2
g.mm?) and mIM (3.8 + 0.4) and preserved in mIM+BMC (5.5 + 0.5) and IM+BMC
(5.6 £ 0.4) compared to SHAM (6.1 £ 0.3). In addition, slope of the length-tension
relation was depressed in mIM (0.19 £ 0.01) and IM (0.13 £ 0.02) in comparison to
SHAM (0.29 + 0.02), and normal in mIM+BMC (0.25 £+ 0.02) and IM+BMC (0.26 +
0.03) showing preservation of Frank-Starling relationship. The impaired post-rest
potentiation in mIM and IM (denoting damaged calcium handling) were partially but
significantly prevented by BMC. The decrement, identified in mIM and IM, on the
protein content of SERCA2 (66 + 7 and 54 + 6% of SHAM), PLB (72 + 4 and 52 +
9%) and PLB-Ser'® (71 + 6 and 35 + 10%), were attenuated in mIM+BMC and
IM+BMC (SERCA2: 84 + 11 and 94 + 10%, PLB: 83 + 7 and 89 + 7%, PLB-Ser'®:
104 £ 14 and 90 = 8%). NCX was over-expressed in IM (198 £ 29 % of SHAM) but
normal in BMC groups, and while a-NKA remained unchanged in all groups,
diminished content of ax-NKA (mIM: 47 + 10 and IM: 35 = 10%) was not prevented
by BMC (mIM+BMC: 61 £ 10 and IM+BMC: 63 + 16% of SHAM). Histological
analysis showed significant increase of nuclear volume (um®) on remodeled
myocardium of mIM (188 + 7) and IM (219 £ 9) in comparison to SHAM (129  8),
but partial prevention of the myocyte hypertrophy in mIM+BMC (147 + 8) and
IM+BMC (165 = 8). Interstitial collagen was significantly increased only in IM (2.4
0.1 % of analyzed area), but apparently normal in IM+BMC (1.9 £ 0.06 %) compared
to SHAM (1.5 + 0.1 %). In the border zone, besides promoting enhanced capillary
density in mIM+BMC (2,805 + 109 vs. mIM: 1,933 + 183 capillaries/mm?) and
IM+BMC (2,702 + 81 vs. IM: 1,981 = 115), cell therapy also increased
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capillaries/myocyte ratio (mIM+BMC: 1.68 £ 0.06 vs. mIM: 1.13 £ 0.02; and
IM+BMC: 1.50 £ 0.06 vs. IM: 1.17 £ 0.04). In the remodeled myocardium remote to
infarct, capillary density was decreased on infarcted untreated groups (mIM: 2,924 +
120; and IM: 2,454 + 90 capillaries/mmz) in relation to SHAM (3,691 £+ 248), but
almost totally preserved in mIM+BMC (3,379 £ 103) and IM+BMC (3,239 + 129);
capillaries/myocyte ratio was smaller in mIM (1.32 + 0.05 capillaries/myocyte) and IM
(1.28 = 0.04), but equivalent to SHAM (1.71 £ 0.10) in mIM+BMC (1.57 £+ 0.06) and
IM+BMC (1.64 + 0.02). Thus, the data demonstrates that BMC restrained the post-
infarction repercussions concerning global cardiac function and ventricular
performance, as well as the structural remodeling in remnant myocardium related to
hypertrophy, fibrosis and microvasculature. Furthermore, this therapy reduced the
calcium-handling protein changes, thus preserving the contractile behavior of
myocardium remote to infarct and cell injection sites. The obtained results suggests
that the bone marrow-derived mononuclear cell therapy may act beyond the infarct
and border zones, also improving the function of remote tissue, modulating interstitial

and cellular remodeling probably throughout paracrine and/or endocrine pathways.

Key-words: Myocardial Infarction, Stem cell/transplantation, Ventricular function,

Myocardial contraction, Rats.
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1. INTRODUGAO

1.1. Infarto do miocardio

A doencga cardiaca isquémica corresponde a maior parte das mortes por
causas cardiovasculares atualmente no Brasil (Ministério da Saude, 2008). E
sabidamente uma doenga complexa e multifatorial, que leva a insuficiéncia cardiaca
congestiva, bem como perda da qualidade de vida. Por isso, o infarto do miocardio
(IM) e a insuficiéncia cardiaca (IC) tém sido considerados como patologias de
significantes implicagdes sociais (Kannel, 2000; Lee et al., 2004), sendo alvo
constante de investigacbes para melhor conhecimento da fisiopatologia e para o
desenvolvimento de estratégias terapéuticas mais eficazes.

Apesar dos avangos consideraveis tanto no diagndstico e prevengéo, quanto
no tratamento da doenca cardiaca isquémica, a disfuncdo contrati e IC
consequentes ao infarto continuam sendo problemas de saude em nivel mundial e
com grande 6nus econémico principalmente porque, com o envelhecimento gradual
da populacdo, vém atingindo atualmente a faixa etaria economicamente produtiva
(Kannel, 2000; Lee et al., 2004). Com o objetivo de restabelecer o fluxo sanguineo
para regidao miocardica acometida pela isquemia, o tratamento do infarto agudo do
miocardio é basicamente suportado pela desobstrugcdo coronariana (farmacologica
ou cirurgica) ou composicdo de anastomoses arteriais. Todavia, em uma parcela
consideravel dos casos, essas técnicas podem apresentar menor grau de eficiéncia,
cursando muitas vezes com reestenoses e outras complicagdes (Abbate et al.,
2007).

INTRODUCAO
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1.2. Fisiopatologia

O IM é uma injuria irreversivel resultante de isquemia prolongada,
consequente a oclusao total ou parcial de uma ou mais artérias coronarias. A
interrupcdo do fluxo sanguineo para o tecido cardiaco da inicio a uma série de
eventos que culminam na morte dos cardiomiécitos que, gradualmente, sé&o
substituidos por fibrose de reparagao (Fishbein et al., 1978; Pfeffer et al., 1979).
Com a perda de miocardio contratil, se inicia um ciclo vicioso de sobrecarga no
ventriculo esquerdo (VE) com deterioracdo da fungdo de bomba e consequente
progressao para IC (Francis et al., 2001). A oclusdo cirurgica da artéria coronaria
em animais de experimentacdo como o rato € um modelo bastante util e muito
freqiente em estudos de fisiopatologia e terapéutica, pois sua evolugao para IC se
assemelha em muitos aspectos a do infarto observado no homem (Fishbein et al.,
1978; Hasenfuss, 1998; Francis et al., 2001). Ademais, os ratos apresentam a
vantagem de nao apresentarem numerosa circulagao colateral, o que permite a
ocorréncia de amplos infartos transmurais pela oclusdo de um ramo coronario
epicardico (Johns & Olson, 1954; Spadaro et al., 1980).

Devido a necrose isquémica, na fase aguda do IM, tanto no homem quanto
no animal de experimentagdo, ocorre uma resposta inflamatéria aguda com
infiltracdo leucocitaria, fagocitose das células necroticas e reabsor¢cdao dos
componentes celulares e da matriz extracelular comprometida, configurando o inicio
do processo de reparagao tecidual (Frangogiannis et al., 2002). A partir desse
periodo, incide a deposicdo dos componentes da nova matriz extracelular,
principalmente o colageno, no tecido infartado e na zona de transi¢ao para o tecido
viavel culminando na formagao da cicatriz do infarto (Anversa et al., 1993; Sun et al.,
2000).

Com a sobrecarga do tecido remanescente, o processo inflamatério crénico,
e a participacdo de fatores neuro-humorais presentes no poés-IM, da-se inicio ao
remodelamento cardiaco. Este € definido como o conjunto de modificacbes génicas,
moleculares, celulares e intersticiais que ocorrem nos tecidos cardiacos e podem se
expressar clinicamente por alteragdes do tamanho, forma e funcéo deste érgéo
(Mittmann et al., 1998; Swynghedauw, 1999). No que se refere ao remodelamento
do miocardico sobrevivente, ocorrem alteragdes na estrutura, forma e fungao dos
cardiomiocitos (hipertrofia e depressdo da contragdo e do relaxamento), da matriz

extracelular (fibrose intersticial e perivascular) e dos vasos sanguineos (redugéo da
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capilaridade, hipertrofia da musculatura lisa, disfungdo vascular). Essas alteragdes,
embora sejam algumas vezes consideradas como mecanismos compensatorios, na
sua progressao tornam-se substrato da disfungao ventricular, dos sintomas de IC e
das mortes relacionadas a essa doenga (Mittmann et al., 1998; Swynghedauw,
1999).

1.3. Terapia celular

Inumeras abordagens terapéuticas foram desenvolvidas para modular ou
interferir nas diversas fases e aspectos que envolvem o remodelamento e disfuncéo
ventricular, com sucessos consideraveis na melhora da fung¢ao cardiaca, redugao
dos sintomas, melhora da qualidade de vida e aumento da sobrevida. Entretanto,
por ndo existirem medicamentos ou procedimentos capazes de reparar ou substituir
a cicatriz fibrética por tecido contratil, esforcos vém ocorrendo nos ultimos anos para
se determinar tratamentos que atuem no campo da reparacdo e regeneragao
cardiacas.

Desde a década de 90 estdo sendo apontadas novas estratégias em nivel
celular e génico para o reparo tecidual do coragdao acometido (Chien, 1993; Dzau et
al., 1993; Li et al., 1998). No presente trabalho tomaremos como objeto de estudo e
discussao, a terapia celular.

Estudos demonstraram a existéncia de células no proprio coracdo capazes
de se dividir e regenerar o tecido miocardio (Beltrami et al., 2003; Urbanek et al.,
2005; Anversa et al., 2006), e também mobilizagdo de células progenitoras a partir
da medula-6ssea para corrente sanguinea e para o local de reparagao tecidual apés
injuria (Orlic et al., 2001b; Fukuda & Fujita, 2005; Fukuhara et al., 2005). Todavia,
nenhum desses eventos, isoladamente, parece ser eficiente em recuperar o tecido
perdido e a funcdo cardiaca, sem que se utilize alguma intervencédo coadjuvante.
Ainda sdo necessarios maiores avangos no conhecimento destes processos para
melhor determinar suas utilidades. Dessa maneira, devido a limitada capacidade
auto-regenerativa do coragao, e ao transplante cardiaco ser uma opgéao terapéutica
somente indicada em fases avangadas, um método alternativo como o do implante
de células progenitoras ou células-tronco surgiu como novo e importante alvo de
estudos no fim da década de 90 e inicio dos anos 2000 (Leor et al., 1997; Taylor et
al., 1998; Orlic et al., 2001a; Reffelmann & Kloner, 2003). Tanto que existem

registros de terapia celular em estudos experimentais e clinicos envolvendo diversas
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doengas cardiacas além do infarto agudo do miocardio, como a cardiopatia
chagasica (Soares et al., 2004; Vilas-Boas et al., 2004), cardiopatia diabética
(Nagaya et al., 2005; Zhang et al., 2008a), e cardiopatias induzidas por antraciclinas
(Agbulut et al., 2003) ou por isoproterenol (Li et al., 2008; Zhang et al., 2008b).

Nesse aspecto, o0 uso de varios tipos de células ndo cardiacas para implante
no miocardio danificado tem sido foco de pesquisas com variadas, mas néao
excludentes, finalidades terapéuticas: limitar a isquemia e necrose, repovoar o
tecido perdido, aumentar a vascularizagdo, diminuir o processo inflamatério, a
apoptose e a fibrose no infarto e na zona de transicao, e finalmente preservar ou
restaurar a fungao cardiaca (Reffelmann & Kloner, 2003; Segers & Lee, 2008).

Os primeiros resultados positivos em testes experimentais com células
precursoras de musculo (Marelli et al., 1992; Murry et al., 1996; Taylor et al., 1998) e
posteriormente com células derivadas de medula-6ssea (Orlic et al., 2001a),
estimularam a composi¢cao de ensaios clinicos com transplante autdlogo de células
no IM (Assmus et al., 2002; Strauer et al., 2002; Herreros et al., 2003; Menasché et
al., 2003). A partir de dados sugestivos de seguranca e de relativo beneficio desta
nova terapia, grandes estudos clinicos vém sendo realizados ao longo dos ultimos
anos (Wollert & Drexler, 2006; Charwat et al., 2008; Wollert, 2008). Assim com nos
estudos experimentais, a analise sistematica dos resultados obtidos nesses diversos
estudos clinicos indica que sao variados, e até controversos em alguns pontos, na
dependéncia do tipo ou subpopulagcdo de célula utilizada, da etiologia da
cardiopatia, do momento na histéria natural que a doenca foi abordada, assim como
0 mecanismo postulado pelo qual essa terapia se mostra benéfica. O que parece
ocorrer € que, assim como proposto em revisdes criticas sobre o assunto, a
transicdo entre os resultados experimentais e a utilizacdo em testes clinicos foi
provavelmente inadequada e os mecanismos exatos e as potenciais complicacdes
ainda permanecem sob investigagdo, ocorrendo um desacordo entre 0 que se
estuda experimentalmente e se utiliza na pesquisa clinica (Chien, 2006; Murry et al.,
2006; Rosenzweig, 2006).

A terapia celular envolve principalmente a célula-tronco, uma célula
indiferenciada, capaz de se auto-reaplicar e originar células dos diversos tecidos do
individuo adulto. As células-tronco podem estar presentes no embrido e nos tecidos
adultos, como por exemplo, na medula-6ssea (MO). O aspirado de MO, uma das

fontes mais utilizadas em pesquisas experimentais e clinicas, contém basicamente
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dois tipos de células precursoras: as células da linhagem hematopoiética (células-
tronco hematopoiéticas), e as células do estroma (células-tronco mesenquimais), e
tem a capacidade de se diferenciar em varios tipos ndo sanguineos, como musculo,
cartilagem, osso, gordura e neurbnios (Jiang et al., 2002; Segers & Lee, 2008).
Tanto em conjunto, quanto a selegdo dos tipos ou subpopulagdes delas tém
demonstrado beneficios como terapia no IM, com particulares referéncias aos
mecanismos de agao propostos (Wollert & Drexler, 2006; Segers & Lee, 2008).

Com o transplante autdlogo das células-tronco de MO, além do potencial
regenerativo, esse procedimento ultrapassa problemas de rejeicdo imunoldgica.
Além destes pontos, postula-se também que as células de MO possuam capacidade
de produzir e secretar fatores que auxiliariam no recrutamento de novas células-
tronco do proprio individuo, e/ou ainda, fatores que influenciariam positivamente no
microambiente onde se fixaram (Chien, 2006; Murry et al., 2006; Ebelt et al., 2007,
Novotny et al., 2008). Os estudos clinicos, em sua maioria, utilizaram a fragao
mononuclear do extrato da MO, que pode ser separado e implantado em poucas
horas, sem necessidade de passagens em cultura celular, embora existam autores
que testaram populagdes selecionadas dessas células (Segers & Lee, 2008; Wollert,
2008).

1.4. Objeto de estudo, problematizagao e formulagao da hipétese

Independente do uso, isoladamente ou em conjunto, de células-tronco
hematopoiéticas ou mesenquimais derivadas da medula-6ssea, os beneficios dessa
terapia no coragao infartado obtidos nos estudos experimentais abrangem varios
parametros funcionais. Sdo demonstrados resultados de melhora da fungao
cardiaca tanto in vivo, por ecocardiografia (Nagaya et al., 2004; Olivares et al., 2004;
Tang et al., 2004; Zhang et al., 2004a; Zhang et al., 2004b; Limbourg et al., 2005;
Tang et al., 2005; Guo et al., 2007; Hou et al., 2007; Hu et al., 2007; Frantz et al.,
2008; Liu et al., 2008; Yokokura et al., 2008) e hemodinamica (Orlic et al., 2001a;
Nagaya et al., 2004; Xu et al., 2005; Berry et al., 2006; Tang et al., 2006; Boomsma
et al., 2007; Guo et al., 2007; Burchfield et al., 2008), quanto in vitro por preparagdes
em coracgao isolado (Tomita et al., 1999; Mangi et al., 2003). Todavia, pouco se sabe
acerca das repercussodes desta terapia sobre o miocardio remanescente a area de
infarto, e a relagdo entre sua influéncia sobre o infarto e o processo de

remodelamento que se segue.
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O estudo do miocardio remanescente ao infarto € de suma importancia ao
entendimento dos processos de remodelamento e disfungao cardiaca. Assim como
no homem, o remodelamento ocorrido no miocardio remanescente ao IM em ratos
implica em disfuncdo contratii que consequentemente exacerba a disfuncéo
ventricular e a IC, renovando o ciclo vicioso desta cardiopatia (Francis et al., 2001).

Ao se estudar a relagcdo entre a disfungao cardiaca e o infarto em ratos,
parece consenso que apos o primeiro més seguinte a oclusdo coronariana, seja
detectada disfung&o cardiaca com sinais de IC (Litwin et al., 1991; Cheung et al.,
1994; Anand et al., 1997; Liu et al., 1997; Gosselin et al., 1998; Gupta et al., 2000;
Wasserstrom et al., 2000; Francis et al., 2001; Kanashiro et al., 2006; Peron et al.,
2006; Sallinen et al., 2007). Embora haja dados discordantes (Cheung et al., 1994;
Anand et al., 1997; Gupta et al., 2000; Peron et al., 2006), o remodelamento
cardiaco nesta fase também ja promoveu disfungdo contrati do miocardio
remanescente (Litwin et al., 1991; Litwin & Morgan, 1992; Cheung et al., 1994;
Novaes et al., 1996; Qi & Rouleau, 1996; Zhang et al., 1996; Wagner et al., 1997,
Gosselin et al., 1998; Holt et al., 1998; Mill et al., 1998; Thai et al., 1999; Zhang et
al., 1999; Min et al., 2001; Wislgff et al., 2002). Essas altera¢gdes de contratilidade
sdo consequéncias, principalmente, de defeitos na eletrofisiologia do cardiomidcito,
nos miofilamentos contrateis e no acoplamento excitagao-contragéao (Mittmann et al.,
1998; Swynghedauw, 1999; dos Santos & Tucci, 2007).

Dessa forma, visto que as BMC sao capazes de interferir no processo de
reparagao no local de implantagdo, os dados ja existentes relevam a necessidade
se avaliar suas influéncias também sobre o miocardio remoto ao IM. Frente a
hipétese de que a terapia celular poderia interferir positivamente sobre o processo
de remodelamento deste tecido remanescente e, dessa maneira, contribuindo com a
preservacdo da funcido cardiaca, este trabalho consistiu da analise dos efeitos do
implante de BMC sobre o IM em ratos e sobre o desempenho ventricular global, em
associacao com dados que informassem sobre a estrutura e a fungao contratil do
miocardio ndo acometido pelo insulto isquémico e n&do envolvido diretamente na
injecdo das células. Estes aspectos compuseram os objetivos da tese, que sao

detalhados a seguir.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Avaliar os efeitos da injegao de células mononucleares derivadas da medula-
0ssea, 48 horas apés infarto do miocardio em ratos, sobre a progressao do infarto e
funcao cardiaca global, e sua relagcdo com o remodelamento estrutural, funcional e

molecular do miocardio remanescente.

2.2. Objetivos especificos

Avaliar a eficiéncia do procedimento de implante e fixacdo celular, pela
evidéncia de células implantadas no coragcdo hospedeiro em tempos diferentes apos
cirurgia;

Avaliar os efeitos do implante de BMC sobre o tamanho do infarto e
progressao das alteracbes morfolégicas cardiacas, avaliados pela ecocardiografia
Doppler;

Avaliar os efeitos do implante de BMC sobre a fungéo cardiaca global e os
sinais de IC, bem como o desempenho ventricular durante estresse subito da pés-
carga;

Avaliar in vitro a fungao contratil do miocardio remoto ao infarto e distante da
injecéo de BMC;

Avaliar os efeitos do implante de BMC sobre a expressdao de proteinas
envolvidas na cinética do calcio no miocardio remanescente;

Avaliar os efeitos do implante de BMC sobre a evolug&o histopatoldgica do
remodelamento miocardico remanescente ao infarto, pelo estudo da hipertrofia

miocitica, fibrose intersticial e densidade capilar.

OBJETIVOS



19

3. MATERIAL E METODOS



20

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

Foram utilizados ratos Lewis-inbred machos e fémeas, jovens (entre 8 e 12
semanas), pesando entre 160 e 220 gramas, livres de patologia (com certificado de
saude animal), provenientes do Centro Multidisciplinar para Investigacdo Bioldgica
(CEMIB — UNICAMP, Campinas, SP). Todos os animais foram mantidos em caixas
com agua e ragao ad libitum, em ambiente com temperatura controlada (22 + 1°C) e
ciclo claro/escuro de 12 horas. A serragem das caixas foi trocada a cada 48 horas e
verificadas as condigdes dos animais, da agua e da racédo. Todos os animais foram
obtidos da mesma colbnia isogénica para diminuir a ocorréncia de imunorrejeicao ou
reacao enxerto/hospedeiro contra as células implantadas.

Todos os procedimentos foram realizados no Laboratério de Fisiologia e
Fisiopatologia Cardiaca da Universidade Federal de Sao Paulo (UNIFESP-EPM).
Excecdes sdao dadas ao procedimento obtencdo das células de medula-6ssea,
deteccdo das células implantadas, e o exame histoldgico, realizados no Laboratorio
de Genética e Cardiologia Molecular no Instituto do Coracéao (Incor-HC/FMUSP); e a
analise por western blotting das proteinas envolvidas na cinética do calcio no
cardiomiocito, realizada no Laboratorio de Fisiologia Vascular na Universidade de
Sé&o Paulo (ICB-USP). Todos os procedimentos foram realizados de acordo com o
Guide for the Care and Use of Laboratory Animals (NIH, Pub 85-23, revisado em
1985), e os projetos que configuraram este trabalho foram submetidos e aprovados
pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Sdo Paulo/Hospital
Sao Paulo sob os numeros CEP-1468/05 e CEP-0569/06.

MATERIAL E METODOS
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3.2. Produgao do infarto do miocardio

O método de produgéo do IM baseou-se no trabalho de Johns & Olson (1954)
com pequenas adaptagdes. Esta técnica ja vem sendo rotineiramente aplicada a
ratos no laboratoério. Os animais foram anestesiados com mistura de cetamina (50
mg/kg, Dopalen®, Vetbrands, Jacarei, SP, BRA) e xilazina (10 mg/kg, Anasedan®,
Vetbrands, Jacarei, SP, BRA), entubados e ventilados com pressdo positiva em
ventilador para roedores (Rodent ventilator Mod 683, Harvard Apparatus, Holliston,
MA, USA). Apos tricotomia do hemitorax esquerdo, era realizada toracotomia lateral
no local onde o coragdo causava impacto a palpacdo. Com o animal na posicéao
supina, foi feita incisdo de 2 cm na pele e divulsdo dos musculos peitorais e
intercostais. Apds divulsdo da musculatura intercostal, afastamento das costelas e
pericardiotomia, o coracdo foi exposto para visualizagdo da artéria coronaria
interventricular anterior. Para a produgédo do IM, a artéria coronaria foi ligada a,
aproximadamente, 3 milimetros da origem na aorta, por meio de fio de sutura
prolene 6-0. Apés uma hiperinsuflagdo pulmonar provocada, o térax foi fechado por
sutura em bolsa previamente preparada em torno das bordas da incisdo. A seguir,
os animais foram mantidos em ventilagao artificial enriquecida com oxigénio até que
ocorressem movimentos ventilatorios espontaneos. Os animais foram colocados em
caixas e mantidos aquecidos durante o periodo pos-operatorio, até que se
recuperassem completamente da anestesia.

Apos término da cirurgia de indugéo do infarto ou cirurgia ficticia, os animais
foram identificados provisoriamente com algarismos arabicos até a avaliagao
ecocardiografica realizada apds 48 horas da cirurgia. A partir da anestesia feita para
esta avaliagcao ecocardiografica (mistura de cetamina 50 mg/kg e xilazina 10 mg/kg,
i.p.), todos os animais sobreviventes foram identificados por sequéncias de 7 digitos
(letras e numeros), contidas em microchipes de 2 x 11 mm (ID 100A Micro
Transponder Trovan®) implantados subcutaneamente na regiao interescapular para
o estudo cego nas avaliagdes posteriores. A identificacdo dos codigos fez-se por um
leitor (LID 571 pocket reader, Trovan Eletronic ldentification Systems Ltd, UK).
Foram excluidos os animais que tiveram infarto menor que 30% do VE ao primeiro
ECO, enquanto os incluidos no estudo foram categorizados em IM moderados (30 a
39% = mIM) e grandes (40% ou maiores = IM) para posteriores interpretacdes. O
grupo controle foi composto por animais submetidos a cirurgia ficticia da ocluséo

coronariana, sendo denominado grupo SHAM.
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3.4. Manipulagao das células de medula-6ssea
3.3.1. Isolamento das células

As células mononucleares foram obtidas e purificadas a partir da coleta da
MO dos fémures e tibias de ratos machos doadores. Todo o procedimento seguinte
foi realizado em meio estéril por fluxo laminar (Holten HBB 2436, Denmark). Os
animais foram sacrificados apds anestesia com tiopental sédico 60mg/kg (thiopentax
®, Cristalia, SP, BRA) e apos tricotomia dos membros inferiores, foi realizada uma
incisdo para a visualizag&o da articulagdo coxofemoral. Apos seccdo dos ligamentos
e divulsdo e retirada do tecido muscular adjacente, os fémures e as tibias foram
dissecados cuidadosamente, separados e acondicionados em PBS (phosphate-
buffered saline) acrescido de penicilina G (100 U/ml) e estreptomicina (100 ug/ml). A
extragdo da MO foi feita sob condigbes estéreis, pela lavagem das diafises com
meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle’s Médium (DMEM) com seringa e agulha.
Apds sucessivas lavagens e homogeneizagdo do meio contendo o extrato da MO, a
purificacdo da fracdo mononuclear foi feita pela centrifugacdo da amostra em
gradiente de Ficoll (Ficoll-Paque PLUS, GE Healthcare Amersham Biosciences,
Sweden) composto de 3 ml de ficoll para cada 10 ml de meio de cultura com células.
O material foi centrifugado por 25 minutos a 2.000 rpm (£ 23° C), seguido de duas
lavagens em PBS, nova centrifugagédo por 5 minutos a 1.000 rpm, e ressuspensao
em solucdo salina (NaCl 0,9%) estéril. Para andlise da viabilidade foi utilizado
corante Trypan Blue 0,4% (Sigma, St. Louis, MO, USA) e a contagem das células

mononucleares foi realizada por avaliagcdo microscépica em camara de Neubauer.

3.3.2. Procedimento de implante.

Foram injetadas cerca 6 x 10° células de medula-6ssea diluidas em 100 pl de
solugédo salina estéril (0,9% NaCl) por animal, sendo divididas em trés injegdes
intramiocardicas na regido peri-infarto, sob anestesia (cetamina + xilazina) e apds
toracotomia com exposicdo do coracado infartado. O implantacdo das células foi
realizado na fase aguda de evolugdo do infarto (apds 48 horas) e apos primeira
avaliacdo ecocardiografica, quando foram injetados, de forma randémica, 100ul de
solugdo contendo BMC (grupos mIM+BMC e IM+BMC) ou 0 mesmo volume de
solucéo salina sem células (grupos mIM e IM). O grupo SHAM recebeu o0 mesmo

volume de solucdo salina sem células.

MATERIAL E METODOS



23

3.3.3. Detecgao das células mononucleares implantadas

De forma proposital, foram utilizadas células de medula-6ssea provenientes
exclusivamente de ratos machos, implantadas em coracgdes infartados de fémeas.
Para comprovar a eficiéncia do procedimento de injec&o intramiocardica, a presenga
das células transplantadas foi pesquisada em uma pequena amostra (n = 3) de
coragdes provindos de animais do grupo IM+BMC, sacrificados 10 minutos apds o
transplante. Para acompanhamento temporal da presenga de células transplantadas
durante o periodo de analise, amostras foram coletadas com 1, 2 e 5 dias, e apds 1
e 6 semanas de transplante celular. Esta analise foi realizada por polymerase chain
reaction (PCR) convencional para a deteccdo do gene Sry (sex-determining region
Y), que esta localizado especificamente no cromossomo Y das células implantadas.

Na preparacdo das amostras, os coragdes foram retirados, rapidamente
congelados e mantidos a —80 °C. Para obtengao do DNA, o tecido cardiaco triturado
ventriculo esquerdo foi digerido em tampé&o litico (100 mM Tris-HCI; pH 8,5; 5 mM
Na;EDTA; 0.2% SDS; 200 mM NaCl) contendo proteinase K (0,25 mg/ml) a 60°C
por 20 horas. Apos a digestdo, a amostra foi incubada em fenol e cloroférmio para
separar os acidos nucléicos das proteinas e o DNA contido na fase aquosa foi
precipitado com etanol (100%) a —20 °C. Apds centrifugacéo a 4.500 rpm por 15
minutos, o DNA precipitado foi lavado em etanol (70%), seco em ar livre e
solubilizado em agua. Para se determinar a concentragdo de DNA, a amostra era
diluida 100 vezes e a absorbancia lida em 260 a 280 nm.

Para a reacdo de PCR convencional, foram utilizados primers desenhados de
acordo com a sequéncia parcial do gene Sry localizado no cromossomo Y de rato
(An et al., 1997; Muller-Ehmsen et al., 2002). O primer anverso (antisense) foi: 5'-
AGT GTT CAG CCC TAC AGC CTG AGG AC-3’ e o reverso (sense): 5-GCT GCA
ATG GGA CAA CAA CCT ACA CAC-3’. A mistura de reacao foi composta de 1 ul de
DNA, os dois primers (1 uM de cada), dinucleotideos-trifosfatos (200 uM) (dATP,
dCTP, dGTP, e dUTP), 4,5 ul de tampéo para PCR, 16,124 pl de H20 millig, 1,25 pl
de DMSO e Taq DNA polymerase (0,0125 pl) em um volume final de 100 pl. Para
saber o Tm ideal realizamos um ensaio de gradiente de temperatura (45 °C — 64,6
°C) com a amostra de DNA, com e sem DMSO. A partir desse ensaio, a temperatura
escolhida foi de 63,4 °C com DMSO. Com a utilizagdo de um termociclador de DNA
foram realizados 35 ciclos de amplificagdo com cada ciclo consistindo de passos de

desnaturacdo a 94 °C por 60 segundos, anelamento a 63,4 °C e extensédo a 72 °C
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por 60 segundos. Os produtos da reagao foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose (2%) e identificados de acordo com o peso molecular. Dessa forma, a
deteccao de bandas de DNA do gene Sry confirmava a presenga de células

provindas de individuos machos (doadores).

3.5. Eletrocardiograma

O eletrocardiograma foi obtido segundo técnica ja padronizada no laboratério,
com os animais anestesiados com a mesma mistura de cetamina + xilazina. A
avaliacdo eletrocardiografica era feita 48 horas apds producdo do infarto,
imediatamente antes do exame ecocardiografico. As seguintes derivagées foram
registradas, com padrao correspondente a 1 mV equivalendo a 20 milimetros de
altura (2N) e velocidade de registro de 50 mm/s: D1, D2, D3, aVR, aVL, aVF e as
precordiais: VA e VM. VA correspondendo ao ponto médio entre o manubrio
esternal e o apéndice xiféide e VM, a mesma altura de VA, na linha axilar média. O
eletrocardiograma foi realizado para se identificar a existéncia ou inexisténcia de
infarto do miocardio, segundo dados divulgados pelo laboratério (Bonilha et al.,
2005) como capazes de caracterizar a existéncia do infarto: presenga de onda Q em
D1 e desvio do AQRS além de +90°. Terminada a avaliagdo eletrocardiografica, os
animais foram imediatamente encaminhados para a realizagdo do ECO pré-

transplante, evitando-se nova indugao anestésica.

3.6. Estudo morfo-funcional por ecocardiografia Doppler

A ecocardiografia Doppler (ECO) foi realizada na fase aguda apds as 48
horas de indugédo do IM (e imediatamente antes do transplante), e ao fim das seis
semanas seguintes de evolugéo (pds-transplante). Apds anestesia e tricotomia da
face anterior do térax, os animais eram posicionados em decubito lateral esquerdo e
trés eletrodos foram colocados nas patas para obtencdo do tracado
eletrocardiografico simultaneo a imagem ecocardiografica. O exame foi realizado
segundo técnica também ja consolidada em nosso laboratério (Moisés et al., 2000;
Bonilha et al., 2005; Cury et al., 2005; Nozawa et al., 2006), com aparelho SONUS
5500%, que permitiu obtengcdo de imagens cardiacas em tempo real nos modos
mono e bidimensional, além da velocidade de fluxo por efeito Doppler espectral,
com profundidade de 3 cm e transdutor de 12 MHz. As imagens em cortes

transversais do VE foram gravadas em fitas de video para posterior analise. Foram
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utilizadas as janelas paraestenal esquerda (corte longitudinal e transversal) e apical
(quatro camaras e duas camaras). No modo bidimensional, foram analisadas as
areas do VE ao final da diastole (AdVE) e ao final da sistole (AsVE).

Foram determinadas, também, a presenca de infarto e sua extensao, e a
funcao sistdlica e diastdlica do VE. O tamanho do infarto foi estimado pela medida
do comprimento das regides acinética e/ou hipocinéticas (RAH) das paredes
ventriculares, representando-o como percentagem do perimetro total do contorno
endocardico (PE) em trés cortes transversais do VE (nivel das bordas das cuspides
da valva mitral, dos musculos papilares e da regido apical). Este método fora
previamente validado em nosso laboratoério (Moisés et al., 2000).

A funcado sistélica foi avaliada pela fracdo de encurtamento da area
transversa (FEAT) segundo a formula: FEAT= [(AdVE — AsVE / AdVE)] x 100%,
sendo AdVE = area diastdlica e AsVE = area sistélica do VE. O valor final foi obtido
pela média das FEAT calculadas nos trés planos basal, médio e apical do VE.

A funcao diastdlica foi avaliada utilizando-se os indices derivados da curva de
velocidade do fluxo diastélico mitral obtido pela técnica de Doppler pulsatil. A curva
de velocidade do fluxo diastdlico foi obtida a partir da imagem apical quatro
camaras, posicionando-se a amostragem de volume préximo a face ventricular da
valva mitral. Foram determinadas:

a) Onda E: maior valor da velocidade de fluxo inicial do enchimento ventricular;

b) Onda A: maior valor da velocidade de fluxo telediastolico mitral;

c) Relacdo E/A: razdo entre a velocidade maxima da onda E e a velocidade
maxima da onda A.

Foi também analisada a curva de velocidade de fluxo sistdlico na artéria
pulmonar no plano paraesternal transversal da base, com a amostra de volume do
Doppler pulsatil posicionada logo apds o plano valvar. Um padréo especifico foi
pesquisado como sugestivo de hipertensao pulmonar: a identificagdo de um entalhe
no grafico da curva do Doppler causado pela redugcao abrupta da velocidade do
fluxo de saida do ventriculo direito logo apos a fase de descenso rapido (Kitabatake,
1983; Moisés et al., 2000).

Devido a inexisténcia de estudos que comprovassem a eficiéncia do ECO na
determinacao do tamanho do IM em fase tao precoce quanto 48 horas apds oclusao
coronariana, realizamos um estudo preliminar com animais nestas condigdes.

Ademais também realizamos validacdo do ECO apds seis semanas de IM,
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analisando nas duas circunstancias o grau de concordancia entre as medidas do
ECO e de uma metodologia confiavel para definigdo da area necrosada, a coloragao
histoquimica por cloreto de tetrazdlio a 1% (Fishbein et al., 1981). A metodologia e
os resultados deste estudo estdo resumidos e representados no Anexo 1 deste
manuscrito, e configuram parte de um trabalho ja publicado em periddico cientifico

internacional (dos Santos, 2008).
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llustragcdo 1 - Registros de curvas de velocidade de fluxo sistélico pulmonar normal (a
direita) e sugestivo de hipertensao pulmonar (a esquerda). Notar o entalhe sistdlico na curva
de velocidade de fluxo pulmonar (seta branca).

3.7. Estudo hemodinamico da func¢ao cardiaca
3.7.1. Estudo hemodinamico em condig¢bes basais

Os estudos hemodinédmicos foram realizados ao fim das seis semanas de
seguimento, com os animais mantidos aquecidos (+37° C), sob plano anestésico
adequado e ajustado com uretana (1,2 g/kg, i.v., Sigma, MO, USA), e sob ventilagéo
mecanica (frequéncia: 100 movimentos/minuto e volume corrente: 10 mi/kg)
enriquecida com oxigénio. A veia femoral direita foi cateterizada para manutencao
do plano anestésico, administragdo de farmacos e reposicdo hidrossalina. Um
micromanémetro Millar (MikroTip® 2F, Millar Instruments Inc., Houston, TX, USA)
teve sua extremidade distal posicionada dentro da cavidade ventricular esquerda a
partir de cateterismo da cardtida comum direita para medida da pressao
intraventricular. Apds toracotomia a direita (terceiro espaco intercostal) e cuidadosa
disseccdo da aorta ascendente, foi posicionado um sensor de fluxo (Transonic
Flowprobe, Transonic Systems Inc. NY, USA), devidamente conectado ao sistema
de interface para amplificagdo da medida do fluxo na aorta (Small Animal Blood

Flow Meter — T206, Transonic Systems Inc. NY, USA). Os dados obtidos por um
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software AcgKnowledge® 3.7.5. (Biopac Systems Inc., CA, USA) de presséo
intraventricular e fluxo adrtico, possibilitaram computar os valores instantaneos de:
pressodes ventriculares sistolica (PSVE em mm Hg) e diastélica final (PDfVE em mm
Hg), frequéncia cardiaca (em batimentos por minuto, bpm), primeira derivada
temporal de pressdo (dP/dt em mm Hg/s), débito cardiaco (DC, em ml/min) e
volume sistdlico ejetado (VSE, em ml) e trabalho sistélico (TS, em g-m/batimento).
Este ultimo foi resultado da férmula: TS = (PSVE — PDfVE) x (VSE) x 0,0136, onde
0,0136 € a constante para conversao de pressao e volume em unidades de trabalho
(gramas-metro ou g-m). Além disso, analisados os valores indexados de ejegéo pela
massa de cada animal, a saber: indice cardiaco, indice de volume sistélico ejetado e
indice do trabalho sistdlico (DC, VSE e TS divididos pela massa do animal em

quilogramas = IC, IVSE e ITS, respectivamente)

3.7.2. Estudo hemodinamico durante sobrecarga subita de pressao

Devido a avaliagdo hemodinamica sob condi¢gbes basais freqiientemente nao
ser capaz de evidenciar sinais de disfuncdo ventricular em ratos infartados, foi
realizado estudo preliminar envolvendo o uso do estresse subito da pds-carga
cardiaca para avaliacdo do desempenho de coragdes saudaveis e infartados. Com
os resultados deste estudo (Anexo 2), foi protocolada a avaliagdo hemodinamica
dos grupos experimentais com terapia celular também durante inducédo de
sobrecarga pressorica subita. Para tanto, foram feitas avaliagbes da funcéo
hemodindmica em condigbes basais e durante subita elevagdo da pds-carga
produzida pela injecdo de fenilefrina (25-75 ug/kg, i.v. in bolus, Sigma, St. Louis,
MO, USA) suficiente para promover elevagdo da pressdo sistolica em
aproximadamente 70% em relagdo ao basal. Apos vagotomia bilateral para eliminar
a influéncia da bradicardia reflexa nas respostas estudadas, foram feitas de 2 a 4
injecbes de fenilefrina para se obter o aumento satisfatério na pressao sistdlica
aguardando o devido retorno dos parametros a situagdo controle entre as
sobrecargas subitas. Foram avaliadas as mudancgas relativas promovidas, durante o
pico de sobrecarga, nos dados pressoricos e na eje¢ao ventricular. Também foram
estudadas as correlagcdes estabelecidas entre a elevagdo da pds-carga e o0s
parametros de performance cardiaca, coletadas durante a rampa de subida da

pressao sistolica aproximadamente a cada 2 ou 3 ciclos cardiacos.
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3.8. Estudo da fungao mecanica dos musculos papilares

Ao fim da avaliagdo hemodinamica, o coracdo foi retirado rapidamente do
térax e colocado em solugéo de Krebs-Henseleit, previamente oxigenada com 100%
de oxigénio e aquecida a 30°C. O coracéo foi retirado da solugdo e a parede livre do
ventriculo direito separada para expor o septo interventricular. O septo foi dividido
ao meio para que os musculos papilares do VE fossem adequadamente expostos. O
musculo papilar posterior foi cuidadosamente dissecado numa plataforma de
parafina e suas extremidades tendinea e parietal, presas a anéis de aco inoxidavel.
Todo o procedimento, desde a retirada do coracdo até a colocacido do musculo
papilar na cuba experimental, ndo durava mais do que 5 minutos. O musculo papilar
foi suspenso verticalmente em uma cadmara de vidro preenchida com 5 ml de
solugéo de Krebs-Henseleit. A extremidade tendinea superior foi conectada por anel
e fio de ago inoxidavel de 0,35 mm de didmetro a um transdutor de for¢a isométrica
(GRASS FT-03, Astro-Med, Inc., RI, USA) e o anel da extremidade inferior do
musculo conectado a um gancho fixo na cuba de vidro. O transdutor de forga foi
conectado ao micromanipulador (N 2046F, Mitutoyo Inc, Kawasaki, Japan) que
permitia deslocamento vertical a cada 10 microbmetros/volta. A solugcao de Krebs-
Henseleit foi composta, em milimoles por litro, por: 135 NaCl; 4,6 KCI; 1,5 CaCl;
1,15 MgSOq4; 1,2 KH,POy4; 5,5 glicose e 20 de HEPES como tampéao. O pH foi
ajustado para 7,45 % 0,05 adicionando-se hidréoxido de sodio (NaOH) em
concentracédo de 20%. Para um litro de solugdo, em média, foram adicionados cerca
de 2 ml de NaOH, elevando assim a concentracdo de NaCl para em média 145 mM.
A solucgao foi oxigenada com 100% de oxigénio e pressao parcial mantida acima de
550 mm Hg.

O transdutor conectado a um microcomputador dotado do software
AcgKnowledge® 3.7.5. (Biopac Systems Inc., CA, USA) permitiu determinar os
valores das variaveis fisiolégicas analisadas. Paralelamente ao musculo papilar
posicionavam-se dois eletrodos de platina acoplados a estimulador elétrico (DV&M,
modelo ESF-10) que liberavam estimulos em onda quadrada de 5 ms de duragao,
com voltagem aproximadamente 10% maior que 0 minimo necessario para provocar
resposta mecanica maxima do musculo, o que geralmente correspondeu a 7,0 V.

Todos os musculos foram estimulados em freqtiéncia de 0,2 Hz.
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Durante periodo de 45 minutos o musculo foi deixado contraindo
isotonicamente contra pré-carga baixa por meio de molas metalicas (tensdo nominal
de 0,3 gramas) colocadas entre o anel superior e o transdutor. Em seguida, o
musculo era colocado em contragdes isométricas sem as molas e, com auxilio do
micromanipulador, era cuidadosamente estirado até a tensédo de repouso atingir 0,4
gramas e deixado nestas condigdes por 20 minutos. Apods estabilizagao, foram feitos
sucessivos estiramentos de 5 micrdmetros cada, até atingir o apice da curva
comprimento versus tensdo desenvolvida e, entdo, determinado seu Lmax
(comprimento diastélico da fibra muscular associado a maxima tensdo isométrica
desenvolvida: TD maxima) e medido o seu comprimento com auxilio de paquimetro
(Mitutoyo Inc, Kawasaki, Japan). Essa medida, realizada com o musculo dentro da
cuba de vidro, era corrigida de acordo com uma reta de regressao construida a
partir de medidas previamente realizadas dentro e fora da cuba, individualmente
para o pesquisador que executou o experimento. Em seguida, o musculo era
deixado em Lmax, €em contracdo isométrica estavel, por mais 15 minutos antes do

inicio dos experimentos. Eram analisados os seguintes parametros de fungao

contratil:
6_
TD: tensdo isométrica desenvolvida
maxima.
2 47
£ TR: tensdo isométrica de repouso ou
5 ] diastdlica.
dT/dt: Taxa de variagdo da tensédo
0 desenvolvida por unidade de tempo.

Foram obtidas as maximas derivadas
60— positiva (+dT/dts) € negativa (-dT/dtnay),
que informam a variagdo temporal da forca

TE na contragdo (sistole) e no relaxamento
> 30 (diastole), respectivamente.
w
ﬁ 0 'dT{dft’j'éf‘"" TPT: Tempo para atingir o pico da tenséo
g 5 desenvolvida, como pardmetro temporal
> | de capacidade contratil.

-30 4

TR50%: Tempo decorrido para a tensao

llustragdo 2 — Registro tipico for¢ca gerada
pelo musculo papilar na contracao
isométrica em Ly, € 0S parametros
avaliados.

desenvolvida decrescer 50% de seu valor
maximo, como parametro temporal de
capacidade de relaxamento.
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Com o musculo em Lnsx, foram avaliados os parametros acima descritos e,

em seguida, realizadas manobras experimentais na seguinte ordem:

3.8.1. Resposta contratil apos pausa de estimulos (potenciacao pos-pausa)
Periodos crescentes de pausa (6, 10, 15, 30, e 60 segundos) do estimulo
elétrico foram usados para avaliar a amplitude da contracdo apds a pausa,
considerada como valor relativo as contragdes que precediam a pausa, aguardando-
se o retorno da contracdo para as condi¢cdes basais entre um teste de pausa de

estimulos e outro.

3.8.2. Curva de Estiramento-Tensao

Apds os musculos permanecerem em nova estabilizagdo sob contragéo
isométrica em Lnax, foram avaliados os valores de suas variaveis em comprimentos
correspondentes a 92%, 94%, 96%, 98% e 100% do Lmax, possibilitando a
determinacado, a posteriori, da relagdo entre estiramento e TD (relagdo de Frank-
Starling), assim entre estiramento e TR (avaliando rigidez miocardica) para cada

musculo.

3.8.3. Resposta contratil ao calcio

Apos estabilizacdo dos parametros de contragdo, a solugdo nutriente era
substituida por outra contendo uma elevada concentragdo de caélcio (2,5 mM),
aguardando-se a devida estabilizagdo dos parametros, e posterior retorno a solugao

nutriente inicial.

3.8.4. Resposta contratil ao agonista -adrenérgico
Apods novo periodo de estabilizagao, era feita adigcao de isoproterenol (Sigma,
St. Louis, MO, USA) para concentragéo final no banho de 5 yM, e aguardada devida

estabilizacao dos parametros frente ao estimulo.
Terminadas as manobras de avaliagdo da mecanica do musculo papilar, os

mesmos foram retirados do sistema, o segmento miocardico contido entre os anéis

de ago foi isolado e pesado em balanca de precisdo (accu-124, Fisher Scientific
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Research Analytical, Pittsburgh, PA, USA). Considerando a densidade muscular
igual a 1, a area de secgao transversa (AS) do musculo foi estimada pela razao
entre a sua massa (em mg) e seu comprimento em repouso verificado em Lmax (€m

mm). Os dados relacionados a forga foram corrigidos pela AS de cada musculo.

3.9. Determinagao das massas cardiacas e teor de agua no pulmao

Logo apds a retirada do musculo papilar, os ventriculos esquerdo (VE) e
direito (VD) foram rapidamente pesados para avaliagdo das massas brutas e
corrigidas pelas massas corporeas de cada animal, como estimativa de hipertrofia
miocardica.

Sendo um parametro de congestao pulmonar e, consequentemente, do grau
de IC, também foi avaliado o teor de agua no pulm&o que, sabidamente, € uma
analise sensivel como indicadora da congestdo tissular (Saito et al., 2002). Para
tanto, apds a retirada do coracao e disseccdo do musculo papilar para o estudo
funcional in vitro, o pulmao direito foi retirado do animal e pesado imediatamente,
obtendo-se a massa umida (MU) da peca. Tais amostras de tecido foram mantidas
em dessecador (70° C) por 24 horas e pesadas fornecendo entdo a massa seca
(MS) da amostra. O teor de agua do pulméo foi calculado pela seguinte formula
tradicionalmente utilizada: % H20 = [[MU — MS) / MU] x 100, onde % H,O é o teor de
agua no pulmao. Ademais foram avaliadas as massas umidas e secas dos pulmdes

indexadas pela respectiva massa corporea do animal.

3.10. Western blotting das proteinas relacionadas a cinética do calcio.

Para correlacionar os efeitos da terapia celular nas alteragbes funcionais e
moleculares provocadas pelo IM, foram realizadas analises por Western blot para as
seguintes proteinas relacionadas a cinética do calcio, no miocardio remanescente:
as isoformas 1 e 2 da subunidade o da Na'/K'-ATPase (a1-NKA e ao-NKA), o
trocador Na*/Ca*? (NCX), a Ca*?>-ATPase sarcoplasmatica (SERCA2), o fosfolamban
(PLB) e o fosfolamban fosforilado na serina-16 (PLB-Ser'®). Para tanto,
imediatamente apds a retirada do musculo papilar para o estudo da contratilidade in
vitro, pesagem das partes do coragédo e separagdo das amostras para os estudos
histopatolégicos, a metade basal do VE, excetuando-se a cicatriz do IM e o tecido

adjacente, foi congelada a —80° C para posterior analise.
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3.10.1. Homogenizagao das amostras

Amostras do VE (aproximadamente 150 mg) de cada grupo experimental
foram homogeneizadas em tampao Tris (Tris 50 mM, EDTA 1 mM e sacarose 250
mM, pH 7,4) gelado, com uso de Polytron (Polytron® PT2100, Kinematica AG,
Littau, LU, Switzerland). Os homogenatos foram centrifugados (10.000 g, 4°C, 10
minutos), e o sobrenadante submetido a ultra-centrifugacao (100.000 g, 1 hora, 4°C)
para obtencdo da fragdo de membrana. O pellet resultante foi dissolvido (1:3) em
tampéo Tris-EDTA (Tris 50 mM; EDTA 1 mM, pH = 7,4) e a concentragdo de

proteina do extrato foi medida por espectrofotometria (Bradford, 1976).

3.10.2. Eletroforese das proteinas

As amostras de extrato protéico de fragdo de membrana (25 ug de proteina) e
0 padrao de peso molecular foram eletroforeticamente separados em gel SDS-
PAGE (Bio-Rad; Hercules, CA) 7,5% (para NCX), 10% (para a1-NKA e a,-NKA) ou
12% (para SERCA2, PLB, e PLB-Ser'®) e transferidos, durante 12 horas a 4°C, para
membrana de PVDF (polyvinyl difluoride, Amershan Biosciences) usando sistema
de eletro-transferéncia (Mini Trans-Blot Cell system, Bio-Rad) contendo Tris 25 mM,;
glicina 190 mM; metanol 20% e SDS 0,05%. A eficiéncia da transferéncia e a
igualdade da carga de proteinas eram verificadas pela coloragdo com Ponceau S

1% (Caledon laboratories, Ontario, Canada).

3.10.3. Detecgao das proteinas

As membranas foram bloqueadas em tampao Tris (Tris 10mM; NaCl 100 mM
e Tween 20 0,1 %, pH= 7,4) contendo leite em p6 desnatado (5%) por 1 hora em
temperatura ambiente, e incubadas por aproximadamente 12 h (4°C) com
anticorpos primarios especificos, incluindo: monoclonal anti-ay Na'/K*-ATPase
(1:10.000, Upstate Biotechnology, Lake Placid, NY, USA), anti-a, Na'/K*-ATPase
(1:5.000, Upstate Biotechnology, Lake Placid, NY, USA), monoclonal anti-NXC
(1:1.500, Swant, Switzerland), monoclonal anti-SERCA2 (1:2500, Abcam Inc., MA,
USA), monoclonal anti-PLB (0,25 ug/ml, Upstate Biotechnology, Lake Placid, NY,
USA) ou anti-PLB-Ser'® (1:1.000, Upstate Biotechnology, Lake Placid, NY, USA.).

Apoés consecutivas lavagens em tampao Tris, as membranas foram incubadas com
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anticorpo secundario anti-rabbit (subunidade o, da Na*/K*-ATPase e PLB- Ser'®) ou
anti-mouse (subunidade a4 da Na*/K*-ATPase, NXC, SERCA2 e PLB) conjugados a
peroxidase de rabano (1:3.000, Bio-Rad; Hercules, CA, USA). Apos nova lavagem,
os imunocomplexos foram detectados por um sistema de deteccdo de
quimioluminescéncia para peroxidase (ECL Plus, Amersham International; Little
Chalfont, UK) seguida de auto-radiografia (Hyperfilm ECL, Amersham International).
As bandas (blots) das proteinas foram quantificadas pelo programa Scion Image em
unidades arbitrarias de densidade Optica, e em seguida normalizadas pelas médias
das amostras controle (grupo SHAM) de cada membrana, e finalmente expressas
como percentagem em relagcdo ao grupo SHAM para correta normalizagao e

comparagao entre os demais grupos.

3.11. Estudos morfologicos por histologia

Apos pesagem e secgao do VE transversalmente, a metade apical de cada
ventriculo acondicionada em formol 4% tamponado com solugao-tampéao fosfato
(0,01mM; pH 7,4) para obtenc&o dos cortes para microscopia de luz.

O fragmento do VE foi fatiado na transversal e disposto em cassete plastico
do tipo processador/inclusor. Os cassetes foram processados em aparelho auto-
técnico com ciclo total de 12 horas para a desidratacdo, diafanizacdo e
parafinizacdo do material. A desidratacdo foi realizada com concentracdes
crescentes de alcool etilico até chegar ao alcool absoluto, diafanizados em xilol,
impregnados e incluidos em parafina a 60°C para obtencédo de cortes de 3 ym em
micrétomo do tipo Minot (Leica RM 2035). A seguir, os cortes foram colocados em
ldaminas mantidas a temperatura de 37 °C para secagem, colagem e posterior
coloragdo. As imagens da microscopia de luz foram visualizadas em microscopio
(Leica DM/LS, Leica Microsystems Ltd, Germany) ligado a sistema de digitalizagao
de imagem (Leica Imaging Solutions) e as imagens digitalizadas dos corag¢des foram
analisadas com uso de um software (Leica QWin Plus V.3.2.0., Leica Microsystems
Imaging Solutions Ltd., Cambridge, UK).

A andlise por microscopia de luz possibilitou a caracterizagdo morfolégica do
tecido miocardico com avaliagdes do volume nuclear, espessura da cicatriz do

infarto, teor de colageno intersticial, e densidade capilar.
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3.11.1. Volume nuclear

Como parametro de hipertrofia miocitaria (Gerdes et al., 1994), foi estimado o
volume nuclear médio dos cardiomidcitos, a partir de amostras de cada animal, do
miocardio ventricular esquerdo, remoto a area de infarto (septo e parede posterior).
Nos cortes histolégicos corados com hematoxilina & eosina de Harris, as fibras
musculares cardiacas cortadas longitudinalmente foram visualizadas em aumento
de 400 vezes (objetiva de 40 vezes e ocular de 10 vezes) e medidos exclusivamente
0s nucleos totalmente visiveis, situados no centro da célula, e que apresentaram
forma elipsoide, sendo estes, localizados principalmente no mesocardio. Os nucleos
cortados em sentido transversal ou obliquo foram desprezados.

Para cada animal estudado foram medidos de 50 a 70 nucleos, avaliados
num total de seis campos de 75.000 pm? cada, calculando-se o volume de cada
nucleo conforme equacao (Gerdes et al., 1994): Volume nuclear (V) = m x D x d° / 6.

Sendo d o menor didmetro do ntcleo e D o maior diametro medido.

3.11.2. Quantificagdo do colageno intersticial no VE

Para avaliar o teor de colageno no intersticio do miocardio remoto ao infarto,
os cortes montados sobre as |laminas foram corados pelo método do picrossirius red
por imersdo durante uma hora em solugcado contendo 0,1% de sirius red F3BA, em
meio aquoso saturado de acido picrico, e a seguir, lavados em solugcéo 0,01 N de
HCI por dois minutos, desidratados com alcool etilico e diafanizados com xilol. A
cobertura com resina sintética (Entellan — Merck) preservou o material para analises
posteriores.

O teor de colageno no miocardio do VE foi estimado (Junqueira et al., 1979)
desprezando-se as mensuragdes na regido perivascular e cicatricial (infarto). Apés
captar as imagens na tela do computador, o software detectou as regides coradas
em vermelho vibrante, composto por tons de vermelho (red), verde (green) e azul
(blue). Foi selecionada e padronizada a faixa na qual se obtinham os mesmos tons
(red: 200 a 250, green: 120 a 160, e blue: 130 a 180) para uniformizagdo da analise
de todas as amostras, e as estimativas foram realizadas com objetiva que ampliava
as imagens em 20 vezes e ocular de 10 vezes (ampliagédo de 200 vezes). Foram
avaliados de cinco a sete campos de cada animal, capturados do septo

interventricular e parede posterior. Os resultados foram expressos em percentagens
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da area ocupada por fibras colagenas em relagdo ao respectivo campo de

aproximadamente 300.000 um? de area.

3.11.3. Espessura do miocardio remanescente e da cicatriz do infarto

Nos mesmos cortes corados com picrossirius red, foram medidas as
espessuras da parede ventricular (septo interventricular), com objetiva de 5 vezes
de aumento, pela média de trés medidas da espessura epi-endocardica para cada
um dos trés campos capturados pelo software. Por ultimo, também foram realizadas
trés medidas da espessura da cicatriz do infarto, por um unico campo com objetiva

de 5 vezes, capturado na porcdo média da extensdo da cicatriz fibrética.

3.11.4. Determinacgao da densidade capilar.

A densidade capilar foi quantificada em cortes submetidos a coloracdo de
PAS (acido periddico de Schiff) e eosina, provenientes tanto da zona de transigao
entre o infarto e o miocardio remanescente, quanto do miocardio remoto ao infarto
(septo interventricular). Com objetiva de ampliacéo de 40 vezes e lente ocular de 10
vezes (ampliagao total: 400 vezes), foi realizada contagem do numero absoluto de
capilares contados em cinco campos aleatérios capturados no espago determinado
para analise, onde os midcitos e capilares estavam cortados transversalmente. A
densidade foi calculada tanto em fungao da area de cada campo, quanto em funcao
do numero de midcitos presentes no mesmo campo analisado. Dessa forma, a
densidade capilar pdde entdo ser avaliada pelo nimero de capilares/mm? e pelo

numero de capilares/cardiomiécito.

3.12. Analise estatistica

Os resultados estado apresentados na estatistica descritiva por média + erro
padrdo da média (e.p.m.). Para estatistica inferencial, o nivel de significancia foi
estabelecido em 5%. A comparagao entre os grupos foi feita por teste t de Student
nao pareado, andlise de varidancia uma e duas vias com medidas repetidas ou
completamente randomizada, dependendo da ocasido e do numero de grupos e
vias a comparar. Quando identificadas diferengas significantes, foi aplicado o teste
post-hoc de Bonferroni para localizar as diferencas. As comparacdes entre

freqUéncias ou proporgdes foram feitas por teste do Qui-quadrado bi-caudal. Para
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avaliacdo da curva estiramento-tensdo no musculo papilar isolado e da sobrecarga
pressorica na fungdo hemodinamica, foram feitas analises de correlacido e
regressao linear com posterior comparacao dos coeficientes angulares dos grupos.
Toda a analise e construcéo grafica foram realizadas por meio do GraphPad Prism

4.0 software.
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4.1. Massa corpérea dos animais

38

Os animais sobreviventes as primeiras 48 horas apds cirurgia ficticia para

inducdo do infarto apresentaram média das massas corpéreas de 201,7 + 1,9 g, e

ados animais submetidos a ocluséo coronariana foi de 198,3 + 1,3 g, sem diferenca

entre os grupos. Apos a randomizagdo dos animais infartados nos grupos

experimentais e sua selecdo de acordo com o tamanho do infarto (Tabela 1),

também nao foram identificadas diferengas significantes entre as massas dos

animais infartados submetidos a terapia (BMC) ou a injecdo de solugao salina,

tampouco entre estes e o grupo SHAM. Com as seis semanas de seguimento,

houve aumento significante da massa corpdrea em todos 0s grupos experimentais

(p < 0,05), todavia manteve-se a semelhancga entre os grupos experimentais.

Tabela 1 — Massas corpoéreas

Inicial Final Ganho Ganho
(9) (9) ponderal (g) ponderal (%)

SHAM 201,3+5,7 222,1+9,9"7 21,8+4,8 10,4 £ 2,1
miM 203,2+2)9 2269+54"7 236+5,0 11,7+25
miM+BMC 195,3 £+ 4,2 219,751 244 +20 12,5+1,0
IM 202,0£3,3 2295+721 275+5,0 13,4+2,3
IM+BMC 195,1 £ 4,0 219,2+4,5"7 241+28 124 +15
ANOVA p 0,3638 0,6751 0,3117 0,1952

Médias + e.p.m. Tp < 0,05 Final vs. Inicial.
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4.2. Mortalidade perioperatéria e durante o seguimento do estudo.

Os dados referentes a mortalidade (Figura 1) ndo configuraram nenhuma
diferenga entre os grupos ou procedimentos do ponto de vista estatistico. Foram
alocados um total de 100 animais, dos quais 80 foram submetidos a cirurgia de
oclusdo coronariana, e 20 a cirurgia ficticia (grupo SHAM). A mortalidade
perioperatoria desta cirurgia foi de 15% nos SHAM e 20% nos submetidos a oclusao
arterial. Nenhum animal foi a ébito nas 48 horas seguintes a cirurgia ficticia do
infarto, mas 6,25% dos animais submetidos a oclus&o coronariana morreram
durante este periodo. O procedimento de anestesia para avaliagdo ecocardiografica
pré-transplante apds as 48 horas de oclusao, cursou com dois ébitos no grupo com
oclusao (3,33%) e nenhuma morte no grupo SHAM. Com a exclusdo de 11 animais
com infartos menores que 30% nesta primeira avaliagdo ecocardiografica, a
amostragem ficou composta por 64 ratas, sendo 17 SHAM e 47 infartadas. Apos
randomizagdo dos grupos com infarto, o procedimento cirurgico para implante
celular levou a apenas um obito (4,5%) e a injegdo solugdo salina levou a dois
obitos (8%). Ademais, houve também um obito no grupo SHAM onde foi injetada
solugédo salina (5,8%), sem diferengas também nesta avaliagéo.

Durante as seis semanas subsequentes ao infarto e implante celular, ocorreu
somente Obito de um animal, pertencente ao grupo IM. No procedimento de
anestesia e avaliacdo do ECO apods seis semanas de infarto e transplante celular,
dois animais SHAM morreram (12%) enquanto quatro obitos foram verificados no
grupo infartado com injecao de salina (15,38%) e dois ébitos no grupo infartado com
injecédo de BMC (6,89%). Ap6s a distribuicdo dos animais nos respectivos grupos, a
mortalidade calculada foi de 12,5% para ambos os grupos com infartos moderados
(mIM e mIM+BMC) e 21,4% para os IM e 7,69% para os IM+BMC.

4.3. Isolamento das células e procedimento de transplante

O processo de extragao da MO dos ratos machos doadores e isolamento da
fracdo mononuclear cursou com rendimento de, em média, 23,52 + 6,58 x 10°
células para cada rato macho jovem, com viabilidade média de 96,5 + 1,2%. Foram
injetadas, em média, 6,17 + 0,08 x 10° células para cada coragdo infartado das ratas
fémeas receptoras. Trés animais foram excluidos do protocolo, porque nestes, o
procedimento de implante das células foi visivelmente falho, com nitido vazamento

de solugdo no momento da inje¢ao intramiocardica.
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100 animais alocados para o estudo

v\

20 Submetidos a 80 Submetidos a
cirurgia ficticia (SHAM) oclusao coronaria (infarto)
Mortalidade 1220 =80
. L. SHAM Oclusao
Perioperatéria :
Vivos  17(85%) 64 (80%)
p=0,6102 Obitos  3(15%) 16 (20%)
n=17 n=64
SHAM  Oclus3
48 horas %80
Vivos 17 (100%) 60 (94%)
p = 0,2904 .
Obitos  0(0%) 4(6%)
n=17 n=60
. SHAM Oclusao
Anestesia, -
ECG e ECO Vivos 17 (100%) 58(97%)
Obitos  0(0%)  2(3%)
p = 0,4456
Excluidos 11 animais com IM < 30% do VE
n=17 n=25 n=22
Implante SHAM Salina BMC
celular Vivos  16(94%) 23(92%) 21(95%)
p=0,8853 Obitos 1(6%) 2(8%) 1(5%)
n=16 n=8 n=15 n=8 n=13
6 semanas SHAM mIM IM mIM+BMC  IM+BMC
- 0.5494 Vivos  16(100%) 8(100%) 14(93%) 8(100%) 13(100%)
p=5 Obitos  0(0%) 0(0%) 1(7%) 0(0%)  0(0%)
Anestesia, n=16 n=8 n=14 n=8 n=13
ECOe SHAM miM IM mIM+BMC  IM+BMC
Hemod, Vivos  14(88%) 7(88%) 11(79%) 7(88%) 12(92%)
p=0,8859 Obitos  2(12%) 1(12%) 3(21%) 1(12%)  1(8%)

Figura 1 — Acompanhamento da mortalidade dos animais. Ndo houve diferenca estatistica
em nenhuma das comparagdes entre os grupos. Teste do Qui-quadrado bi-caudal.

RESULTADOS



41

4.4. Deteccgao das células mononucleares transplantadas

Para a analise de PCR para o segmento de DNA do gene Sry especifico para
o cromossomo Y, foram utilizados primers especificos possibilitando que os exames
de PCR produzissem amplificagdo dos segmentos de DNA identificaveis nas
radiofotografias mostradas na Figura 2. Conforme pode ser observado, as reagdes
de amplificagdo das amostras controle-positivo, compostas por VE de ratos machos,
produziram a sequiéncia Y especifica com aproximadamente 400 pares de bases.
Todavia, esta mesma banda n&o foi identificada em nenhuma amostra controle-
negativo, compostas por VE de fémeas sem qualquer intervencdo. Ademais, as
analises de amostras processadas a partir de ventriculos esquerdos de ratas
fémeas infartadas submetidas a terapia, e colhidas apdés tempos diversos de
implante celular, produziram a mesma sequéncia Y especifica identificada no
controle-positivo, porém com densidade o6ptica menor. Bandas mais nitidas do
fragmento Y especifico foram identificadas nas amostras colhidas ap6s dez minutos,
um e dois dias de implante, com intensidade das bandas diminuindo
proporcionalmente ao aumento do tempo decorrido apds o transplante para a coleta
do material. Ademais, ainda foram identificadas fracas bandas do fragmento Y
especifico das células implantadas nas amostras de corag¢des colhidas apds seis
semanas de IM e terapia celular, tempo este utilizado para realizagdo dos demais

estudos experimentais do presente trabalho.

Controles Amostras

3 e A C T

Figura 2 (continua)
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Amostras

% 6\0‘5 A 6@((\ o 6@((\

Figura 2 — Radiofotografias tipicas dos produtos de PCR para amostras de VE de 5 machos
(controles positivos & 1 a 5) e 1 fémea (controle negativo @ 6) Lewis sem qualquer
intervencdo experimental; e de amostras de VE de ratas infartadas colhidas apés 10
minutos (R1 e R2), 1 dia (R3), 2 dias (R4 e R5), 5 dias (R6), 1 semana (R7 a R9) e 6
semanas (R10 a R12) implante de células mononucleares provenientes de medulas-6sseas
de ratos machos. A seta indica o segmento Y especifico (~400 pares de bases) do gene Sry
(sex-determining region'Y).

4.5. Avaliacao por ecocardiografia Doppler antes da terapia
4.5.1. Tamanho dos infartos pré-terapia celular

De acordo com os resultados do Anexo 1, verificamos que a analise por ECO
possibilita estimar com comprovada acuracia o tamanho do infarto do miocardio
evidenciado pela porgéo acinética da parede do VE ao exame. A cirurgia ficticia n&o
promoveu qualquer alteragdo visivel sugestiva de infarto, enquanto a oclusao
cirurgica da artéria coronaria resultou em infartos variando entre 7 e 55% do VE.
Apébs exclusao dos infartos menores que 30% do VE, separagéo entre infartos
moderados (de 30 a 39% do VE) e grandes (40% ou maior), e randomizagéo entre
injecdo de BMC e solucéo salina, o tamanho médio dos infartos de acordo com a
avaliacdo do ECO pré-transplante (Tabela 2) foi: mIM: 35,5 + 1,1% do VE e
mIM+BMC: 35,2 + 1,5%, IM: 44,3 + 1,5% e IM+BMC: 43,2 + 1,1%, ndao havendo

diferencga estatistica entre os grupos placebo e tratados (p > 0,05).
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4.5.2. Estudo morfo-funcional pré-terapia celular

Os parametros do ECO foram analisados na forma absoluta e indexada pela
massa corpérea do animal, mas como as massas dos animais nao se diferiram
entre 0s grupos, essa manobra de indexagdo ndo modificou as diferengas. Neste
manuscrito somente sdo apresentados os valores absolutos (Tabelas 2a e 2b).

Como observado na tabela 2a, nenhuma diferencga estatistica foi detectada
na area transversas do VE ao fim da diastole para os infartos moderados em
relagdo aos SHAM, com apenas o0s animais com grandes infartos apresentando
valores elevados. Os animais infartados apresentaram maiores areas sistdlicas
quando comparados ao grupo SHAM, proporcional ao tamanho do infarto, com as
medidas dos grupos com grandes infartos significativamente maiores que aquelas
dos grupos com moderados infartos.

A avaliacdo funcional indicou que a fragdo de encurtamento da area
transversa (FEAT) ja se apresentava deprimida nos animais infartados comparados
ao grupo SHAM, sendo a FEAT dos animais com grandes infartos menor que a dos
animais com infartos moderados. O estudo da funcéo diastélica foi representado
pela analise das velocidades maximas das ondas E e A, e da relagdo entre as
ondas E/A (Tabela 2a). As diferengas numéricas observadas entre os valores da
onda E dos grupos experimentais ndo assumiram niveis de significancia (p > 0,05).
Entretanto, as médias das velocidades maximas da onda A nos grupos com grandes
infartos estavam significativamente deprimidas em comparagdo aquelas do grupo
SHAM e com infartos moderados. O mesmo comportamento foi verificado na analise
estatistica da relagcdo E/A dos grupos experimentais, elevada somente nos infartos
de grandes dimensdes. A hipertensao arterial pulmonar, suspeitada pela verificacao
do entalhe na curva do fluxo de saida da valvula pulmonar ndo foi diagnosticada em

nenhum dos animais avaliados as 48 horas apds oclusao coronariana.

4.5.3. Homogeneidade entre os grupos tratados e nao tratados.

E importante frisar que, apds avaliagdo ecocardiografica e randomizacéo dos
grupos para terapia ou placebo, a anadlise estatistica demonstrou n&o haver
diferencga significante em quaisquer parametros morfolégicos ou funcionais (Tabela
2b) entre os grupos tratados e nao tratados (mIM vs. mIM+BMC; ou IM vs.

IM+BMC), caracterizando total homogeneidade entre os grupos pares.
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4.6. Determinagcao das massas cardiacas e teor de agua no pulmao

As avaliacbes desses parametros biométricos estao representadas na Tabela
3. A indexacdo das massas ventriculares e pulmonar pelas respectivas massas
corpéreas dos animais no dia do sacrificio ndo modificou, de forma importante, as
diferengas encontradas. Quanto a analise da massa do VE, houve aumento nos
grupos infartados sugerindo hipertrofia cardiaca, mas de forma significativa somente
no grupo IM (p < 0,05) comparados ao SHAM. Com isso, somente em IM+BMC
houve prevencgéo significante desse aumento. A massa do VD foi maior somente em

IM, e IM+BMC foi estatisticamente inferior aos IM e semelhantes ao SHAM.

Tabela 3 - Parametros biométricos

SHAM miM miM+BMC IM IM+BMC
(n=12) n=7) (n=28) (n=10) (n=12)
Massa do VE
Absoluta (mg) 562 + 32 622+10* 564 + 20 675+ 26 * 574 + 21 #

Indexada (mg/g) 230+0,10 2,76+0,09* 2,57 +0,09 2,97 £0,08 * 2,62 £ 0,09
Massa do VD

Absoluta (mg) 152 + 11 175 + 12 136 + 7 290 + 35 *° 180+ 21"
Indexada (mg/g) 0,64 + 0,05 0,77 £ 0,05 0,62 + 0,03 1,26 £ 0,15 S 0,82 + 0,09 ’
Massa pulmonar

Absoluta (mg) 860 + 67 985 + 58 915+54  1641+191*  067+98"
Indexada (mg/g)  3,55+0,30 465+041 4,18+026 716+084*  4.45+046"
Massa seca pulmonar

Absoluta (mg) 178 + 13 190 + 13 192 + 12 300 + 36 *° 200+ 19"
Indexada (mg/g) 0,78 + 0,06 0,84 + 0,06 0,87 + 0,05 1,31 +£0,15 S 0,91+ 0,09 !
Teor de agua no pulmao

(%) 78,76+0,30  80,38+0,38* 7903+027  81,83+0,18*  7931+0,28"

Média + e.p.m. das massas ventriculares esquerda (VE) e direita (VD), e do pulméo direito
analisados sob a forma absoluta ou indexadas pela massa corpéreo do respectivo animal; e
do teor de agua no pulmao direito. *p < 0,05 vs. SHAM; *p < 0,05 vs. ndo-tratado; e Sp <
0,05 vs. mIM. ANOVA 1-via seguida do teste de Bonferroni.

A massa umida do pulmé&o direito dos IM foi estatisticamente maior que todos
os demais grupos, e em IM+BMC foi normal. Apds dessecacdo em estufa por 24

horas, ndao houve modificacbes no comportamento identificado: a massa seca do
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pulméo direito do grupo IM foi maior que a dos demais grupos e, novamente, a
terapia com BMC foi capaz de prevenir este aumento. Quando foi calculado o teor
percentual de agua no pulmao direito, pdde-se notar acumulo significante de agua
nos pulmdes nos grupos mIM e IM, enquanto os grupos tratados tiveram teores

significantemente menores e equivalentes aos niveis do grupo SHAM.

4.7. Avaliacao por ecocardiografia Doppler apds terapia.
4.7.1. Tamanho dos infartos apds terapia celular.

Os resultados dos tamanhos dos infartos relativos a circunferéncia do VE
depois de decorridas seis semanas do implante celular estdo ilustrados
graficamente na Figura 3.

A analise pelo ECO da extensdo do infarto demonstrou tamanho médio
estatisticamente inferior no grupo IM+BMC (38,0 + 1,4% do VE) em relagdo ao
grupo nao-tratado IM (44,4 £ 1,6% do VE), e no grupo mIM+BMC (30,7 £ 2,3% do
VE) em relacdo a mIM (34,3 + 1,0% do VE). Considerando a analise destes valores
em relacdo a avaliagdo pré-terapia, ndo houve mudanga significante nos grupos
infartados sem terapia. Todavia, nos grupos mIM+BMC e IM+BMC, houve
diferengas entre as medidas antes e apds seis semanas de terapia (p < 0,05 e p <

0,01 respectivamente).

601 1 antes do implante p<0,05
= apods 6 semanas

W 50 p'<_0,€|J1
> 0,05 e —
o p<0,
© 40+ — -
e _, I T
£ 304 =
2
o 20_
©
R

10

0

mlIM mIM+BMC IM IM+BMC

Figura 3 — Tamanho do IM avaliado pelo ECO antes e apos seis semanas de terapia nos
grupos experimentais. As barras representam médias + e.p.m. ANOVA 2-vias seguida de
teste post-hoc de Bonferroni.
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Ao avaliar a evolugao da medida do comprimento da por¢cdo remanescente
do VE e da cicatriz do infarto (Figura 4), evidenciamos que o comprimento médio da
porcao nao infartada aumentou de forma significativa em todos os animais
infartados com ou sem terapia. Ja o comprimento médio da cicatriz, que também
aumentou nos animais infartados sem terapia, nao foi alterado com o decorrer das

seis semanas.

Infarto + Salina Infarto + BMC

Porgao nao infartada Porgao nao infartada

2.0 2.0
A
%
A
A
A

—
ik
—
ik

Comprimento (cm)
o
Comprimento (cm)
o

p < 0,001
0.51 0.51
0.0 \ \ 0.0 ‘ ‘
Pré Pés Pré Pés
20 Porgao infartada 20 Porgao infartada
p < 0,001

—
ik
—
ik

Comprimento (cm)
NKWN\

Comprimento (cm)
o

0.5
0.0 ‘ ‘ 0.0
Pré Pos
Porcao nao infartada (cm) Porcao infartada (cm)
Inicial Final Inicial Final
Salina 1,23 0,04 1,61 +0,03" 0,67 + 0,05 0,91+ 0,07'
BMC 1,22 + 0,04 1,59 + 0,04' 0,65 + 0,04 0,68 + 0,05

Figura 4 — medidas dos comprimentos da porg¢do contratii ndo infartada e da porgao
acinética (infarto) nos grupos experimentais antes (Pré) e apds seis semanas (Pés). Os
simbolos laterais representam a média + desvio padréo. Tp < 0,05 Final vs. Inicial.
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4.7.2. Estudo morfo-funcional apds terapia celular.

Pela Tabela 4, pode-se verificar que a area diastélica do VE nos grupos
infartados nao tratados (mIM e IM) foi maior que no grupo SHAM. Enquanto o grupo
mIM+BMC foi diferente do seu par nao tratado, IM+BMC apresentou média
significantemente inferior ao IM. Porém, ambos os grupos tratados tiveram valores
ainda superiores ao grupo SHAM. Ao fim da sistole, as areas transversas do VE
também foram maiores em todos os grupos infartados comparados ao grupo SHAM,
e o grupo IM+BMC apresentou area menor que IM, sem diferenga estatisticamente

significante entre mIM+BMC e mIM.
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llustragao 3 - Registros ecocardiograficos do VE obtidos em animal do grupo IM (a
esquerda) e do grupo IM+BMC (a direita) em modo M. D = diastole; S = sistole

A analise estatistica das diferencas percentuais ocorridas nos parametros
ecocardiograficos tomados em relagdo aos seus respectivos valores na avaliagéao
pré-terapia apontou informacgdes interessantes a respeito da evolugao temporal da
disfungéo cardiaca pos-IM, bem como os possiveis efeitos do implante celular sobre
esta (Figura 5). Embora a AdVE aumentasse discretamente no grupo SHAM (7,0
6,7% de aumento em relagdo a avaliagao anterior), os grupos com infarto tiveram
dilatacao ventricular significativa, e o grupo mIM+BMC cursou com aumento (45,6 *
10,9%) nédo diferente de mIM (45,6 £+ 14,0%). Apesar disso, IM+BMC exibiu
dilatacdo do VE (45,6 £ 9,9%) estatisticamente inferior ao grupo IM (82,5 + 6,6%).
Comportamento muito semelhante foi observado na evolugdo da AsVE: houve um
discreto aumento no grupo SHAM (9,0 + 7,7%), maior elevagdo nos grupos
infartados, sem diferenga entre mIM (43,6 £ 9,7%) e mIM+BMC (37,6 £ 10,8%), e
menor aumento no grupo IM+BMC (38,3 + 6,9%) quando comparado ao IM (76,9 *
10,2%).
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A avaliacédo da funcéo sistdlica (Tabela 4) indicou FEAT deprimida nos
animais infartados em relacdo ao SHAM. Ademais, IM+BMC apresentou, de forma
estatisticamente significante, média maior que seu grupo par nao tratado (IM). A
avaliagcao da evolugao temporal (Figura 5) indicou que o grupo SHAM aumentou a
FEAT em apenas 2,5 £ 1,6% em relagdo a sua primeira avaliagdo, permanecendo
com este parametro dentro de valores normais; mIM aumentou apenas 1,9 + 5,3%,
permanecendo moderadamente deprimido; e mIM+BMC também nao aumentou de
forma significativa (5,7 + 3,8%). Interessantemente, enquanto o grupo IM
permaneceu com a FEAT deprimida, com aumento de apenas 4,3 + 4,9%, IM+BMC
teve aumento médio de 19,8 + 8,9% na funcéo sistdlica, estatisticamente superior.

A funcao diastdlica avaliada pelas velocidades maximas das ondas E e A, e
pela relacdo E/A encontra-se também representada na Tabela 4. Nao foram
detectadas diferengas estatisticas entre os grupos mIM e mIM+BMC, e o grupo
SHAM. Na velocidade maxima da onda E foi observada diferenca significativa
somente no grupo IM em relagdo aos demais, ainda que as alteragdes percentuais
em relagdo a primeira avaliagao (Figura 5) ndo foram diferentes entre os grupos: o
aumento da onda E no grupo IM (26 + 6%) nao foi diferente de IM+BMC (15 + 7%),
SHAM (13 = 3%), mIM (11 £ 6%) ou mIM+BMC (4 * 6%).

Na analise da onda A, os valores de IM foram significativamente menores em
relacdo aos grupos SHAM e mIM, mas o grupo IM+BMC apresentou nivel
intermediario e estatisticamente indistinguivel do SHAM. O que também significa
dizer que, em relacédo a primeira avaliagdo, a onda A teve elevacao discreta e em
magnitude semelhante nos grupos SHAM (3,0 + 2,5%), mIM (2,4 £ 9,1%) e
mIM+BMC (11,0 £ 5,0%), enquanto em IM reduziu 25 + 9%, e em IM+BMC
aumentou 40 = 13% (p < 0,05 vs. IM).

A razdo E/A mostrou-se elevada no grupo IM em relacdo ao SHAM, e
IM+BMC apresentou valores intermediarios e nao diferentes do SHAM (Tabela 4).
Em relagcdo a primeira avaliagao ecocardiografica, a razdo E/A aumentou 14 £ 6%
no SHAM e 16 £ 10% em mIM, mas reduziu 6 £ 3% em mIM+BMC. De forma
interessante, esta razdo aumentou cerca de 90% no grupo IM enquanto reduziu 10
+ 14% no grupo IM+BMC (Figura 5).

Na analise da curva do Doppler da artéria pulmonar, foi identificado padrao
sugestivo de hipertensdo pulmonar somente nos grupos IM e IM+BMC. Ademais, o

teste do Qui-quadrado da tabela de contingéncia formada por esses dados
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demonstrou que a incidéncia de hipertensao pulmonar foi estatisticamente menor no

grupo IM+BMC (17%) que no grupo sem terapia, IM (63%).

Tabela 4 — Avaliagao ecocardiografica apds seis semanas de seguimento.

SHAM miM miM+BMC IM IM+BMC ANOVA
(n=15) (n=28) (n=13) (n=38) (n=13) P
Morfologia
IM (% do VE) - 343+1,0 30,7+23 444 +16 380+14" -
AdVE (mm’) 275+17  408+19* 38,0+23* 50,025 * 477+20%  <0,0001
AsVE (mmz) 11,3+£0,7 235+£19* 202+19* 425+19 #S 296+1,9 #* < 0,0001
Funcao
FEAT (%) 60,1+12  464+31*  475+21* 204+17*  383+24*  <0,0001
Onda E (m/s) 74,9 £ 3,7 77,3+2,6 71,5+£22 90,4+39"* 81,1+4,9 * 0,0209
Onda A (m/s) 36,4+2,0 34,3+4,2 353+1,8 17,5+2,1 #S 29,5+34 0,0003
Relagédo E/A 2,16 £ 0,15 2,22 +0,20 2,07 £0,12 5,23 + 0,69 S 3,52+0,74 <0,0001
HP 0 % 0 % 0% 63 % 17 % 0,0353%

Dados morfo-funcionais (média £ e.p.m.) adquiridos pelo ECO. AdVE = area transversal do
VE na diastole; AsVE = area transversal do VE na sistole; FEAT = fragdo de encurtamento
da area transversa. HP = incidéncia de hipertensdo pulmonar. *p < 0,05 vs. SHAM; e $p <
0,05 vs. mIM; e #p < 0,05 vs. IM, ANOVA 1-via seguida de teste post-hoc de Bonferroni, ¥
valor do p pelo teste do Qui-quadrado.
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Figura 5 — Alteracdes percentuais (média + e.p.m.) nos parametros ecocardiograficos de
dilatacdo ventricular, fungao sistdlica e diastélica em relagdo a avaliacdo inicial (48h de
oclusdo). *p < 0,05 vs. SHAM e *p < 0,05 vs. ndo tratado, ANOVA 1-via seguida de teste
post-hoc de Bonferroni.

4.8. Estudo hemodinamico da fungao cardiaca

4.8.1. Estudo hemodinamico sob condi¢coes basais

O estudo dos parametros hemodinamicos nos animais anestesiados (Tabela
5) néo foi suficientemente sensivel em mostrar disfungao cardiaca nos grupos de
tamanhos moderados de IM. Houve semelhanga nos valores de PSVE do grupo
SHAM em relacdo a mIM e IM, assim como dos grupos submetidos a terapia celular.
Entretanto, apesar dos animais do grupo mIM n&o apresentarem alteracdes

perceptiveis na PDfVE, este parametro estava significantemente elevado no grupo
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IM. Em IM+BMC, a PDfVE foi menor que IM e similar a dos SHAM. O mesmo
comportamento foi evidenciado na analise da derivada positiva maxima de pressao
(+dP/dtmsx) com depressao significante somente no grupo IM e prevengdo nos
IM+BMC. A derivada negativa maxima de pressao (-dP/dtnax), freqiéncia cardiaca,
assim como as variaveis de ejecao (DC e VSE) e desempenho (TS) ventriculares
nao foram afetados de forma significativa pelo infarto ou pelas terapias aplicadas,
sem diferencas em relacdto ao SHAM sob estas condicbes basais de
experimentagao.

A indexacdo dos parametros provavelmente influenciaveis pela massa
corpdrea nao influenciou nos resultados estatisticos dessa analise, mantendo-se o
indice cardiaco, indice do volume sistolico ejetado e indice do trabalho sistélico

semelhantes em todos os grupos experimentais em relagcdo ao SHAM.

4.8.2. Estudo hemodinamico durante sobrecarga subita de pressao

As mudangas percentuais nos parametros hemodindmicos consequentes ao
estresse subito da pds-carga encontram-se representadas na Figura 6. O aumento
subito da pressao sistdlica foi semelhante (p = 0,7510) em todos o0s grupos
estudados: SHAM: 63,9 + 4,2%, mIM: 61,1 £ 2,2%; mIM+BMC: 66,1 + 4,5%; IM:
61,7 £ 4,1% e IM+BMC: 67,0 £ 2,3% de aumento em relagdo ao valor basal. No
grupo SHAM houve aumento concomitante das dP/dtmsx positiva (59,0 £ 7,0%) e
negativa (70,7 £ 16,9%). Este aumento foi menor no grupo mIM (35,3 +7,4% e 8,7
16,8% respectivamente, p = 0,0406 vs. SHAM) e inexistente no grupo IM (5,9
3,4% e -24,3 £ 6,3% respectivamente, p < 0,001 vs. SHAM), enquanto nos grupos
que receberam BMC, esta resposta foi semelhante a normal (mIM+BMC: 56,3 *
8,3% e 36,4 + 12,5% respectivamente, p = 0,0602 vs. mIM; e IM+BMC: 54,7 £ 6,3%
e 27,3 + 7,3% respectivamente, p < 0,001 vs. IM).

Embora estatisticamente significante em alguns grupos (Tabela 6), o
decréscimo na frequéncia cardiaca foi muito pequeno, provavelmente em
decorréncia do bloqueio barorreflexo causado vagotomia bilateral. Ademais, em
todos os grupos, as intensidades destas bradicardias foram semelhantes (SHAM: -
3,3 £ 1,2%, mIM: -1,8 + 1,3%; mIM+BMC: -0,8 + 0,8%; IM: -3,7 + 1,5 e IM+BMC: -
2,6 + 0,9%, p = 0,4075).
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No grupo SHAM, a PDfVE aumentou estatisticamente (Tabela 6) quando
comparado o pico da sobrecarga pressorica ao seu estado basal, embora esta
magnitude de aumento (2,9 + 0,8 mm Hg) continua dentro dos padrées normais. Ja
o grupo mIM cursou com aumento superior na PDfVE (14,5 + 2,1 mm Hg de
aumento, p < 0,01 vs. SHAM), enquanto em mIM+BMC o aumento (4,6 + 1,0 mm
Hg, p < 0,05 vs. mIM) foi semelhante ao grupo SHAM. O mesmo ocorreu com o
grupo IM que cursou com expressivo aumento (29,9 £ 3,5 mm Hg de aumento, p <
0,001 vs. SHAM), enquanto em IM+BMC, a PDfVE elevou-se muito pouco (5,5 *
1,1% de aumento, p < 0,001 vs. IM) também indistinguivel do SHAM.

A analise do comportamento do débito cardiaco, volume sistdlico ejetado e
trabalho sistélico durante a sobrecarga subita foi bastante complementar e
esclarecedora as acima descritas.

O grupo SHAM, assim como no estudo preliminar do Anexo 2, apresentou
discreta redugédo do débito cardiaco (6,5 £ 7,5% de redug&o) e do volume sistolico
ejetado (8,6 £ 4,2% de redugdo). Entretanto, esta queda foi significantemente mais
intensa nos grupos infartados, e proporcional a extensao do infarto (DC: mIM = 45,5
+ 78% e IM = 71,3 £ 3,7% de redugao, p < 0,01 e p < 0,001 vs. SHAM
respectivamente; VSE: mIM =457 £+ 4,4% e IM = 63,3 + 4,5% de reducgao, p < 0,001
ambos vs. SHAM). Porém, os grupos tratados apresentaram comportamento
semelhante ao SHAM, com prevencgao significante da queda na ejecao ventricular
(DC: mIM+BMC = 12,8 £ 6,7% e IM+BMC = 16,2 + 2,8% de redugéo, p < 0,01 e p <
0,001 vs. mIM e IM respectivamente; e VSE: mIM+BMC = 12,2 £ 6,5% e IM+BMC =
19,7 + 2,8% de reducgao, p < 0,001 vs. mIM e IM respectivamente).

O trabalho sistélico dos animais SHAM aumentou em 58,4 + 8,0%, enquanto
decaiu significativamente nos grupos mIM (21,1 £ 8,9% de redugéo, p < 0,001 vs.
SHAM) e IM (54,6 + 7,4% de reducgao; p < 0,001 vs. SHAM) denunciando o prejuizo
no desempenho ventricular. De forma interessante, os grupos tratados, mesmo com
consideraveis tamanhos de infarto, cursaram com aumento na geragao de trabalho
em 49,3 + 7,8% nos mIM+BMC (p < 0,001 vs. mIM) e 41,5 + 3,8% nos IM+BMC (p <
0,001 vs. IM).
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Tabela 6 - Parametros hemodinamicos antes e no pico da sobrecarga.

SHAM mIM mIM+BMC IM IM+BMC
(n=8) (n=6) (n=8) (n=7) (n=8) P
PSVE
Basal 111,322 108251 105341  1081+37  101,6%32 g 3960
Pico 187,3+6,3  1738+58 174684  1709+86  1699+65  0,2606
PDfVE
Basal 36+0,8 54+13 22+0,6 14,1 £ 2,4* 4,6+ 0,5# <0,001
Pico 72+11" 19,9+22™%  71+0,9"  440+42™ 101+11"  <0,001
FC
Basal 371+ 11 350 + 16 340 £ 13 353 £ 10 36010 01740
Pico 358+ 10" 344 £ 17 337 12 338+ 10" 35011 0,1989
+dP/dt s
Basal 90.723+976  8438+481 9.285:356 7.673+808 8.839:t474 (41618

Pico 15.106 + 1.077' 10.960 + 565 14.717 + 714' 8268 £794* 43415+ 592" <0,001

-dP /At s
Basal  -5:244%411 -4715:388 -5558+360 -5046+534 -4.887+277 (5995
Pico 894246 11" -5.132+685" 74251604 -2.830%1199* §425+475" <0,001

IC
Basal 187 + 23 191 + 16 161 + 12 213+ 11 19217 0 2411
Pico 17527 95+ 13" 13110 6412 160+ 16"  <0,001

IVSE

Basal  0,596+0,046 0,590+0,054 0,589+0,045 0,614+0,055 0,530%0,041 g 1048

Pico 0,541+0,043 (298 + 0,035 0,484 £0,025 246+ 0,047 * 0,421 + 0,032 <0,001
ITS

Basal 086011 089013 081£010 1,03%010 090007 g 1048

Pico 1,34+0,16  068+0,18  117+0,12 050£0,11* 1,27+0,09" 0,0084

Média £ e.p.m. dos parametros hemodinamicos adquiridos antes (basal) e durante (pico) da
sobrecarga pressoérica subita. PSVE = presséo sistoélica do VE (mm Hg); PDfVE = pressao
diastdlica final do VE (mm Hg); dP/dt.sx = derivadas maximas positiva € negativa da pressao
intraventricular (mm Hg.s™); IC = indice cardiaco (ml.min™.kg™); IVSE = indice do volume
ejetado (ml.kg™); e ITS = indice do trabalho sistélico (g-m.bat™.kg™”). Tp < 0,05 Pico vs. basal;
*p < 0,05 vs. SHAM; *p < 0,05 vs. ndo-tratado; e Sp < 0,05 vs. mIM. ANOVA 2-vias seguida do
teste post-hoc de Bonferroni.
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Figura 6 — Média + e.p.m. das alteragdes nos parametros hemodinamicos promovidas por
sobrecarga pressorica. Os dados estdo representados como % em relacdo a condigédo
basal. (exceto PDfVE, representada como mm Hg de aumento). Os valores positivos e
negativos resultam do aumento ou diminuicao respectivamente. ANOVA 1-via seguida do
teste post-hoc de Bonferroni.
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4.8.2.1. Correlagbes

Foram construidas relagbes entre o aumento percentual na pressao e as
mudangas percentuais no VSE e TS, resultando em correlagdes lineares
representadas nas Figuras 7 e 8.

A relagédo estabelecida entre a sobrecarga pressorica e VSE (Figura 7) néo
apresentou significancia estatistica no grupo SHAM, indicando que este parametro
nao se modifica significativamente com o aumento da pds-carga até os niveis
estudados. Nao obstante, estas correlagbes nos grupos infartados sem terapia
apresentaram significante negatividade, com inclinagdes médias inferiores nos miM
(p < 0,001 vs. SHAM) e nos IM (p < 0,001 vs. SHAM e p < 0,01 vs. mIM), enquanto
0s grupos tratados com BMC correlacionaram estes dois fatores de forma muito
semelhante ao grupo SHAM, com inclinagdes médias superiores aos n&o tratados
em mIM+BMC (p < 0,001 vs. mIM) e IM+BMC (p < 0,001 vs. IM).

Em adicao, as correlagdes entre a sobrecarga e geracao de trabalho (Figura
8) foram significantes e positivas no grupo SHAM (p < 0,0001 e r = 0,7346 pelo teste
de Person) e negativas nos grupos miM (p < 0,0001 e r =-0,7624) e IM (p < 0,0001
e r = -0,7962), mas significantemente positivas em mIM+BMC (p < 0,0001 e r =
0,8302; p < 0,001) e IM+BMC (p < 0,0001e r=0,7417, com inclinagao = 0,52 £ 0,05;
p < 0,001). Os valores de inclinagao dessas retas formadas foram estatisticamente
menores nos grupos mIM (p < 0,001) e IM (p < 0,001) em relagdo ao grupo SHAM,
enquanto nos grupos mIM+BMC (p < 0,01 vs. mIM) e IM+BMC (p < 0,0001 vs. IM)

foram maiores que nos néao tratados e semelhantes ao SHAM.
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Relagéo entre o aumento da pds-carga e volume ejetado pelo coragéo
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Figura 7 — Relagao entre sobrecarga pressérica e variacao do volume sistélico ejetado
(alteracbes percentuais). A tabela representa a média + e.p.m. dos coeficientes de
inclinacdo das retas (slope). *p < 0,05 vs. SHAM; #p < 0,05 vs. ndo-tratado; e $p < 0,05 vs.
mIM. ANOVA 1-via seguida do teste post-hoc de Bonferroni.
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Relagéo entre o aumento da pds-carga e geracao de trabalho pelo coragéo
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Figura — Relagao entre sobrecarga pressoérica e variagao do trabalho sistélico (alteracdes
percentuais). A tabela representa a média + e.p.m. dos coeficientes de inclinagao das retas
(slope). *p < 0,05 vs. SHAM; ?p < 0,05 vs. ndo-tratado; e Sp < 0,05 vs. mIM. ANOVA 1-via
seguida do teste post-hoc de Bonferroni.
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4.9. Estudo in vitro da mecanica do miocardio remanescente ao infarto

As massas dos musculos papilares situaram-se entre 1,6 e 7,8 mg. A massa
média desses musculos que representa cada grupo experimental foi: SHAM = 3,96
+ 0,40 mg, mIM = 4,74 + 0,39 mg, mIM+BMC = 3,59 + 0,25 mg, IM = 5,15 + 0,58 mg,
e IM+BMC = 3,32 + 0,27 mg; com diferenga estatistica somente entre IM e IM+BMC
(p < 0,05). Com a determinagdo do comprimento 6timo (Lmax), resultaram os
seguintes valores médios: SHAM = 5,00 £ 0,27 mm, mIM = 4,22 + 0,43 mm,
mIM+MBC = 4,57 £ 0,33 mm, IM = 4,10 + 0,37 mm, e IM+BMC = 4,41 + 0,31 mm;
sem diferencas estatisticamente significantes. A estimacdo da area da seccéao
transversa dos musculos papilares demonstrou valores estatisticamente maiores (p
< 0,05) nos grupos mIM (1,14 + 0,06 mm?) e IM (1,25 + 0,10 mm?) em relagdo aos
grupos SHAM (0,79 + 0,06 mm?) e tratados com BMC (mIM+BMC: 0,79 + 0,05; e
IM+BMC: 0,77 + 0,06 mm?).

Apos estabilizagcado das preparacdes dos musculos papilares em Lz, foram
determinados os valores dos parametros de contratilidade (Figura 9). Os valores de
tensdo desenvolvida (TD) pelos musculos papilares apresentaram-se deprimidos de
forma significativa nos grupos mIM (3,85 + 0,38 g.mm™; p < 0,01) e IM (2,38 + 0,25
g.mm?; p < 0,001) quando comparados ao grupo SHAM (6,07 + 0,31 g.mm?). O
mesmo comportamento foi notado para a maxima derivada positiva de tensao
(+dT/dtmsx), menores em mIM (34,2 + 3,2 gmm™?/s; p < 0,01) e IM (20,4 + 2,28
g.mm?/s; p < 0,001) que em SHAM (51,4 + 2,3 g.mm™/s). Contudo, os grupos
tratados com BMC apresentaram niveis equivalentes aos SHAM tanto para TD
(mIM+BMC: 5,51 + 0,50 g.mm? IM+BMC: 5,64 + 0,41 g.mm?) quanto para
+dT/dtmax (MIM+BMC: 46,0 + 4,1 g.mm™/s; IM+BMC: 46,5 + 3,1 g.mm™/s). Vale a
pena destacar que o grupo IM+BMC apresentou valores estatisticamente superiores
(p < 0,001) que seu grupo par nao tratado (IM). A maxima derivada negativa da
tensdo (-dT/dtmsx) estava moderadamente deprimida em mIM (-16,1 + 1,9 g.mm?/s)
e de forma estatisticamente significante em IM (-11,9 + 1,3 g.mm™/s; p < 0,05) em
relacdo ao SHAM (-21,8 + 1,4 g.mm™/s), enquanto os grupos mIM+BMC (-21,5 + 2,9
g.mm?/s) e IM+BMC (-21,7 + 1,8 g.mm™/s) apresentaram esse parametro em niveis
normais. Ademais, apesar das diferencas numéricas, nenhuma diferenca
estatisticamente significante foi notada entre os grupos quando se avaliou a tensao
de repouso (SHAM: 1,10 £ 0,10; mIM: 1,06 + 0,12; mIM+BMC: 1,01 + 0,07; IM: 1,10
+ 0,12; IM+BMC: 1,07 £ 0,10 g.mm'Z; p = 0,9658); o tempo para atingir o pico de
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tensdo (SHAM: 189 £ 12; mIM: 206 £ 13; mIM+BMC: 195 £ 8; IM: 220 + 8; IM+BMC:
189 £ 8 milissegundos; p = 0,3397); e o tempo para atingir 50% do relaxamento
(SHAM: 193 + 12; mIM: 198 £ 21; mIM+BMC: 183 £ 13; IM: 227 + 15; IM+BMC: 181
+ 13 milissegundos; p = 0,2798).
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Figura 9 — Média + e.p.m. dos pardmetros analisados da mecéanica dos musculos papilares.
dT/dt,ax = derivadas maximas positiva e negativa de tensédo; TPT = tempo para atingir o
pico de tensdo; e TR 50% = tempo para relaxar 50%. *p < 0,05 vs. SHAM:; *p < 0,05 vs. nao-
tratado. ANOVA 1-via seguida do teste post-hoc de Bonferroni.
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4.9.1. Relagao entre estiramento miocardico e tensao

92%  94% 96% 98% 100% do Lmax

4.0

Gramas

2.0

0.0-
60 -

30

dT/dt

804
2 minutos

llustragdo 4 — Registros tipicos da forca desenvolvida e derivada de forgca durante
estiramento progressivo dos musculos papilares de 92 a 100% do L,s. Registros foram
obtidos em um animal controle (SHAM).

A projecado, no plano cartesiano, da tensdo desenvolvida em fungdo dos
comprimentos em repouso utilizados (de 92 a 100% do comprimento 6timo, Lmax)
resultou em regressoes lineares, conforme pode ser observado no respectivo grafico
da Figura 10 e expressos pela equacdo y = b.x + a. Os coeficientes de
determinagdo da regressdo linear (/) foram estatisticamente significantes com
valores médios em: SHAM = 0,97 = 0,01; mIM = 0,96 + 0,01; mIM+BMC = 0,93 *
0,02; IM = 0,97 £ 0,01; e IM+BMC = 0,94 = 0,02. Os coeficientes de inclinagao
dessas retas de regressdo (b, em g.mm? / % do Lns) Se mostraram sensivelmente
deprimidos nos grupos infartados (mIM: 0,193 + 0,011; p < 0,05; e IM: 0,126 *
0,024; p < 0,001) comparados ao grupo SHAM (0,292 + 0,016) sugerindo
sensibilidade miocardica ao estiramento deprimida, enquanto mIM+BMC (0,2546 +
0,021; p < 0,05 vs. mIM) e IM+BMC (0,256 £+ 0,026; p < 0,01 vs. IM) foram
estatisticamente indistinguiveis de SHAM. As distribuicdes dos valores da +dT/dtmax
em funcdo dos diferentes comprimentos musculares utilizados (Figura 10) também

formaram regressdes lineares com satisfatorios coeficientes de determinacdo das
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retas (©* = SHAM: 0,93 + 0,01; mIM: 0,96 + 0,01; mIM+BMC: 0,95 + 0,01; IM: 0,95 +
0,01; e IM+BMC: 0,95 £ 0,02). Dessa forma, o aumento da capacidade contratil em
resposta ao estiramento se mostrou deprimido no grupo IM, considerando seu
coeficiente de inclinagdo b (em g.mm?2.s” / % do Lms) em comparagdo ao grupo
SHAM (IM: 0,99 + 0,15 vs. SHAM: 1,98 + 0,17; p < 0,01). Apesar de numericamente
menor, mIM (1,23 + 0,21; p > 0,05) nao foi estatisticamente diferente de SHAM.
Todavia, este parametro analisado nos grupos submetidos a terapia celular foi
semelhante ao do grupo SHAM, com IM+BMC apresentando inclinagbes

estatisticamente superiores que IM (2,06 £ 0,19; p < 0,01).

Resposta contratil ao estiramento (relacao de Frank-Starling)
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Figura 10 — Relacdo entre estiramento (% do L) € tensdo desenvolvida (A) e derivada
maxima de tensao (B). Os graficos de barras representam (média * e.p.m.) dos coeficientes
de inclinagdo (em C e D) das curvas A e B respectivamente. *p < 0,05 vs. SHAM; *p < 0,05
vs. ndo-tratado. ANOVA 1-via seguida do teste post-hoc de Bonferroni.

RESULTADOS



65

Como a disposigdo no plano cartesiano da tensdo passiva frente ao
estiramento configurou-se como uma regressao nao-linear, foi feita transformagao
dos seus valores para logaritmo (Figura 11). Apos esta transformacao, foi possivel
observar que quando submetido ao estiramento, a TR dos musculos do grupo IM
elevou-se para niveis visivelmente maiores e com inclinagdo numericamente
superior em (IM: 0,196 £ 0,024 Log TR / % do Lnsx) que nos demais (SHAM: 0,150 £
0,010; mIM: 0,161 + 0,016; mIM+BMC: 0,141 £ 0,015; e IM+BMC: 0,149 + 0,014)

embora sem alcancar significancia estatistica (p = 0,0558).
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Figura 11 — Relacao entre estiramento (% do L) € tensdo de repouso. Os graficos de
barras representam (média + e.p.m.) dos coeficientes de inclinagdo das retas. Nao foi
identificada significancia estatistica (p = 0,1961). ANOVA 1-via seguida do teste post-hoc de
Bonferroni.

4.9.2. Resposta contratil apos pausa de estimulo

Conforme ilustrado na Figura 12, a execugédo deste protocolo demonstrou
que, no miocardio saudavel, a contracdo pos-pausa de estimulos elétricos é
superior a contracao anterior, e que a potenciagao da contracdo € proporcional ao
tempo de pausa utilizado. Entretanto, a potenciacdo pds-pausa foi substancialmente
deprimida em mIM e quase abolida em IM. A contragado relativa (contragdo pos-
pausa/contracdo pré-pausa) para a maior pausa utilizada (60 segundos) foi
significativamente inferior em mIM (1,13 £ 0,02) e IM (1,07 £ 0,01) em relagdo ao
SHAM (1,26 + 0,01). Os musculos dos grupos tratados com BMC exibiram
comportamento melhor que os né&o tratados e sem diferenga estatistica em relagéo
ao SHAM, ainda que apresentassem niveis numericamente inferiores a este
(mIM+BMC: 1,21 + 0,02; e IM+BMC: 1,19 = 0,02). Para simplificacdo da analise
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estatistica desses resultados, foram calculadas as areas compreendidas abaixo das
curvas formadas pela relagao entre a contragao pés-pausa e o tempo de pausa de
estimulo. Dessa maneira, notaram-se valores estatisticamente inferiores nos grupos
mIM (5,77 £ 0,96 unidades arbitrarias; p < 0,01) e IM (3,25 £ 0,67 u.a.; p < 0,001)
em relacédo ao SHAM (10,0 + 0,5 u.a.) enquanto nos grupos mIM+BMC (8,08 + 0,84
u.a.; p = 0,09 vs. mIM, nao significante) e IM+BMC (7,90 £ 0,90 u.a.; p < 0,001 vs.

IM) foram superiores aos nao tratados e préoximos ao SHAM.

g G5 10s 1553 30s 453 60s
v v
w 6_
E
T4
[=]
2|
h 1 min
8 - SHAM miM miM+BMC IVl IM+BMC
w 6_
E
T 4
[=]
0 ! i
BT |
20s Pausa de 30 s
1.40q -O-SHAM 1 SHAM
o -&-miM == miM
T 1.324 -3- mIM+BMC = mIM+BMC
o —A— M . (M
8 ~Ac- IM+BMC IM+BMC
S 1.244
g_ g 12+
8 5 -
Q& 1.164 o 9
@ o *
& £ 6 T
£ 1.089 ®©
o]
Q @©
(&) o 3
)
1.00- <

o

Periodo de pausa no estimulo

Figura 12 — llustragdes (acima) mostram a resposta frente a pausa de estimulos elétricos
em um experimento controle (SHAM) e exemplos tipicos de cada grupo para pausa de 30 s.
Os graficos: A, Relacdo entre duragao da pausa no estimulo elétrico e a contracdo relativa
(pbs-pausa / pré-pausa). B, Média + e.p.m. das areas abaixo das curvas de A. *p < 0,05 vs.
SHAM; #p < 0,05 vs. ndo-tratado. ANOVA 1-via seguida do teste post-hoc de Bonferroni.
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4.9.3. Resposta contratil miocardica ao calcio 2,5 mM
O aumento na concentracao de calcio na solugcado nutridora para o musculo
papilar de 1,5 mM para 2,5 mM promoveu elevacao na contratilidade (llustragao 5) e

os dados referentes aos grupos experimentais estao representados na Figura 13.
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llustragao 5 — Registro tipico da resposta contratil frente ao aumento da concentragéo de
Ca*? na solugo nutridora. Registro obtido em um animal controle (SHAM).

O aumento da TD com calcio 2,5 mM foi estatisticamente inferior somente em
IM (15,6 £ 3,8% de aumento; p < 0,05) em relagdo ao SHAM (57,4 £ 10,0%). O
grupo mIM também teve aumento inferior (31,0 £ 3,0 %), mas abaixo do nivel de
significancia (p = 0,1130). Entretanto, os grupos mIM+BMC e IM+BMC elevaram a
TD em niveis indistinguiveis do SHAM (51,4 £ 9,8; e 48,7 £ 5,7% respectivamente, p
> 0,05).

Comportamento semelhante foi evidenciado para a +dT/dtnhax, com aumentos
em mIM+BMC (41,2 £ 8,1%) e IM+BMC (47,9 £ 8,4%) superiores a mIM (29,7 £
2,7%) e IM (17,6 £ 3,7%) e proximos ao SHAM (53,2 + 6,0%). Resultados similares
foram verificados para a -dT/dtmax (SHAM: 38,6 + 4,4; mIM: 15,2 £ 2,6; IM: 13,3 £
2,6; mIM+BMC: 35,0 + 5,2; e IM+BMC: 31,1 £ 8,0%).

Na avaliagdo da TR, embora a analise de variancia nao tenha alcangado nivel
de significancia estatistica (p = 0,054), o teste post-hoc de Bonferroni evidenciou
aumento de 6,3 = 2,0% no grupo IM significantemente maior (p < 0,05), sem
diferengas importantes entre os demais grupos (SHAM: 1,7 + 0,6; mIM: 2,9 + 1,3;
mIM+BMC: 2,1 £ 0,6; e IM+BMC: 2,5 + 0,8%).
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Figura 13 — Efeito do aumento de Ca?* na solugéo nutridora (2,5 mM) sobre os parametros
contrateis do musculo papilar isolado. As barras representam médias + e.p.m. das
alteragdes relativas. *p < 0,05 vs. SHAM; #p < 0,05 vs. ndo-tratado. ANOVA 1-via seguida
do teste post-hoc de Bonferroni.
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Apesar das diferencas entre os aumentos nas velocidades de contragao
(+dT/dtmsx) € relaxamento (-dT/dtmzx), nenhuma diferenca foi observada entre o
comportamento dos parametros temporais de contracdo (TPT) e relaxamento (TR

50%) dos grupos estudados.

4.9.4. Resposta contratil ao isoproterenol
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llustragao 6 — Registro tipico da resposta contratil & de isoproterenol a solugdo nutridora.
Registro obtido em musculo papilar de animal controle (SHAM).

A adicdo do agonista B-adrenérgico isoproterenol a solugdo nutriente cursou
com efeito inotrépico positivo no grupo SHAM (llustragao 6 e Figura 14). Entretanto,
o aumento da TD dos grupos mIM (25,8 £ 3,9%; p < 0,05) e IM (16,5 = 2,1%; p <
0,01) mostraram-se deprimidos quando comparados ao grupo SHAM (41,9 + 4,0%),
mas em miM+BMC e IM+BMC o aumento (404 * 7,3% e 37,2 + 3,8%
respectivamente) foi equivalente aos controles. A elevagao da +dT/dtnax foi de 73,0
t 8,5% no grupo SHAM, e os grupos infartados mIM (34,7 £ 3,4%; p < 0,05) e IM
(24,3 £ 2,9%; p < 0,01) tiveram aumentos significativamente inferiores. Porém, os
grupos tratados com BMC apresentaram respostas numericamente superiores e
indistinguiveis de SHAM do ponto de vista estatistico (mIM+BMC: 67,9 + 10,4%; e
IM+BMC: 58,2 + 5,8%).

Ademais, o tempo de contracdo também reduziu com o isoproterenol. O TPT
diminuiu em aproximadamente 19,4 + 1,1% nos SHAM, mas esta redug¢ao foi menor
em mIM (11,3 £ 1,9% de reducéo; p < 0,01 vs. SHAM) e IM (8,3 + 1,8% de reducao;
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p < 0,001 vs. SHAM) e preservada em mIM+BMC (-19,4 + 1,8% de reducgao; p <
0,05 vs. mIM) e IM+BMC (-19,4 + 1,3% de redugdo; p < 0,001 vs. IM).
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Figura 14 - Efeito do isoproterenol (5 uM) na solugcdo nutridora sobre os parametros
contrateis (média + e.p.m. das alteracdes % em relagdo ao basal). *p < 0,05 vs. SHAM; #p <
0,05 vs. ndo-tratado. ANOVA 1-via seguida do teste post-hoc de Bonferroni.
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Embora a tensao de repouso das preparagdes nado tenha se modificado de
forma significante (SHAM: 0,6 + 0,8%; mIM: 0,7 £ 1,2%; IM: 1,1 + 0,9%; mIM+BMC:
0,2 £ 2,4%; e IM+BMC: 0,6 + 0,5% de aumento), o isoproterenol estimulou também
o relaxamento miocardio, indicado pelo aumento na -dT/dtnhsx de forma importante
no grupo SHAM (85,6 + 7,0% de aumento). Todavia, com comportamento
semelhante ao dos parametros sistolicos, esta resposta também foi deprimida em
IM (37,9 + 7,3% de aumento; p < 0,05 vs. SHAM) e mesmo nos mIM (48,2 + 5,8%; p
< 0,05 vs. SHAM), mas superiores aos néo tratados e similares ao SHAM nos
grupos tratados com BMC (mIM+BMC: 87,8 + 12,7%; e IM+BMC: 84,3 £ 11,9%).

O tempo de relaxamento reduziu 27,9 + 1,6% no SHAM, mas apenas 15,2 +
24% (p < 0,05 vs. SHAM) e 7,3 + 3,5% (p < 0,001 vs. SHAM) nos mIM e IM
respectivamente, também inferiores aos mIM+BMC (34,8 £ 3,3% de reducéo; p <
0,001 vs. mIM) e IM+BMC (33,5 + 2,6%; p < 0,001 vs. mIM e IM).

4.10. Western blotting das proteinas relacionadas a cinética do calcio.

A analise do nivel de expressao das proteinas estudadas (Figuras 15 a 19) foi
feita pela leitura da densidade oOptica absoluta das bandas seguida pela indexagéo
desses valores como percentual do grupo SHAM para as amostras de cada
membrana de PVDF. Esta manobra manteve as caracteristicas identificadas, com a
vantagem de que os desvios em relagdo a média de cada grupo foram reduzidos e,
dessa maneira, o poder estatistico das analises aumentou.

O conteudo da SERCA2 (Figura 15) detectado no grupo miM foi
numericamente menor, com expressao protéica de 65,8 + 6,6 % em relagdo ao
SHAM, embora ndo alcancgasse nivel estatistico de significancia (p > 0,05). Ja a
analise do grupo IM demonstrou significante diminuicdo da densidade Optica com
apenas 53,6 £ 5,8 % da medida dos SHAM (p < 0,01). Ademais, os grupos tratados
tiveram niveis proximos ao SHAM e superiores aos dos grupos nao tratados
(mIM+BMC: 84,2 £ 11,9 % do SHAM, p > 0,05 vs. mIM; e IM+BMC: 94,8 + 9,8 % do
SHAM, p < 0,05 vs. IM).

Como representado nos graficos da Figura 16 e 17, os grupos com infartos
também apresentaram niveis inferiores tanto na expresséao do PLB total (mIM: 72,3
+ 3,7 % do SHAM, p < 0,05; e IM: 52,6 + 9,3 % do SHAM, p < 0,001), quanto da sua
forma fosforilada na serina-16 (71,0 £ 6,0 % do SHAM, p > 0,05; e IM: 35,0 + 10,3 %

do SHAM, p < 0,001). Porém, essas alteragdes pareceram ser prevenidas nos
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animais BMC (PLB = mIM+BMC: 83,4 + 7,1 % do SHAM, apesar de p > 0,05 vs.
mIM; e IM+BMC: 89,2 + 6,7 % do SHAM, p < 0,01 vs. IM; e PLB-Ser'® = mIM+BMC:
104,2 £ 14,5 % do SHAM, apesar de p > 0,05 vs. mIM; e IM+BMC: 90,0 + 7,8 % de
SHAM, p < 0,01 vs. IM).
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Figura 15 — Radiofotografia das bandas tipicas de western blot e respectivos niveis de
expressdo protéica (% em relacgdo ao SHAM) da Ca®*-ATPase sarcoplasmatica no
miocardio remoto ao infarto. As barras representam médias + e.p.m. *p < 0,05 vs. SHAM; #p
< 0,05 vs. nado-tratado. ANOVA 1-via seguida do teste post-hoc de Bonferroni.
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Figura 16 — Radiofotografias das bandas tipicas de western blot e respectivos niveis de
expressao protéica (% em relagdo ao SHAM) do fosfolamban totalnas mesmas amostras
colhidas no miocardio remoto ao infarto (n = 6 para cada grupo). As barras representam

médias + e.p.m. *p < 0,05 vs. SHAM; *p < 0,05 vs. ndo-tratado. ANOVA 1-via seguida do
teste post-hoc de Bonferroni.
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Figura 17 — Radiofotografias das bandas tipicas de western blot e respectivos niveis de
expressao protéica (% em relacdo ao SHAM) do fosfolamban fosforilado na serina-16 nas
amostras colhidas no miocardio remoto ao infarto. As barras representam médias + e.p.m.

*p < 0,05 vs. SHAM; #p < 0,05 vs. nao-tratado. ANOVA 1-via seguida do teste post-hoc de
Bonferroni.

O remodelamento do miocardio remoto ao infarto também cursou com
alteragdes na expressao protéica do NCX como pode ser observado na Figura 18.
Todavia, ainda que nao tenham sido identificadas alteragdes perceptiveis nos
animais com moderados infartos (mIM: 89,2 + 6,9 % do SHAM; e mIM+BMC: 90,3 +
19,8 % do SHAM), o aumento significante na expressao desta proteina encontrado
no grupo IM (198,3 + 29,2 % do SHAM, p < 0,05 vs. SHAM) foi totalmente prevenido
no grupo IM+BMC (87,8 + 11,1 % do SHAM, p < 0,01 vs. IM).
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Figura 18 — Radiofotografia das bandas tipicas de western blot e respectivos niveis de
expressdo protéica (% em relagdo ao SHAM) do trocador Na‘'/Ca*? em amostras do
miocardio remoto ao infarto. As barras representam médias + e.p.m. *p < 0,05 vs. SHAM; #p
< 0,05 vs. nao-tratado; e p < 0,05 vs. mIM. ANOVA 1-via seguida do teste post-hoc de
Bonferroni.
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No estudo das isoformas 1 e 2 da subunidade a da Na'/K'-ATPase
representado nos graficos da Figura 19, nenhuma alteragao foi identificada (p =
0,9369) na expressao protéica da isoforma a4 entre os grupos estudados (mIM: 92,0
+ 10,5%; mIM+BMC: 95,3 £ 7,5%; IM: 93,3 £ 4,1%; e IM+BMC: 93,0 £ 6,0% do
SHAM). Todavia, a expressao da isoforma a, foi significantemente inferior nos
grupos miM (47,0 £ 9,9%; p < 0,01 vs. SHAM) e IM (35,5 + 9,7%; p < 0,01 vs.
SHAM), e em niveis intermediarios e estatisticamente indistinguiveis do grupo
SHAM nos mIM+BMC (60,8 + 10,5% do SHAM) e IM+BMC (62,5 £+ 16,2% do
SHAM) embora ainda exibissem valores reduzidos.
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Figura 19 — Radiofotografias das bandas tipicas de western blot e respectivos niveis de
expressado protéica (% em relagdo ao SHAM) das subunidades a; e a, da Na'/K*-ATPase
de amostras do miocardio remoto ao infarto. As barras representam médias £ e.p.m. *p <

0,05 vs. SHAM; #p < 0,05 vs. nao-tratado. ANOVA 1-via seguida do teste post-hoc de
Bonferroni.
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4.11. Estudos morfolégicos por histologia

4.11.1. Volume nuclear do cardiomiocito remanescente ao infarto
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A Figura 20 representa graficamente as medidas do volume nuclear, usado
como indice de hipertrofia do cardiomiécito, e que foi significativamente aumentado
nos grupos mIM (188,3 + 7,5 uym>) e IM (219,3 + 9,3 ym®) comparado ao volume
nuclear calculado a partir de regides equivalentes de coragdes do grupo SHAM
(129,3 + 7,9 ym®). De forma interessante, ambos os grupos submetidos & terapia
celular apresentaram volumes nucleares estatisticamente menores que seus
respectivos grupos nao tratados (mIM+BMC: 147,5 + 7,8 ym>; p < 0,05 vs. mIM, e
IM+BMC: 165,3 + 8,4 um® p < 0,001 vs. IM). Todavia, o grupo IM+BMC ainda se
mostrou diferente do grupo SHAM (p < 0,05), sugerindo prevengao parcial em

relagéo aos grupos infartados e mantendo, portanto, certo grau de hipertrofia.
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Figura 20 — Volume nuclear dos cardiomiocitos (média + e.p.m.) calculados de amostras da

parede miocardica septal. *p < 0,05 vs. SHAM; *p < 0,05 vs. ndo-tratado. ANOVA 1-via
seguida do teste post-hoc de Bonferroni.

4.11.2. Quantificagao do colageno no miocardio remanescente ao infarto
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A quantificacdo do percentual de colageno intersticial (Figura 21) no
miocardio remanescente nos mIM (1,84 + 0,08% da area analisada) nao foi
estatisticamente diferente (p = 0,0679) das medidas adquiridas em regides
equivalentes no SHAM (1,53 + 0,12%). Ainda que a média dos mIM+BMC
(mIM+BMC: 1,67 £ 0,08%) fosse intermediaria, ndo foi estatisticamente diferente do

mIM (p = 0,1753). Contudo, a fibrose intersticial do miocardio remoto do grupo IM foi
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significativa (2,37 £ 0,12%; p < 0,001 vs. SHAM e p < 0,01 vs. mIM) enquanto os
valores do grupo IM+BMC foram menores (1,89 + 0,06%; p < 0,01 vs. IM) e

estatisticamente indistinguiveis do grupo SHAM.
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Figura 21 — Fibrose intersticial do miocardio remanescente ao infarto (percentagem de
colageno na area analisada) marcada pela coloragdo com picrossirius red. *p < 0,05 vs.
SHAM; #p < 0,05 vs. ndo-tratado; e §p < 0,05 vs. mIM. ANOVA 1-via seguida do teste post-
hoc de Bonferroni.

4.11.3. Espessura média do miocardio remanescente e da cicatriz do infarto

Estes resultados encontram-se graficamente representados na Figura 22. A
espessura média da parede miocardica representada pelo septo interventricular
apresentou-se inalterada em todos os grupos estudados (SHAM: 1.335 + 37; mIM:
1.346 + 48; mIM+BMC: 1.335 + 33; IM: 1.411 + 36; e IM+BMC: 1.333 + 44 ym de
espessura, p = 0,5508).

Ja a avaliacao da espessura do miocardio intimamente envolvido pelo infarto,
mostrou que a espessura da por¢cdo média da cicatriz formada pelo infarto foi, como
ja esperado, menor que a medida na parede tanto nos coragbes com moderados
(mIM: 829 £ 37 ym; p < 0,001) e grandes infartos (IM: 634 £ 46 um; p < 0,001),
quanto dos grupos tratados mIM+BMC (1.035 + 42 ym; p < 0,001) e IM+BMC (930 %
41 ym, p < 0,001). Nao obstante, a analise em separado da espessura média da
cicatriz dos grupos experimentais ainda demonstrou que a espessura da porgao

média da cicatriz do infarto foi estatisticamente maior nos grupos tratados com BMC
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em relacédo aos seus respectivos grupos nao tratados (p < 0,05 mIM+BMC vs. mIM;
e p < 0,001 IM+BMC vs. IM).
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Figura 22 — Espessura média da parede miocardica remota a area de infarto (septo
interventricular) e da porgdo média da cicatriz do infarto. As barras representam médias *

e.p.m. #p < 0,05 vs. ndo-tratado; e Sp < 0,05 vs. mIM. ANOVA 1-via seguida do teste post-
hoc de Bonferroni.
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4.11.4. Analise dos capilares sangiiineos na zona de transi¢cdo e no miocardio
remoto ao infarto

Considerando que trabalhos prévios da literatura demonstraram aumento
significante da angiogénese na zona de transigdo entre o infarto e o tecido viavel,
fez-se necessario para a presente investigacdo a quantificagdo dos capilares
sanguineos nestes grupos experimentais (exemplos tipicos na Figura 23).

Para tanto, os cortes histolégicos foram submetidos a coloragcdo de PAS e os
resultados encontram-se representados graficamente na Figura 24. A respeito da
zona de transicéo, é digno de nota que além da terapia celular promover aumento
na densidade capilar tanto nos moderados (mIM+BMC: 2805 + 109 vs. mIM: 1933 £
183 capilares/mm?; p < 0,001) quanto grandes infartos (IM+BMC: 2702 + 81 vs. IM:
1981 + 115 capilares/mm? p < 0,01), também houve aumento significativo na
relagéo capilar/cardiomiécito (mIM+BMC: 1,658 + 0,065 vs. mIM: 1,130 £ 0,023, p <
0,001; e IM+BMC: 1,498 + 0,065 vs. IM: 1,178 £ 0,036, p < 0,01), sem modificagdes
na densidade de cardiomiécitos (mIM+BMC: 1.887 + 89; mIM: 1,719 = 151;
IM+BMC: 1,849 + 103; e IM: 1,714 + 123 cardiomidcitos/mm?, p = 0,6499)

Em relagdo ao miocardio remoto, a densidade capilar foi significantemente
diminuida nos grupos infartados em relagdo ao grupo SHAM (mIM: 2.924 + 120, p <
0,01; e IM: 2.454 + 90, p < 0,001 vs. SHAM: 3.691 + 248 capilares/mm?), enquanto
foi semelhante ao SHAM nos grupos tratados (mIM+BMC: 3.379 + 103; e IM+BMC:
3.239 + 129 capilares/mmz). Apesar da relagdo entre capilar/cardiomiocito estar
menor nos grupos infartados (mIM: 1,323 + 0,048; e IM: 1,282 £ 0,042
capilares/cardiomidcitos), estes valores adquiridos no miocardio remoto ao infarto
ainda se mostraram superiores aqueles da border zone (p = 0,0208 para mIM; e p =
0,0232 para IM). Ademais, a relacdo capilares/cardiomiocitos teve niveis
equivalentes ao SHAM nos grupos tratados com BMC (mIM+BMC: 1,568 + 0,066; e
IM+BMC: 1,644 + 0,020 capilares/cardiomidocito). Finalmente, a quantidade de
cardiomidcitos observados por area foi estatisticamente menor em miM (2.139 £ 100
cardiomidcitos/mm?, p < 0,001 vs. SHAM) e IM (2.039 + 60, p < 0,001 vs. SHAM)
enquanto nos animais submetidos a terapia celular, houve preservacao quase total
deste indice (mIM+BMC: 2.544 + 122, p = 0,0518 vs. mIM; e IM+BMC: 2.483 + 37
cardiomidcitos/mm?, p < 0,05 vs. IM) com valores semelhantes aos do grupo SHAM
(2.823 + 142 cardiomiécitos/mm?).

RESULTADOS



Analise da densidade capilar por histoquimica
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Figura 23 — Microfografias representativas dos grupos experimentais obtidas pela coloragao

com PAS, e visualizagdo (contagem) dos capilares sanguineos. A seta aponta para um
tipico capilar em detalhe maior aumento.
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Figura 24 — Analise dos capilares sanguineos realizada na zona de transi¢cao entre cicatriz
e miocardio, e no tecido remoto ao infarto, avaliando densidade capilar (A e D), densidade
de cardiomidcitos (B e E) e relagao capilar por cardiomidcito (C e F). As barras representam
médias + e.p.m. *p < 0,05 vs. SHAM; *p < 0,05 vs. ndo-tratado; e 8p < 0,05 vs. mIM. ANOVA
1-via seguida do teste post-hoc de Bonferroni.

RESULTADOS



82

5. DISCUSSAO



83

5. DISCUSSAO

5.1. Aspectos metodolégicos
5.1.1. O animal de experimentagao

Os estudos experimentais de fisiologia e fisiopatologia cardiovascular tém se
valido quase exclusivamente da utilizagado do rato e de outras espécies de pequeno
porte. O modelo experimental do IM no rato, utilizado neste trabalho, ja esta
suficientemente consolidado na literatura como modelo de insuficiéncia cardiaca,
desde seus primeiros principios técnicos inicialmente descritos por Heimburger
(1946) e Johns & Olson (1954) até os mais recentes trabalhos (Fishbein et al., 1978;
Litwin, 1995; Francis et al., 2001) que caracterizaram repercussdes cardiacas e
sistétmicas bastante semelhantes as dos humanos. Ha algumas décadas, o
desenvolvimento de modelos geneticamente modificados transferiu ao camundongo
grande popularidade nos estudos experimentais em cardiologia (Field, 1993). A
facilidade na reprodugao e rapido ciclo de vida também aumentam a vantagem do
seu uso. Especialmente envolvendo terapias génicas e celulares no infarto, o
camundongo vem sendo utilizado em importantes trabalhos (Orlic et al., 2001a;
Hiasa et al., 2004; Soares et al., 2004; Ebelt et al., 2007; Iso et al., 2007). Todavia,
devido a nossa pouca experiéncia com essa espécie e a necessidade de adaptacao
e padronizagdo das diversas metodologias abordadas neste trabalho para o novo
animal de experimentagcao, optamos pela utilizagdo dos ratos que satisfaria nossos
propositos.

A escolha da linhagem e do sexo dos animais € de relevante mengao. A
maioria dos trabalhos com ratos utiliza as linhagens Wistar ou Sprague-Dawley.

Entretanto, apesar da facilidade de obtencédo dessas linhagens, e do freqlente uso
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em investigagao cardiovascular, optamos pelo uso da linhagem Lewis-inbred, visto
que em estudos envolvendo transplante de 6rgaos, células, sangue ou derivados, €
importante que o desenho experimental permita um procedimento sem
possibilidades de rejeicdo. De fato, sdo frequentes os estudos com terapia celular
utilizando ratos Lewis-inbred (Jain et al., 2001; Nagaya et al., 2004; Zhang et al.,
2004a; Qian et al., 2007; Hale et al., 2008). Além disso, sua escolha tem se
mostrado bastante util, pois a linhagem Lewis-inbred possui menor variabilidade no
padrao de distribuicdo da vasculatura coronariana e no tamanho do IM produzido
pela oclusdo vascular, além de menor mortalidade aguda (11% nas primeiras 24h) e
tardia (9% até seis meses pos-cirurgia), quando comparado a linhagems nao
isogénicas (Liu et al., 1997). Em nossa casuistica, dos 64 animais submetidos a
oclusdo coronariana, somente 11 (17%) tiveram tamanho do infarto inferior a 30%
do VE, demonstrando aceitavel uniformidade dos infartos. Ademais, a mortalidade
durante as 48 horas seguintes a oclusao coronariana foi de apenas 6%, e durante
as seis semanas seguintes foi de 4,5% para os infartados sem terapia e 0% para os
tratados, corroborando a idéia proposta para a linhagem Lewis-inbred.

Outra particularidade metodolégica envolvendo o animal de experimentagao é
o sexo. A grande maioria dos autores utiliza ratos machos para reproduzir o modelo
de infarto (Fishbein et al., 1978; Spadaro et al., 1980; Litwin et al., 1994; Wagner et
al., 1997; Yamaguchi et al., 1997; Gosselin et al., 1998; Sun et al., 2000; Jain et al.,
2001). Todavia, também é frequente o uso de fémeas no estudo do infarto do
miocardio e IC (Pfeffer et al., 1979; Pfeffer et al., 1991; Opitz et al., 1995; Kanashiro
et al., 2002; Agbulut et al., 2006; Flumignan et al., 2006; Kanashiro et al., 2006;
Peron et al., 2006; dos Santos, 2008). Neste trabalho, a utilizagdo de fémeas para o
infarto deveu-se principalmente ao implante de células de machos em coragdes
infartados de fémeas possibilitar a identificacdo de células implantadas pelo
cromossomo Y do rato macho (An et al., 1997; Muller-Ehmsen et al., 2002). Neste
sentido, sdo frequentes os trabalhos com transplante de células de macho em
fémeas infartadas (Muller-Ehmsen et al., 2002; Limbourg et al, 2005; Muller-
Ehmsen et al., 2006; de Macedo Braga et al., 2008a; de Macedo Braga et al.,
2008b; Frantz et al., 2008; Imanishi et al., 2008; Mazo et al., 2008). Vale mencionar
que, para evitar possivel reacdo imunoldgica causada pela imunizagao peri-natal

materna, somente utilizamos no estudo ratas fémeas nuli-gestas.
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5.1.2. A terapia celular

No que se refere a terapia celular, existem varios pontos metodolégicos de
escolha que, provavelmente, influenciaram em nossos resultados. Um deles foi o
momento para aplicagdo da terapia. Optamos por implantar as células 48 horas
ap6s oclusdo coronariana, pois na evolugdo natural do IM em ratos, este € um
periodo em que a necrose ja estda completa, o processo inflamatério reduziu mas
ainda mantém sinalizagbes quimiotaticas importantes, e ainda n&o s&o evidenciados
os efeitos deletérios do remodelamento cardiaco.

As reacoes inflamatérias na fase aguda do infarto do miocardio exercem
papel relevante na terapia celular, embora algumas citocinas pro-inflamatorias e
espécies reativas do oxigénio possam comprometer a sobrevivéncia de células
recém chegadas ao tecido acometido (Vandervelde et al., 2005). No rato, estudos
descreveram que ocorre maior presencga das células implantadas e beneficios sobre
a funcdo cardiaca quando o procedimento € realizado dentro na primeira ou
segunda semana pdés-injuria, em comparagao ao implante imediatamente apds o IM
ou demasiadamente tardio (Li et al., 2001; Hu et al., 2007). Ademais, ha referéncias
de aumento significante na expressdo de moléculas responsaveis pela atracdo e
fixacdo de células precursoras como tendo seu pico de expressdao miocardica entre
as 24 e 72 horas do pos-infarto (Abbott et al., 2004; Ma et al., 2005). De fato, para
maior fixagao, sobrevivéncia e efeitos biolégicos, a terapia celular deve ser instituida
em um periodo no qual o processo inflamatério esteja diminuido, mas que varios
dos mecanismos de sinalizagdo, taxia e reparagédo tecidual estejam atuantes
(Vandervelde et al., 2005; Hu et al., 2007).

Apesar destas concepgdes, a escolha do momento depende primariamente
do objetivo terapéutico: Para impedir a perda de cardiomiocitos durante a isquemia
e limitar a extensdo da necrose, os estudos tém se valido do implante
imediatamente apos ou dentro de alguns minutos apds oclusdo coronariana, mesmo
contando com o ambiente menos propicio para sobrevivéncia das células (Min et al.,
2002; Hiasa et al., 2004; Nagaya et al., 2004; Zhang et al., 2004a; Limbourg et al.,
2005; Xu et al., 2005; Yamada et al., 2006; Boomsma et al., 2007; Guo et al., 2007,
Burchfield et al., 2008; Imanishi et al., 2008). Se o objetivo ndo é necessariamente
evitar a necrose isquémica e sim amenizar o processo de resolugcido do IM e

remodelamento ventricular, a terapia tem sido instituida preferencialmente apds a
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amenizagao da reagao inflamatéria aguda, geralmente entre o primeiro e o sétimo
dia apos IM (Hiasa et al., 2004; Dai et al., 2005; Tang et al., 2005; Uemura et al.,
2006; de Macedo Braga et al., 2008a; de Macedo Braga et al., 2008b; Frantz et al.,
2008). Por ultimo, nos estudos que avaliaram a capacidade dessa terapia regenerar
o tecido perdido ou restaurar a funcédo cardiaca deteriorada, implantes tdo tardios
quanto semanas até um més apds oclusdo sao descritos (Tomita et al., 1999;
Olivares et al., 2004; Agbulut et al., 2006; Hou et al., 2007; Liu et al., 2008; Mazo et
al., 2008).

Dessa forma, os dados existentes atualmente apontam evidéncias de que a
terapia celular pode prevenir ou mesmo reverter o processo deletério que se segue
apos o infarto do miocardio, de acordo com o momento em que é realizado. Ao
decidirmos pela injecdo apds 48 horas, seria eliminada a possibilidade de a terapia
celular agir sobre a sobrevida do miocardio isquémico, e dessa maneira 0s
possiveis efeitos benéficos adviriam de sua modulacido sobre o processo de
resolucéo da cicatriz e de remodelamento do tecido remanescente.

Outro ponto de decisado na terapia celular € a escolha do tipo celular e sua
origem. As células-tronco utilizadas experimentalmente no IM podem ser de origem
embrionaria ou adulta. Embora os estudos utilizando células-tronco embrionarias
mostrem fixacdo no miocardio, evidéncias de diferenciacdo ou fusdo celular e
melhora da fungado cardiaca (Min et al., 2002; Roell et al., 2002; Kolossov et al.,
2006; Ebelt et al., 2007), seu uso em humanos implica em reflexdes éticas, risco de
transformacao neoplasica e imunorrejeicdo ou reagao enxerto/hospedeiro (Evans,
2005; Kolossov et al., 2006; Saric et al., 2008). O uso de células precursoras
encontradas no individuo adulto € uma opcao bastante estudada atualmente por
possibilitar transplantes autélogos e facil aplicagdo clinica. Nas duas ultimas
décadas, estudos experimentais e clinicos com implante de mioblastos esqueléticos
adultos descreveram resultados benéficos sobre o IM (Reffelmann & Kloner, 2003;
Smits, 2004; Wollert & Drexler, 2006), mas existem também limitagdes ao seu uso.
Sua relativa escassez no individuo adulto e seu potencial arritmogénico (Reinecke
et al., 2000; Léobon et al., 2003) tém incentivado a busca de fontes alternativas.

A medula-6ssea adulta possui células progenitoras, multipotentes, as quais
podem se diferenciar em varios tipos ndo sanguineos como musculo, cartilagem,

0ss0, gordura e neurdnios e, dessa forma, poderiam ser classificadas também como
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células-tronco (Reffelmann & Kloner, 2003; Anversa et al., 2006). Nesta ultima
década, as células-tronco adultas derivadas da medula-6ssea tém sido
frequentemente utilizadas em Cardiologia, obtendo resultados positivos tanto em
estudos experimentais, quanto clinicos (Reffelmann & Kloner, 2003; Charwat et al.,
2008; Segers & Lee, 2008; Wollert, 2008). Além do potencial regenerativo e de
possibilitar transplante autdlogo, postula-se também que estas células possuam a
capacidade de produzir diversos fatores que auxiliariam no recrutamento de células-
tronco do préprio individuo (Kamihata et al., 2001; Tang et al., 2005; Gnecchi et al.,
2006; Takahashi et al., 2006; Uemura et al., 2006; Iso et al., 2007; Frantz et al.,
2008), induziriam neovasculogénese (Kamihata et al., 2001; Tang et al., 2004; Tang
et al., 2005; Berry et al., 2006; Gnecchi et al., 2006; Takahashi et al., 2006; Uemura
et al., 2006; Iso et al., 2007; Xu et al., 2007), influenciariam no processo inflamatorio
(Kamihata et al., 2001; Lin, 2004; Takahashi et al., 2006; Guo et al., 2007; Iso et al.,
2007; Burchfield et al., 2008; Frantz et al., 2008; Imanishi et al., 2008) e impediriam
apoptose e perda celular seguintes ao infarto (Kamihata et al., 2001; Lin, 2004; Tang
et al., 2004; Tang et al., 2005; Gnecchi et al., 2006; Uemura et al., 2006; Guo et al.,
2007; Iso et al., 2007).

Embora importantes estudos se valessem do uso de subtipos ou linhagens
especificas contidas na medula, grande parte dos trabalhos experimentais e a
maioria dos estudos clinicos, ao abordar células da MO, utilizaram sua fragao
mononuclear, formada por um conjunto de células de potencialidades e
caracteristicas fenotipicas distintas, contendo precursoras hematopoiéticas e
mesenquimais (Segers & Lee, 2008). Esse pool celular merece destaque por sua
utilizacdo na pratica médica, pois € extraido, separado e implantado em poucas
horas, sem necessidade de passagens em cultura celular. Com isso, pensando na
facilidade técnica de obtengcado, e na melhor aproximacgao dos resultados ja obtidos
por varios trabalhos experimentais e grandes estudos clinicos, optamos pela
utilizacdo das células da fracdo mononuclear da medula-6ssea, para melhor
entender seus efeitos sobre o remodelamento do miocardio remoto ao infarto.

Nao obstante, recentemente foi proposto que outras fontes de células-tronco
no individuo adulto possuam utilidade promissora, como as células obtidas do tecido
adiposo. Estudos demonstrando que estas células sao capazes de se diferenciarem

in vitro em varios tipos celulares, incluindo miécitos (Zuk et al., 2002; Rangappa et
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al., 2003), secretar fatores angiogénicos e anti-apoptéticos (Rehman et al., 2004), e
promover beneficios no IM experimental (Rehman et al., 2004; Yamada et al., 2006;
Mazo et al., 2008), refletem o potencial do uso de células-tronco derivadas do tecido
adiposo no futuro proximo.

Ademais, as escolhas da via de administragdo e do local de injegcao destas
células, podem ser também decisivas. O implante de células-tronco pode ser
realizado por trés vias: intravascular, intracavitaria ou intramiocardica. Embora a via
intravenosa tenha sido utilizada em alguns estudos experimentais (Barbash et al.,
2003; Nagaya et al., 2004; Boomsma et al., 2007) como um procedimento pouco
invasivo e que possibilita a administracdo de uma grande quantidade de células,
essa rota cursa com insuficiente migracao e fixagdo no coragao infartado e com
retencdo significativa das células em outros 6rgaos (Barbash et al., 2003; Freyman
et al., 2006; Hale et al., 2008). A infusado intracoronariana, apesar de impossibilitar a
implantag&o celular nas areas em que a reperfusao ndo se estabelece (Wang et al.,
2001; Strauer et al., 2002), € um método aplicavel durante procedimentos menos
invasivos que a toracotomia, e sua seguranga e eficacia tém sido descritas em
varios estudos clinicos ja finalizados ou em andamento (Charwat et al., 2008;
Segers & Lee, 2008). E possivel, também, que injecdes intramiocardicas sejam
realizadas por via intravascular, por meio de cateteres especialmente desenhados
que, por um acesso arterial, adentram a cavidade ventricular esquerda (Perin, 2004;
Fuchs et al., 2006) de forma mais eficiente que por cirurgia (Chachques et al.,
2007).

Ja nos estudos experimentais em animais de pequeno porte, a injecédo
intracoronariana é tecnicamente muito dificil, havendo raras descricbes na época do
desenvolvimento do nosso projeto de pesquisa. Naquela ocasido, o implante
diretamente no miocardio era o método experimental mais comumente utilizado
(Tomita et al., 1999; Li et al., 2001; Orlic et al., 2001a; Roell et al., 2002; Agbulut et
al., 2003; Mangi et al., 2003; Olivares et al., 2004) e com resultados superiores aos
de outras rotas (Hayashi et al., 2004; Hale et al., 2008). Todavia, mais recentemente
foram publicados alguns estudos utilizando a via intracoronariana para injegao de
BMC em ratos, concluindo-se como um procedimento factivel (Agnoletti et al., 2007,
Qian et al.,, 2007). N6s optamos pela via intramiocardica de administragdo no

presente estudo, pois o procedimento cirurgico ndo cursaria com demasiada
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mortalidade dos animais e a injegdo poderia ser feita em areas especificas de
interesse, sem excessivas perdas e aumentando a probabilidade de fixagao
miocardica local.

Com a escolha do tipo celular, momento da injecédo e via de administracéo, a
eficacia do procedimento costuma ser avaliada pela pesquisa das células no local
implantado. Inumeros sao os métodos utilizados para marcacdo e posterior
identificacdo celular apés o implante. Boa parte dos estudos experimentais utiliza
marcadores intracitoplasmaticos ou nucleares incubados com as células, para
serem captados e posteriormente identificados por métodos radiométricos,
colorimétricos, histoquimicos ou imunohistoquimicos (Tang et al., 2004; Ma et al.,
2005; Tang et al., 2005; Xu et al., 2005; Berry et al., 2006; Boomsma et al., 2007; Hu
et al., 2007). Outra opgao frequentemente utilizada é o uso de células provenientes
de animais geneticamente modificados ou mesmo células modificadas in vitro para
produzir uma proteina fluorescente (green fluorescent protein), que possibilite sua
identificacdo por métodos de fluorescéncia (Min et al., 2002; Fukuhara et al., 2005;
Gnecchi et al., 2006; Uemura et al., 2006; Iso et al., 2007).

Em nosso trabalho, a presenca das células implantadas foi avaliada, por
amostragem, através da pesquisa do cromossomo Y das células de ratos machos
no coracido das fémeas infartadas e submetidas ao implante. Este tipo de
identificacdo das células transplantadas em experimentos sexo-cruzados tem sido
frequentemente utilizada (Mudller-Ehmsen et al., 2002; Limbourg et al., 2005; de
Macedo Braga et al., 2008a; de Macedo Braga et al., 2008b; Frantz et al., 2008),
seja utilizando métodos quantitativos (PCR em tempo real, ou hibridizagao in situ)
ou qualitativos (PCR simples) de analise. Nossos ensaios de PCR produziram
polimerizacao da sequéncia especifica do cromossomo Y em amostras de VE
colhidas apés dez minutos da injegéo, indicando que o procedimento de implante foi
eficaz. Ademais, amostras de VE colhidas apés um, dois e cinco dias apos a injecéao
também mostraram produtos do PCR positivos para Sry com intensidade
relativamente menor que aquela apdés dez minutos. Finalmente, a intensidade da
banda do PCR diminuiu progressivamente na primeira semana e foi quase
imperceptivel na sexta semana, sugerindo que, provavelmente, um numero muito
pequeno dessas células permaneceu no coragao infartado, corroborando outros
autores (Limbourg et al., 2005; Muller-Ehmsen et al., 2006; Frantz et al., 2008).
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De fato, existem estudos mostrando que as células implantadas podem estar
em numero muito reduzido ou, até mesmo, ndo serem mais encontradas apos trés
ou quatro semanas de implante (Limbourg et al., 2005; Uemura et al., 2006; Iso et
al., 2007; de Macedo Braga et al., 2008b; Frantz et al., 2008), apesar dos resultados
benéficos sobre a fungcdo cardiaca permanecerem. Estes resultados reforcam a
hipdtese de que existe um papel mediador das BMC, talvez mais importante que

sua presenca no coracao infartado.

5.1.3. A questao do exame ecocardiografico na quantificagao do IM

A deterioracdo da fungao cardiaca em ratos € intimamente dependente da
extensdo do infarto produzido pela oclusdo coronariana. Depois dos primeiros
trabalhos aplicarem a ecocardiografia a ratos submetidos ao IM (Baily et al., 1993;
Litwin et al., 1994; Schwarz et al., 1998; Moisés et al., 2000), os estudos morfo-
funcionais cardiacos ganharam a importante possibilidade do acesso in vivo, in situ
e com medidas repetidas no acompanhamento das doengas cardiovasculares e das
repercussdes terapéuticas testadas. Soma-se aos dados morfo-funcionais, a
capacidade deste exame também quantificar a extensdo do miocardio envolvido no
processo isquémico-necrotico de forma nao invasiva (Baily et al., 1993; Pawlush et
al., 1993; Litwin et al., 1994; Schwarz et al., 1998; Sjaastad et al., 2000; Cury et al.,
2005; Nozawa et al., 2006; Ahmet et al., 2008).

Entretanto, como nossa avaliacdo de controle, antes da randomizacdo dos
grupos experimentais, seria feita as 48 horas apos oclusédo coronariana, e ndo havia
dados na literatura sobre a estimativa do tamanho do infarto pelo ECO num periodo
tdo precoce, foi necessaria a realizacdo do estudo preliminar descrito no Anexo 2.
Nestes experimentos, dos quais parte resultou em uma publicagcdo (dos Santos,
2008), evidenciamos satisfatoria concordéncia entre a avaliagdo ecocardiografica do
tamanho do IM em comparagdo a medida da porgcdo necrodtica analisada por
histoquimica, quando realizadas tdo precoce quanto dois e sete dias, como também
tardiamente apés oclusdo. Esses dados nos transmitiram seguranga em analisar os

resultados de tamanho do IM obtidos nos momentos estudados.
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5.1.4. A questao da avaliagao hemodinamica sob condi¢cées basais

Ao se estudar a progressao da disfuncédo ventricular apds o infarto, parece
consenso que em quatro semanas evidenciam-se sinais de insuficiéncia ventricular
ou disfungdo sistdlica em ratos portadores de grandes infartos (Pfeffer et al., 1979;
Fletcher et al., 1981; Anand et al., 1997; Liu et al., 1997). Porém, mesmo neste
periodo pds-cicatrizacao, é frequente encontrar parametros hemodindmicos normais
ou muito proximos a normalidade quando avaliados sob condigbes basais (Pfeffer et
al., 1979; dos Santos et al., 2006). Dessa forma, foi necessario encontrar métodos
capazes de evidenciar o prejuizo no desempenho ventricular nestes casos. Em
outro estudo preliminar, testamos o estresse subito da pds-carga sobre a
hemodinamica de ratos saudaveis e infartados. Este procedimento foi capaz de
identificar depressdes do desempenho cardiaco em ratos infartados de diversos
tamanhos de IM, mesmo quando os parametros hemodindmicos se apresentaram
normais ou muito préximos a normalidade, quando avaliados sob condi¢des basais
(dos Santos et al., 2006). Resultados semelhantes foram descritos anteriormente
por outros autores estudando diferentes sobrecargas hemodinamicas em ratos e
caes com IC (Hood et al., 1969; Pfeffer et al., 1979; Fletcher et al., 1981; Fletcher et
al., 1982).

5.1.5. Area de secgdo transversa e a forca desenvolvida pelo misculo papilar

Nas preparagdes de musculo papilar isolado de ratos, a nutrigdo é feira por
difusdo pela embebigdo em solugdes oxigenadas. Dessa maneira, admite-se que a
area seccional transversa (AS) dos musculos exerga influéncia sobre a forga
desenvolvida, tanto pela quantidade de sarcbmeros envolvidos, quanto pela difusao
de nutrientes e oxigénio para as areas mais centrais do musculo (Frezza & Bing,
1976; Paradise et al., 1981; Widén & Barclay, 2005). Consequentemente, o ideal é
que se utilizem musculos papilares com AS equivalentes ou menores possiveis e
normalize a forga pela AS de cada musculo (Frezza & Bing, 1976; Paradise et al.,
1981).

No presente estudo, somente os papilares do grupo IM apresentaram AS
estatisticamente maior que a dos demais. Com essa preocupagao, somente
utilizamos para as analises os musculos papilares com area AS inferior a 1,5 mm?, e

normalizamos parametros de forca pela respectiva AS.
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5.2. Avaliagao de controle ou pré-terapia

O ECO realizado antes da randomizagao dos grupos tratados ou nao tratados
evidenciou disfuncdo sistolica proporcional a extensao do infarto. Apesar de
pequenas diferencas no tempo decorrido apds oclusdo coronariana para avaliagao
ecodopplercardiografica em ratos, ha concordancia entre os nossos dados e os
relatados na literatura (Litwin et al., 1994; Liu et al., 1997; Litwin et al., 1999;
Solomon et al., 1999; Moisés et al., 2000; Sjaastad et al., 2000; Burstein et al., 2007;
Miranda et al., 2007; Sallinen et al., 2007), ao se caracterizar disfungao ventricular ja
na fase aguda pos-IM. Além disso, particularmente nos ratos com grandes infartos,
identificamos também disfuncdo diastélica e pequena dilatacido ventricular, mas
nenhuma sugestdo de hipertensdo pulmonar. De fato, Solomon et al. (1999)
realizaram avaliagdes morfo-funcionais seriadas por ECO na fase aguda do infarto
em ratos e descreveram que, apos 48 horas da oclusédo coronariana, ha depressao
na fungédo cardiaca global em todos os animais, enquanto o aumento no volume
diastdlico do VE somente foi detectado nos grandes infartos. Recentemente,
Sallinen et al. (2007) e Miranda et al. (2007) observaram dilatagdo ventricular, ja ao
fim das primeiras 24 horas, também nos animais portadores de grandes infartos.
Apos esta fase aguda, compreendida pelas primeiras 72 horas, as caracteristicas
morfo-funcionais se mantém relativamente estaveis até o sétimo dia, quando séo
notadas alteragbes progressivamente mais intensas e proprias do remodelamento
cardiaco.

Portanto, a obtengdo desses dados basais, antes da terapia experimental,
nos permitiu evidenciar que ja havia disfungéo sistdlica causada pela acinesia da
parede ventricular infartada, com algum grau de dilatagcao ventricular e disfungao
diastolica principalmente nos grandes infartos, mas ainda sem sinais sugestivos de
IC. Além disso, possibilitou também examinar a evolugdo temporal ao fim das seis
semanas de acompanhamento em comparacao a esta avaliagcao basal.

Ademais, apos a randomizagdo dos grupos experimentais a serem
submetidos a injecédo de salina ou BMC, pudemos compara-los a fim de assegurar
sua adequada homogeneidade. A analise estatistica permitiu concluir que nao
houve nenhuma diferenga entre os grupos tratados e nao tratados, em relagdo aos
parametros morfolégicos ou funcionais, € aos tamanhos dos infartos. Dessa
maneira, as diferencas observadas na avaliagcdo apos o implante puderam ser

atribuidas a intervencéo terapéutica com maior seguranga.
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5.3. Avaliagao terapéutica sobre a fungao cardiaca global

A escolha do periodo de seguimento de seis semanas apos a produgao do
infarto e o implante celular baseou-se na concepgao de que apds esse periodo ja se
estabelecem, nesta linhagem isogénica e outras linhagens de ratos, as
caracteristicas relativas ao remodelamento cardiaco - hipertrofia, dilatacdo e
disfungéo cardiacas, e congestao pulmonar - tipicas da IC (Litwin et al., 1991; Litwin
& Morgan, 1992; Litwin et al., 1994; Anand et al., 1997; Liu et al., 1997; Litwin et al.,
1999; Gupta et al., 2000; Wasserstrom et al., 2000; Sande et al., 2002; Sjaastad et
al., 2005; Kanashiro et al., 2006). Como queriamos estudar o efeito do implante
celular sobre o remodelamento global e miocardico, este pareceu-nos um momento

adequado.

5.3.1. Dados ponderais

A comparagao das massas corporeas dos animais no momento do primeiro
exame ecocardiografico demonstrou que os grupos néo diferiram. Ademais,
comparando as massas obtidas ao fim das seis semanas de seguimento em relacao
a massa inicial, notamos que o ganho nas ratas SHAM foi de 10%, nao diferindo,
também neste momento, dos demais grupos, que demonstraram ganho ponderal de
10 a 13%. O ganho ponderal desses animais foi equivalente aos dados fornecidos
pelo Centro Multidisciplinar de Investigagdo Bioldégica (CEMIB-UNICAMP),
mantenedor e fornecedor desta linhagem para nosso trabalho, para ratas Lewis-
inbred adultas jovens.

Além disso, nossos dados sugerem que mesmo a IC presente nos grandes
infartos nao interferiu significantemente na curva de ganho ponderal esperada para
oS animais, e corroboram os descritos por Liu et al. (1997) e Jain et al. (2001)
também em ratos Lewis-inbred. Portanto, também n&o foi possivel identificar
diferenga entre as massas dos grupos tratados e nao tratados. Como consequéncia,
naqueles parametros rotineiramente normalizados pela massa corporea, esta

indexacdo ndo interferiu na analise dos resultados e comparagdes entre os grupos.
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5.3.2. Sobrevida aguda e no seguimento de seis semanas

Como ja mencionado anteriormente, a mortalidade acumulada nas primeiras
48 horas seguintes a oclusao coronariana foi de apenas 6%. Apesar da equivaléncia
desta incidéncia de mortes em relagdo aos 11% obtidos por Liu et al. (1997) e aos
15% obtidos por Jain et al. (2001) com essa mesma linhagem isogénica, nota-se
clara divergéncia com os numeros normalmente descritos na literatura utilizando
outras linhagens de ratos (Opitz et al., 1995; Leenen & Yuan, 2001; Chen et al.,
2004; Zhu et al., 2006). Vale notar que essas variagdes sao decorrentes da
linhagem de ratos utilizada, do sexo, do anestésico, das técnicas cirurgicas e das
condigcbes de manejo no pds-operatdrio. A maioria dos estudos utilizando ratos
fémeas e machos, de linhagems como Wistar ou Spreague-Dawley, descreve
mortalidade aguda de 30% a 65% nas primeiras 24 a 48 horas, causada
principalmente por arritmias (Opitz et al., 1995; Leenen & Yuan, 2001; Chen et al.,
2004; Zhu et al., 2006). De fato, parece consenso que, nas primeiras horas
seguintes a oclusdo coronariana, ocorre uma seérie de eventos arritmicos,
principalmente taquicardia ventricular e fibrilagdo ventricular, concentradas em dois
momentos criticos: entre o pds-cirurgico imediato e os 30 minutos; e entre os 90
minutos e nove horas pés-ocluséo arterial (Opitz et al., 1995). E descrito que apds
estes dois momentos, geralmente ocorre um “siléncio” nos episddios de arritmias
letais que se perduram pelos primeiros dois ou trés dias. Todavia, acreditamos que
a razao da baixa mortalidade encontrada no nosso estudo deriva principalmente da
combinagao do uso de fémeas, e desta linhagem isogénica, que também cursa com
menor mortalidade apds oclusao coronariana (Liu et al., 1997).

Apos essas 48 horas iniciais, nosso procedimento de anestesia para avaliagao
ecocardiografica pré-terapia cursou com dois Obitos, somente no grupo infartado.
Apesar de nao termos feito necropsia dos animais, temos experiéncia de que os
ratos que morrem em decorréncia de anestesia neste periodo, geralmente possuem
grandes infartos e sinais de congestdo pulmonar (Flumignan et al., 2006). Outro
ponto importante é a mortalidade ocasionada pelo procedimento de implante celular,
feito por meio de nova toracotomia. Em nossa casuistica, este segundo
procedimento cirurgico levou a ocorréncia de raros oObitos, e em magnitude
semelhante nos grupos, mesmo considerando os animais nao infartados e
submetidos a injecdo de salina. De fato, apesar de pouco mencionado na literatura,

a mortalidade durante o procedimento de implante celular ndo difere do seu controle
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placebo (Jain et al, 2001; Min et al., 2003), mostrando ser procedimento
relativamente seguro na experimentagao animal.

No periodo de seguimento das seis semanas ao IM, também ndo encontramos
diferenga significante entre os grupos, provavelmente porque a sobrevida nos
primeiros meses seguintes a oclusdo coronariana, de 0% nos infartos moderados e
7% nos infartos grandes, nao foi diferente dos ratos nao infartados. Vale mencionar
que, apesar de originados de uma linhagem distinta e mais resistente a oclusao
coronariana (Liu et al., 1997), os presentes dados contrariam um estudo prévio de
nosso laboratoério, em que Nozawa et al. (2006) observaram mortalidade proxima a
40% ao fim de cinco semanas apos IM em ratas Wistar fémeas. Ademais, alguns
autores utilizando ratos machos (Miyahara et al., 2006) e outros utilizando ratas
fémeas espontaneamente hipertensas (de Macedo Braga et al., 2008a; de Macedo
Braga et al., 2008b), também descreveram elevada mortalidade de 40 a 65% ja nos
primeiros dois meses po6s-IM e até evidenciaram beneficio da terapia celular na
sobrevida dos animais neste breve periodo. Entretanto, a maioria absoluta dos
estudos demonstra que a mortalidade dos ratos com infarto somente torna-se maior
que a dos néo infartados, do ponto de vista estatistico, a partir do quarto ou sexto
més apos IM (Pfeffer et al., 1987; Liu et al., 1997; Jain et al., 2001; Min et al., 2003;
Chen et al., 2004; Ahmet et al., 2008). Dessa forma, estudos envolvendo implante
celular ou outras terapias sobre a mortalidade corroboram a idéia de que nenhum
beneficio pode ser detectado nos periodos precoces (Pfeffer et al., 1987; Jain et al.,
2001; Min et al., 2003; Hu et al., 2004; Ahmet et al., 2008; Frantz et al., 2008).
Consequentemente, acreditamos que somente o acompanhamento dos nossos
animais por periodos bem mais prolongados poderia identificar algum impacto das
BMC sobre a sobrevida apos o infarto em ratos.

Quanto as mortes ocorridas durante a segunda anestesia, para realizagdo do
ECO pods-terapia e do procedimento cirdrgico para o estudo hemodindmico, nao
notamos diferencas entre os grupos estudados, provavelmente porque foram raros
os casos de Obito. As mortes poderiam ser esperadas, de forma mais frequente, nos
animais com grandes infartos. Todavia, ndo temos informagdes que permitem
justificar porque apenas 12% (1 de 8 animais) e 21% (3 de 14) nos grupos miM e IM
respectivamente morreram, comparados aos 12% (2 de 16) de morte do grupo
SHAM. Por conseguinte, os 12% (1 de 8) e 8% (1 de 13) de morte em mIM+BMC e

IM+BMC n&o foram estatisticamente diferentes dos seus grupos néo tratados.
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5.3.3. Tamanho do infarto do miocardio

O exame ecocardiografico apdés seis semanas de acompanhamento
evidenciou que o tamanho do infarto, relativo ao perimetro do VE, ndo modificou nos
animais infartados ndo-tratados. A literatura é conflitante no que diz respeito a
evolucado temporal do infarto. Em um dos trabalhos pioneiros, que analisou ratos
sacrificados em diferentes dias seguintes a oclusao coronariana, (Fishbein et al.,
1978) descreveram que tanto o volume, quanto a area do infarto, em relagéo ao VE,
sdo progressivamente menores com o decorrer de 21 dias. Em contrapartida, um
grupo de pesquisadores tem descrito significante aumento do tamanho do IM,
iniciando de forma discreta na segunda semana e intensificando nos meses
seguintes (Ahmet et al., 2008). Finalmente, parece que a maior parte dos trabalhos
da literatura corrobora nossos resultados, demonstrando que o tamanho do infarto,
representado em relacdo ao VE, nao difere entre os primeiros dias e apds um més
da oclusdao coronariana, tanto por avaliacbes de ratos sacrificados em tempos
sucessivos (Pfeffer et al., 1991; Xu et al., 2005; Payne et al., 2007; dos Santos,
2008) quanto pela estimativa ecocardiografica em avaliagdes seriadas (Oliveira,
2007).

Todavia, a terapia com BMC reduziu a extensdo do infarto, relativa ao
perimetro do VE, tanto em comparacdo a avaliacdo de base, quanto em
comparagao aos animais nao tratados. Menor tamanho do infarto apds terapia
celular ja foi reportado em diversos trabalhos experimentais em ratos e
camundongos infartados, envolvendo uso de células mononucleares (Hiasa et al.,
2004; Zhang et al., 2004a; Burchfield et al., 2008; de Macedo Braga et al., 2008b;
Mazo et al., 2008) e mesenquimais de MO (Nagaya et al., 2004; Tang et al., 2005;
Xu et al., 2005; Tang et al., 2006; Guo et al., 2007; Hu et al., 2007; Iso et al., 2007;
de Macedo Braga et al., 2008a; Liu et al., 2008), assim como de outras fontes (Min
et al., 2002; Yamada et al., 2006; Ebelt et al., 2007; Mazo et al., 2008). Apesar
disso, existem alguns resultados divergentes. Mesmo que a maioria apresente
menor infarto apds a terapia, propondo que a regeneracao tecidual faga parte do
seu mecanismo, alguns autores nao encontraram diferenga entre a extenséo do IM
nos grupos tratados, mesmo na presenca de beneficio sobre a fungao cardiaca
(Limbourg et al., 2005; Piao et al., 2005; Berry et al., 2006; Uemura et al., 2006;
Boomsma et al., 2007; Hu et al., 2007; Frantz et al., 2008).
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A anélise em separado, da evolugcdo dos comprimentos da por¢ao infartada e
da porcdo nao infartada do VE em seu plano transverso, possibilitou interpretacao
ainda nao considerada. Nos animais ndo tratados, o comprimento médio da porgao
remanescente ao IM aumentou com o decorrer das seis semanas seguintes a
avaliacdo controle. Paralelamente, houve aumento significativo e em proporgdes
equivalentes no comprimento da porcao infartada. Dessa forma, entende-se porque
o tamanho do IM, em relagcdo ao VE, ndo se modificou durante o seguimento.
Contrariamente, nos animais que receberam terapia com BMC, o aumento no
comprimento da porgédo nao infartada do VE nédo foi acompanhado de modificagdes
na extensdao média da porcdo infartada. Em consequéncia, o tamanho do IM, em
relacéo ao VE, foi identificado como reduzido apds seis semanas de terapia.

O aumento da porgao infartada nos animais sem terapia deve ter ocorrido
principalmente nos primeiros dias, e pode ser entendido pelo conceito de expansao
do infarto ou infarct expansion (Hutchins & Bulkley, 1978). Apds o infarto, ocorrem
estiramento e aumento da regido infartada, ndo mais por necrose adicional, mas
sim, por apoptose, rearranjo e deslizamento do tecido necrético friavel, que se
iniciam agudamente e podem persistir até a completa resolugédo da cicatrizagao
(Weisman & Healy, 1987; Olivetti et al., 1990; Swynghedauw, 1999; Opie et al.,
2006). Este processo é parte integrante do remodelamento agudo no pdés-infarto
(Swynghedauw, 1999; Opie et al., 2006) e esta intimamente relacionado a formacgao
de aneurismas e rupturas ventriculares (Weisman & Healy, 1987). Dessa forma, os
resultados sugerem que a terapia celular evitou o aumento da zona infartada, nao
por reduzir necrose miocardica, mas provavelmente por deixar essas regides
resistentes ao estresse imposto, evitando seu estiramento. De fato, a terapia celular
poderia amenizar a expans&o do infarto, tal como propde Novotny et al. (2008) em
recente revisao, devido a: reducdo da apoptose e do processo inflamatério, melhora
da perfusdo nas areas de maior tensdo e regulagcdo da deposi¢cdo da matriz
extracelular nas zona infartada e de transicao.

Concomitante ao aumento na extens&o do infarto, normalmente evidencia-se
afinamento progressivo da porgao infartada do VE, o que reforga a idéia de seu
estiramento persistente (Fishbein et al., 1978). Ao avaliarmos a espessura média da
cicatriz do IM, notou-se que os animais tratados tiveram cicatrizes significativamente
mais espessas que os nao tratados, reforcando a sugestdo de que o implante de

BMC influencie positivamente sobre o remodelamento do miocardio infartado.
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Nossos resultados corroboram trabalhos da literatura, os quais evidenciaram que,
até nos casos onde o tamanho do IM ndao modificou com a terapia celular, houve
prevencao importante do adelgagamento da cicatriz miocardica (Tomita et al., 1999;
Piao et al., 2005; Berry et al., 2006; Tang et al., 2006; Uemura et al., 2006; Guo et
al., 2007).

Com o implante das BMC, a restricdo na expansao do IM, e consequente
reducao da cicatriz do infarto em relagdo ao tamanho do VE, certamente
repercutiram positivamente sobre a fungao cardiaca global. Assim como ha melhora
na fungao cardiaca apos terapias capazes de reduzir o IM em ratos (Jin et al., 2002;
Ahmet et al., 2008), poderiamos creditar boa parte dos beneficios identificados

simplesmente a este singular efeito da terapia celular.

5.3.4. Morfologia cardiaca

As alteragdes morfolégicas tipicas do remodelamento cardiaco pés-IM foram
avaliadas por meio de diversas metodologias.

A massa cardiaca foi elevada de forma proporcional ao tamanho do IM nos
grupos nao tratados, assim como as massas do VE e do VD. Esses resultados
sugerem que o processo hipertréfico nas camaras cardiacas, decorrente da
sobrecarga de trabalho, ja promoveu modificagdes significantes. A massa do VE
indexada pela massa corporea dos grupos mIM e IM foi 20% e 30% maior que a do
grupo SHAM, respectivamente, de forma semelhante as informagdes ja divulgadas
por nosso laboratério e por outros autores que descreveram aumento na massa
cardiaca depois de seis semanas de IM, principalmente nos animais portadores de
grandes infartos (Pfeffer et al., 1991; Anand et al., 1997; Liu et al., 1997; Wagner et
al., 1997; Yoshiyama et al., 1997; Gosselin et al., 1998; Wasserstrom et al., 2000;
Jain et al., 2001; Min et al., 2001; Zimmerman et al., 2001; Min et al., 2002; Sjaastad
et al., 2005). Contudo, nos animais submetidos ao implante celular, a massa do VE
nao foi diferente do grupo SHAM, indicando que a terapia foi capaz de promover
reducdo no tamanho IM associada a atenuacéo significativa do aumento da massa
ventricular, assim como descreveram outros autores utilizando BMC (Zhang et al.,
2004a; Limbourg et al., 2005; Xu et al., 2005; Frantz et al., 2008) e outros tipos
celulares (Min et al., 2002; Ebelt et al., 2007).

A massa do VD, tanto na forma absoluta quanto indexada, sé foi

significativamente elevada no grupo IM, enquanto os IM+BMC foram semelhantes
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aos SHAM. Como ja esperado para esse periodo de seguimento, somente
identificam-se sinais de sobrecarga e hipertrofia ventricular direita nos ratos com IM
extensos (Anversa et al., 1984; Pfeffer et al., 1991; Litwin et al., 1994; Nahrendorf et
al., 2003). A hipertrofia do VD na historia natural do IM é resultado da sobrecarga
produzida pela hipertensdo pulmonar crbénica causada pelo aumento da pressao
diastdlica final do VE. Dessa maneira, nossos dados sugerem que terapia celular foi
capaz de abrandar o aparecimento da hipertrofia do VD, provavelmente por
melhorar a fungéo do VE infartado.

A segunda metodologia que avaliou a influéncia das BMC sobre as
repercussdes morfologicas pos-IM foi o exame ecocardiografico. As dimensdes
cardiacas foram analisadas imediatamente antes e seis semanas depois do
implante da BMC. Foi possivel notar que houve aumento expressivo nas dimensdes
ventriculares apds seis semanas do IM, como ja classicamente descrito na literatura
(Litwin et al., 1994; Litwin et al., 1999; Moisés et al., 2000; Sjaastad et al., 2005;
Burstein et al., 2007; Ahmet et al., 2008). Quando essas alteracbes foram avaliadas
como percentual de dilatacdo ventricular, dado pelo aumento na AdVE em relagao a
avaliacdo prévia, evidenciamos que a intensa dilatagdo ocorrida no grupo IM
(aproximadamente 85%) foi parcialmente prevenida no grupo IM+BMC (50% de
aumento). Porém, nao identificamos atenuacdo deste processo quando
comparamos mIM e mIM+BMC, com ambos os grupos apresentando aumento em
torno de 45% na AdVE. Esse efeito da terapia celular sobre o processo de dilatagao
ventricular no pés-IM n&o sao inéditos e assemelham-se aos varios resultados ja
divulgados para pequenos roedores (Tang et al., 2004; Zhang et al., 2004a; Dai et
al., 2005; Tang et al., 2005; Agbulut et al., 2006; Guo et al., 2007; Iso et al., 2007;
Burchfield et al., 2008; de Macedo Braga et al., 2008a; de Macedo Braga et al.,
2008b; Frantz et al., 2008; Liu et al., 2008).

Ademais, quando associados aos resultados referentes ao comprimento da
por¢cao miocardica remanescente, discutidos na sessao anterior, podemos especular
que embora os coragoes tratados com BMC também aumentem sua dimenséo, a
auséncia de expansao do infarto e menor sobrecarga resultante sobre o miocardio
remanescente podem ter contribuido para prevengao de maiores acréscimos nas

dimensoes ventriculares.
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5.3.5. Funcgao cardiaca global

ApoOs seis semanas de acompanhamento foram evidenciados sinais de
disfuncao sistdlica e diastdlica em intensidade proporcional ao tamanho do infarto,
porém a terapia celular foi capaz de amenizar essas alteracdes. Nossa analise da
funcdo cardiaca global foi composta pelo exame ecocardiografico Doppler e pelo
exame hemodinamico.

Avaliando especificamente a funcédo sistélica, notamos que a FEAT
deprimida, que refletia disfungdo no esvaziamento ventricular ja nas primeiras 48
horas seguintes a oclusdo coronariana, persistiu até a sexta semana nos grupos
nao tratados, enquanto o grupo IM+BMC cursou com recuperagao de cerca de 20%,
aproximando seus valores dos grupos mIM e mIM+BMC. Esse efeito benéfico da
terapia com BMC em restabelecer parcialmente a fungao sistdlica pés-IM em ratos e
camundongos avaliados ao ECO parece consenso na maioria dos estudos (Nagaya
et al., 2004; Olivares et al., 2004; Dai et al., 2005; Limbourg et al., 2005; Tang et al.,
2005; Agbulut et al., 2006; Berry et al., 2006; Templin et al., 2006; Guo et al., 2007;
Hou et al., 2007; Hu et al., 2007; Iso et al., 2007; Frantz et al., 2008). Alguns autores
apresentam, até mesmo, total normalizagcéo dos indices ecocardiograficos de fungéo
sistélica (Zhang et al., 2004a; Li et al., 2008; Liu et al., 2008) e alguns poucos
estudos descrevem fracasso terapéutico (Kolossov et al., 2006; Zhang et al., 2007;
Mazo et al., 2008). Semelhante aos estudos clinicos, essa divergéncia dos
resultados divulgados é consequéncia, provavelmente, da populagéo celular usada,
da via de administracdo e do momento de instalagcdo da terapia durante o processo
de remodelamento e disfungao cardiacos (Murry et al., 2006; Rosenzweig, 2006).

Nas avaliagbes hemodindmicas com o0s animais anestesiados e sob
condigbes basais, a depressao da +dP/dtmax identificada no grupo IM foi prevenida
no grupo IM+BMC, corroborando os dados ecocardiograficos de fungéo sistdlica e
dados hemodindmicos divulgados por outros autores que também utilizaram a
mesma terapia (Kamihata et al., 2001; Nagaya et al., 2004; Xu et al., 2005; Berry et
al., 2006; Tang et al., 2006; Boomsma et al., 2007; Guo et al., 2007).

Quanto a fungao diastdlica, pareceu-nos evidente que principalmente os
animais com grandes infartos apresentaram sinais de disfungao, representados por
elevacao da razao E/A e da PDfVE. Os dados ecocardiograficos de aumento da
onda E, reducdo da onda A e aumento da razdo E/A indicam dificuldade de

esvaziamento do atrio esquerdo no grupo IM. Todavia, os animais tratados né&o
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foram diferentes dos SHAM. Os dados da literatura sugerem que, nesse periodo,
essas alteragcbes patoldgicas estejam mais presentes nos coragdes com grandes
infartos (Baily et al., 1993; Litwin et al., 1994; Moisés et al., 2000; Kanashiro et al.,
2006; Nozawa et al., 2006; Miranda et al., 2007), o que, provavelmente, justifica os
efeitos das BMC sobre a disfuncdo diastélica, visto que o tamanho do infarto, em
relagdo ao VE, foi significantemente reduzido. Enquanto o grupo IM cursou com
reducdo em certa de 26% na onda A e elevagédo de 93% na relagao E/A, no grupo
IM+BMC a velocidade da onda A aumentou 40% e a relacdo E/A reduziu 10% em
relagéo a primeira avaliagao.

Ademais, houve reducgao significante na incidéncia de hipertensdo pulmonar e
menor teor de agua no pulmdo dos animais com BMC. Como a hipertensao e
congestdo pulmonares presentes na IC sdo consequéncia da disfungédo do VE
(Litwin et al., 1994; Francis et al., 2001; Saito et al., 2002), quando nossos dados
sdo analisados em conjunto, percebe-se que houve disfungdo sistdlica e diastdlica
do VE principalmente no grupo IM, com alta incidéncia de hipertensdo e congestao
pulmonar e consequentemente hipertrofia do VD. Em contrapartida, a melhora da
funcdo do VE no grupo IM+BMC levou a atenuacgéo dessas repercussdes sobre 0s
pulmbdes e o VD.

A avaliagdo hemodindmica sob condicbes basais mostrou elevagao
significante na PDfVE no grupo IM, sugerindo volume residual elevado por
dificuldade no esvaziamento do VE, enquanto valores semelhantes aos do grupo
SHAM foram obtidos em todos os animais tratados com BMC.

Em resumo, podemos afirmar que a dilatacdo e disfungao ventriculares sao
amenizadas com a reducdo do tamanho do IM promovida pela terapia celular,
ratificando a idéia inicialmente proposta por diversos autores (Tomita et al., 1999;
Orlic et al., 2001a; Roell et al., 2002) de que o meio pelo qual as células precursoras
exerceriam seu beneficio seria restringir a extensédo da lesdo miocardica. E apenas
pelos dados discutidos até o momento, realmente seria crivel que esses efeitos
positivos sobre a morfologia e fungdo cardiaca fossem atribuidos, basicamente, a
reducdo na participacédo do infarto sobre o VE, visto que os IM+BMC apresentaram
caracteristicas muito semelhantes aos animais mIM, os quais ndo se diferenciaram
muito dos SHAM ou dos mIM+BMC.

Todavia, a aparente normalidade nos parametros hemodindmicos dos

animais com infartos de tamanhos moderados pode ndo refletir desempenho
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ventricular totalmente preservado. Curiosamente, até mesmo os ratos com grandes
infartos apresentaram ejegado ventricular, avaliada pelo débito cardiaco e volume
ejetado, e capacidade de geracao de trabalho cardiaco normais em relagdo ao
grupo SHAM, apesar dos sinais de IC identificados. Apesar disso, esses coragdes
podem cursar com moderado ou alto grau de disfuncdo quando submetidos a
sobrecargas hemodinamicas (Hood et al., 1969; Pfeffer et al., 1979; Fletcher et al.,
1982; Leite-Moreira et al., 1999; dos Santos et al., 2006).

Na terapia celular em seu lato sensu, Jain et al. (2001) usando mioblastos
esqueléticos em ratos infartados e de Macedo Braga et al. (2008a e 2008b), com
células de medula em ratos hipertensos infartados, descreveram melhora na
capacidade funcional avaliada sob estresse do exercicio de corrida em esteira.
Especificamente com uso de células de MO em animais normotensos infartados,
Berry et al. (2006) e Boomsma et al. (2007) descreveram melhora da geracéo de
trabalho sensivel a sobrecarga de volume em coragbes submetidos ao implante de
células mesenquimais derivadas de MO. Com excecado dos autores citados, nao
encontramos mais estudos que avaliaram a performance ventricular frente a testes
de sobrecarga hemodinamica.

O aumento subito da pds-carga, utilizado por nés como método de estresse
hemodinamico, apresenta singular importancia. Em coragdes saudaveis, a
resisténcia elevada ao esvaziamento ventricular inicia respostas cardiacas que, em
ultima insténcia, levam ao aumento da capacidade de gerar pressdo e consequente
manutengao da ejegao cardiaca, pelo menos até certos niveis de sobrecarga (Leite-
Moreira et al., 1999; dos Santos et al., 2006). De fato, nos ratos saudaveis, o
aumento subito da pds-carga resultou em elevagcao da +dP/dtnax € geragao de
trabalho sistdlico e, consequentemente, apenas queda discreta na ejegéo
ventricular. Nao obstante, os grupos mIM e IM cursaram com reduzido recrutamento
inotrépico, aumento na PDfVE, e queda expressiva no trabalho e ejecao cardiacos.
E de forma surpreendente, a resposta exibida por todos os animais submetidos a
terapia com BMC foi equivalente aquela do SHAM e significativamente melhor que
os nao tratados. Esses resultados sdo admiraveis visto que todos os animais
tratados apresentaram resposta eficiente, mesmo que ainda fossem portadores de
tamanhos consideraveis de infarto, comparaveis ou até maiores que os do grupo

mIM, o qual cursou com queda no desempenho frente a sobrecarga.
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A partir desses dados, a dissociagdo entre o tamanho do infarto e o
desempenho ventricular sugeriu-nos que os beneficios proporcionados pela terapia
celular ndo estariam relacionados exclusivamente a redugado do infarto, e que,
provavelmente, envolveria outros mecanismos de acao sobre a fungao cardiaca. Tal
como afirma Fletcher et al. (1981), o prejuizo no desempenho ventricular realmente
esta relacionado ndo sé ao tamanho do IM, mas também a intensidade do
remodelamento ocorrido e consequente repercussdo sobre a habilidade de gerar
forca e pressao pela camara cardiaca.

Podemos assumir que a resposta cardiaca ao aumento subito da pos-carga é
basicamente dependente: 1) do inotropismo miocardico; 2) da resposta ao
estiramento miocardico, refletindo o mecanismo de Frank-Starling; e 3) do tamanho
da cavidade (Bugge-Asperheim & Kiil, 1969; MacGregor et al., 1974; Leite-Moreira
et al., 1999). Quando esse conjunto de fatores ndo estd adequadamente integro,
caracteriza-se o chamado desajuste da pdés-carga ou afterload mismatch (Ross,
1976).

Considera-se a dilatagcdo ventricular como um fator importante nas
implicagdes funcionais decorrentes do infarto do miocardio (Pfeffer & Braunwald,
1990; Pfeffer et al., 1991; dos Santos & Tucci, 2007), pois as relagdes entre a forga
desenvolvida pelo miocardio e a pressdo gerada no interior da cavidade séao
definidas pela lei de Laplace: a forgca miocardica € diretamente proporcional a
pressdo intracavitaria e ao raio da cavidade, e inversamente proporcional a
espessura da parede. Dessa forma, a dilatagdo implica em maior esforgo miocardico
e menor eficiéncia da bomba. Como a terapia celular tem sido descrita como capaz
de reduzir a dilatacdo da cavidade ventricular, a preservagcdo do desempenho
cardiaco frente ao estresse da pos-carga seria sustentado, pelo menos em parte,
por este beneficio.

Todavia, como a disfung¢ao ventricular do remodelamento também é resultado
de modificagdes no tecido remanescente (Swynghedauw, 1999; dos Santos & Tucci,
2007), € muito provavel que a melhora no desempenho ventricular promovida pela
BMC seja decorrente de sua influéncia sobre o miocardio remoto ao IM, fato pouco

explorado na literatura.
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5.4. Avaliagao terapéutica sobre o miocardio remoto ao IM

5.4.1. Mecéanica contratil

Investigamos a contratilidade do miocardico remanescente ao IM, na suspeita
de que sua preservacao também teria exercido papel importante na influéncia da
terapia celular sobre o desempenho cardiaco. O estudo in vitro da fungao
miocardica pode ser feita por meio de varias metodologias com suas particulares
vantagens e desvantagens. Nos estudos envolvendo infarto, preparagdes
multicelulares do miocardio, como a do musculo papilar isolado, isentam as
interpretacbes de influéncias da geometria ventricular e do tecido infartado,
mantendo exclusivamente as propriedades mecanicas do miocardio remanescente.

Nossos dados relativos a fungdo mecanica dos musculos papilares estdo em
concordancia com a literatura especializada (Litwin et al., 1991, Litwin & Morgan,
1992; Wagner et al., 1997; Min et al., 2001) ao indicarem prejuizo na contragao e no
relaxamento apds seis semanas de infarto. A intensidade das alteragcdes na
contratilidade do miocardio também foi relacionada ao tamanho do infarto, com o
grupo IM apresentando piores parametros que mIM. Entretanto, os papilares obtidos
dos dois grupos tratados com BMC tiveram contratilidade totalmente preservada,
independente da permanéncia de infartos nesses coracoes.

Na analise da resposta contratil dos musculos papilares ao estiramento, as
retas formadas permitiram avaliar a integridade da relagdo de Frank-Starling.
Embora existam referéncias de depressdo no mecanismo de Frank-Starling no
coragao pos-IM no homen (Kitzman et al., 1991; Schwinger et al., 1994) e no céo
(Komamura et al., 1993; Gill et al., 2006), e alguma duvida para o coragao de rato
avaliado sob contragao isovolumétrica (Mill et al., 1990; Mill et al., 1991; Stefanon et
al., 1994), ndo ha registros da resposta ao estiramento pelo miocardio analisado
isoladamente. No presente estudo, os papilares dos animais infartados tiveram
resposta contratil ao estiramento deprimida, sugerindo prejuizo ou exaustdo no
mecanismo de Frank-Starling no miocardio remodelado p6s-IM, mesmo no grupo
mIM. A resposta contratil ao estiramento é geralmente descrita como relacionada ao
aumento no numero e melhor disposicdo das pontes cruzadas entre os
miofilamentos contrateis (Yagi et al, 2004), aumento na sensibilidade dos
miofilamentos ao Ca** e diminuicdo do espagamento entre os miofilamentos no

lattice spacing (Allen & Kentish, 1985; Irving et al., 2000), e que também seja
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modulada pela titina (Fukuda et al., 2001). Ademais, a tensao de repouso (TR) dos
musculos papilares do grupo IM cursou com maior elevacgao frente ao estiramento
do que os demais grupos. No coragao normal, o comportamento da TR durante
estiramento em niveis fisiologicos esta relacionado principalmente as propriedades
biofisicas da proteina titina, enquanto no miocardio remodelado, esta relacionado as
propriedades estruturais e fisicas do tecido conectivo, basicamente o colageno
(Heerkens et al., 1987; Wu et al., 2000). Por isso, as propriedades diastdlicas frente
ao estiramento podem refletir a rigidez do miocardio estudado. De forma
surpreendente, os musculos dos dois grupos submetidos a terapia com BMC
apresentaram os parametros sistolicos e diastdlicos totalmente preservados na
analise das curvas de estiramento-tensdo. Estes dados ajudaram a entender porque
0os animais tratados responderam de forma eficiente ao estresse hemodinamico
imposto, mesmo que ainda possuissem tamanhos consideraveis de IM, visto que, a
capacidade contratii e mecanismo de Frank-Starling do miocardio remanescente
estdo preservados apds terapia celular. Também se assemelham aos unicos
trabalhos que, utilizando terapia celular no IM experimental, descreveram melhora
na resposta do coracao infartado ao estiramento, tanto avaliada in vivo (Berry et al.,
2006) quanto in vitro (Jain et al., 2001).

Outro protocolo utilizado neste trabalho foi o estudo da contracdo apds pausa
de estimulos elétricos, manobra experimental que permite avaliar, indiretamente, o
equilibrio entre o papel captador, armazenador e liberador de Ca®*" do reticulo
sarcoplasmatico (RS) e a extrusdo de Ca** da célula através do sarcolema (Mill et
al., 1992; Bers, 2002). E descrito que a pausa de estimulos provoca potenciacdo da
préoxima contragdo em conseqiiéncia: 1) do acumulo de Ca?* no RS durante a
pausa; 2) do aumento na liberagéo fracional deste ion pelo RS; e 3) da reduzida
participacido, especialmente no rato, do trocador Na*/Ca®" em retirar o Ca** através
do sarcolema (Abreu et al., 1987; Mill et al., 1992; Bers, 2002). No estudo da
contragao poés-pausa no infarto do miocardio, os trabalhos sédo raros, mas ao que
parece, sdo consensuais. Tanto Novaes et al. (1996) quanto Wagner et al. (1997)
constataram potenciagdo deprimida seguinte a pausa de estimulos em musculos
papilares de ratos infartados em relacado a ratos controles, ou mesmo auséncia de
qualquer potenciacdo em infartos mais extensos. Tais caracteristicas foram também
evidenciadas em nossos estudos, mostrando diminuigdo da potenciagao pos-pausa

em todos os animais infartados sem terapia, mais acentuada em IM do que mIM.
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Porém, nos grupos BMC, este prejuizo foi parcialmente prevenido, com o
comportamento da potenciacdo em funcdo da duragdo da pausa nao sendo
diferente do SHAM, pelo menos do ponto de vista estatistico. Este resultado sugere,
indiretamente, que a terapia celular também foi capaz de interferir, independente da
extensado do infarto, no prejuizo do acoplamento excitagdo-contragao relacionado ao
remodelamento miocardico.

Finalmente, avaliamos a resposta contratil ao aumento da concentragédo de
Ca?* na solugdo nutridora, e a adicdo do agonista beta-adrenérgico isoproterenol.
Como ja descrito (Mill et al., 1991; Cheung et al., 1994; Stefanon et al., 1994; Qi &
Rouleau, 1996; Li et al., 1997; Holt et al., 1998; Gupta et al., 2000; Wislgff et al.,
2002; Sjaastad et al., 2005; Pinto et al., 2007), as respostas foram
consideravelmente deprimidas nos grupos infartados sem terapia, com maior
prejuizo no grupo IM do que mIM.

Enquanto o aumento da concentragdo de Ca** induziu menor elevacdo dos
parametros sistolicos e diastdlicos do grupo IM em relagdo ao SHAM, houve efeito
inotropico positivo nos grupos tratados com BMC, em niveis equivalentes ao SHAM.
Um fato interessante foi que este aumento do Ca?* na solugéo nutridora de 1,5 para
2,5 mM foi capaz de elevar significativamente a TR nos papilares de animais com
grandes IM, refletindo o comprometimento da cinética do Ca®** e a ja descrita
sobrecarga diastolica deste ion pela dificuldade de sua recaptagao para os estoques
intracelulares (Cheung et al., 1994; Gupta et al., 2000; Wislgff et al., 2002).
Ademais, nao foi verificado aumento significante da TR no grupo IM+BMC.

No protocolo seguinte, a adi¢ao de isoproterenol para concentragao final de 5
MM seguiu-se de aumento importante na TD, +dT/dtnsx € -dT/dtmax, associado a
reducdo nos parametros temporais de contracdo e relaxamento. Tanto o aumento
na geragcdo de forga, quanto a aceleracdo da contragdo e relaxamento com o
estimulo beta-adrenérgico é conseqiiéncia do aumento do influxo de Ca** pelo
sarcolema e sua mais eficiente recaptacdo pelo RS (Opie & Paterson, 2004).
Embora seja proposto que, em preparagdes de miocardio isolado de ratos, o efeito
inotropico positivo do isoproterenol seja muito discreto em concentragdes de Ca?*
acima de 1,25 devido a saturagdo dos estoques intracelulares nessas condi¢des
(Vassallo et al., 1994), foi curioso que tenhamos encontrado tdo evidente estimulo.
Infelizmente ndo temos informagdes que justifiquem este acontecido. Ademais,

como ja apresentado por alguns autores (Litwin & Morgan, 1992; Qi & Rouleau,
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1996; Pinto et al., 2007), houve depressao da resposta beta-adrenérgica em nossos
musculos papilares de animais infartados nao tratados. A depressado na resposta
inotropica ao estimulo beta-adrenérgico na IC é geralmente creditada a expressao
diminuida de adrenoceptores e dos componentes da via de sinalizagdo (Sanbe &
Takeo, 1995; Sethi et al., 2006). Por outro lado, os animais tratados com BMC
responderam de forma equivalente aos SHAM, com aumento na TD e aceleracao
tanto da contragcdo quanto do relaxamento, em niveis significantemente superiores
mesmo aqueles apresentados pelo grupo mIM, novamente reforgcando a
independéncia do tamanho do infarto nos efeitos benéficos identificados com a
BMC. Dentre os inumeros estudos experimentais que utilizaram a terapia celular no
pos-IM, somente um unico trabalho com células embrionarias, € nenhum utilizando
BMC, investigou a contratilidade do miocardio remoto ao infarto. Min et al. (2002)
avaliou ratos submetidos a injegcédo intramiocardica de células embrionarias apos 30
minutos de oclusdo coronariana, e descreveu que a contratilidade dos musculos
papilares dos animais tratados apresentava-se preservada, assim como a resposta
inotrépica ao Ca** e ao isoproterenol. Nesta ocasido, ao identificarem as células
somente no local de injegdo e ndo nos musculos estudados, propuseram que essas
células seriam capazes de liberar fatores de crescimento que agiriam beneficamente
sobre o miocardio distante. Idéia que, diante dos nossos resultados, poderia ser
ampliada também ao uso de BMC. Além do estudo mencionado, Roell et al. (2002),
utilizando tiras musculares retiradas das areas infartadas submetidas ao implante de
células-tronco embrionarias, descreveram efeitos benéficos sobre a contratilidade
miocardica avaliada in vitro, mas sem nenhuma menc¢ao sobre o miocardio remoto.
Dessa maneira, 0 nosso estudo parece ser o primeiro que, utilizando terapia com
BMC, demonstra melhora significante da contratilidade do miocardio remoto ao
infarto e a zona de implante celular, e de forma independente da reducdo do

tamanho do infarto.

5.4.2. Proteinas relacionadas a cinética do calcio e contracao miocardica

No cardiomiécito, o Ca?* participa ativamente de diversas fungdes
intracelulares, dentre elas, o acoplamento entre a excitagcdo e a contragcdo. Nesse
sentido, alteragdes na concentragdo intracelular e no manejo deste ion nos diversos
compartimentos celulares condicionam, significativamente, a disfungao resultante do
remodelamento pés-IM (Mittmann et al., 1998; Sjaastad et al., 2005; Bers, 2006).
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Com o potencial de agdo, a entrada de Ca*" pelos canais voltagem-dependentes
estimula a liberagdo de consideraveis quantidades deste ion a partir dos estoques
do RS para ser utilizado na contragdo. E no relaxamento, o Ca®* é basicamente
recaptado para o RS ou transportado para o meio extracelular. Dentre os passos
principais da cinética intracelular do Ca?* para a contracdo, escolhemos dois
potencialmente implicados nas disfungdes identificadas: a fungao recaptadora do
RS e o mecanismo de extrusdo do Ca?* através do sarcolema, durante a diastole.
Apesar disso, ndo se deve ignorar que existam alteragdes, ndo menos importantes,
nas diversas estruturas responsaveis pela entrada de Ca*® durante o potencial de
acao e pela liberagdo deste ion pelo RS (Mittmann et al., 1998; Swynghedauw,
1999).

Na diastole, a retirada do Ca*" para o exterior do cardiomidcito é feita pela
Ca?*-APTase do sarcolema e pelo trocador Na*/Ca®* (NCX). Poucos estudos t&m
investigado a atividade ou expressdo da Ca®’-ATPase sarcolemal durante o
remodelamento miocardico, mas acredita-se que sua funcdo esta inalterada a
despeito de todas as modificagcdes fenotipicas presentes no cardiomiocito de ratos
(Dixon et al., 1992). Ja em relacdo ao NCX, tem sido consenso que sua densidade
molecular e atividade estdo aumentadas durante quase todo o processo de
remodelamento e sensivelmente super-expresso nos estagios avangados de IC
tanto experimental (Litwin & Bridge, 1997; Yoshiyama et al., 1997; Gupta et al.,
2000; Wasserstrom et al., 2000; Gomez et al., 2002) quanto em humanos (Lehnart
et al., 1998; Alpert et al., 2000). Desta forma, nossos resultados sdo concordantes
ao descrevermos aumento significante na expressao protéica do NCX no miocardio
de animais do grupo IM, justamente aqueles que apresentam sinais mais evidentes
de insuficiéncia ventricular e disfungdo miocardica. Esta alteracdo pode contribuir
com a diminuicdo da forga gerada, explicando principalmente a depressdo da
potenciagdo pos-pausa, devido & maior retirada do Ca®* do mioplasma, que seria
recaptado pelo RS e utilizado na contragao (Bassani & Bers, 1994; Litwin & Bridge,
1997). No miocardio dos animais infartados e tratados com BMC, a preservagao dos
niveis protéicos do NCX sugere que a terapia celular também exerceu beneficios
sobre o remodelamento molecular apds IM.

A Na'/K*-ATPase (NKA), expressdo bioquimica da bomba de sodio do
sarcolema, exerce um papel indiscutivel na manutencdo do potencial de repouso

celular e é capaz de influenciar, indiretamente, na contracédo e relaxamento do
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miécito (Blaustein et al., 1998; Ziegelhoffer et al., 2000). A analise da expressao
protéica da isoforma 1 da subunidade a da NKA n&o foi diferente entre os nossos
grupos, mas notamos redugéo significante do conteudo da isoforma a, em ambos os
grupos infartados sem terapia, independente do tamanho do IM. E bem aceito que a
inibicdo da NKA no coragao, por digitalicos exdégenos ou ligantes enddégenos, cursa
com aumento na contracdo devido as modificagdes na atividade do NCX frente ao
acumulo intracelular de Na* (Blaustein et al., 1998). A reducéo na expressao da a.-
NKA encontrada em nossas amostras apresenta especial importancia, visto que
essa isoforma é a preferencialmente relacionada ao aumento no Ca** no mioplasma
por sua interagao funcional com o NCX (Swift et al., 2008). Embora as alteragbes na
NKA identificadas no presente trabalho contribuam, em parte, para a depressao
contratil do miocardio remanescente ao IM, como descrito em outros estudos (Dixon
et al., 1992; Semb et al., 1998; Swift et al., 2008), nossos resultados sugerem que a
terapia celular n&o foi capaz de prevenir significantemente a redugdao no conteudo
protéico da isoforma a, da NKA.

A recaptacdo do Ca®" para o RS durante a diastole é feita pela Ca®**-ATPase
do reticulo (SERCA2) e modulada negativamente pelo fosfolamban (PLB), quando
em seu estado desfosforilado. No presente trabalho, encontramos niveis protéicos
reduzidos de SERCA2 e PLB no miocardio remoto ao infarto apds seis semanas de
oclusao, principalmente nas amostras de animais do grupo IM. Estes resultados
corroboram a idéia de que ha depressao da quantidade tanto de RNAm (Yoshiyama
et al., 1997; Gupta et al., 2000; Sun et al., 2005) quando de proteina da SERCA2
(Zhang et al., 1999; Sande et al., 2002; Wislgff et al., 2002; Sallinen et al., 2007) no
remodelamento miocardico em ratos, assim como diminui¢ao na expressao génica e
protéica do PLB (Shao et al.,, 1999; Shao et al., 2005). Entretanto, a redugcdo na
quantidade do PLB, em teoria, ndo seria deletéria, visto que é uma proteina
inibidora da recaptagdo de Ca®" pela SERCA2. Nesse sentido, foi esclarecedor
quando identificamos que o contetido da forma fosforilada PLB-Ser'® estava
sensivelmente reduzido nas amostras de ratos infartados. De fato, uma explicagao
proposta € que alteracdes no equilibrio da relagdo entre a relacdo SERCA2 e PLB,
assim com nos mecanismos de fosforilacdo do PLB no residuo da serina-16,
possam ser responsaveis pela recaptagdo deficiente de Ca®* (Huang et al., 1999;
Schmidt et al.,, 1999; Schwinger et al., 1999; Sande et al., 2002). De forma

interessante, os niveis protéicos tanto da SERCA2, quanto do PLB e PLB-Ser'®
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estavam significantemente preservados no miocardio dos animais infartados e
tratados com BMC. Logicamente, 0 mecanismo pelo qual se justifica a preservacao
na contratilidade do miocardio remoto ao infarto apds a terapia celular deve ser a
manutencdo da quantidade de SERCA2 e principalmente do PLB-Ser'®, associada a
prevencao da super-expressao do NCX. Como a reducdo da atividade do NCX e
aumento na atividade da SERCA2 contribuem para maior capacidade de
armazenamento de Ca®* pelo RS, parece-nos evidente o motivo de observarmos
melhores respostas frente a pausa de estimulos nos musculos papilares dos grupos
tratados com BMC.

Finalmente, ainda que nao tenhamos investigado todos os passos do
acoplamento excitagdo-contragdo no miocardio remanescente ao infarto, e que nos
restringissemos a analisar indiretamente a integridade funcional e molecular de seus
componentes, a importancia da terapia instituida para este milieu intracelular e o
manejo do Ca®" na disfuncdo contratil foi inquestionavel e nunca antes descrita na
literatura internacional. Exce¢do é dada a um unico estudo, publicado em uma
revista chinesa e escrito no préprio idioma (Fan et al., 2007), ao qual n&o tivemos
acesso a versao do texto na integra, em lingua inglesa. No resumo em inglés, os
autores indicam que apds quatro semanas de injegdes intracoronarianas de células
mononucleares ou células mesenquimais de MO em coelhos com IC produzida por
adriamicina, houve melhora da atividade da NKA e da SERCA2 nestes coracoes,
mas sem qualquer mencéo a respeito da regido avaliada e de maiores estudos

funcionais e de biologia molecular para tais estruturas.

5.4.3. Histopatologia

Os efeitos promovidos pelo implante celular sobre os aspectos
histomorfologicos da zona infartada e da regido de transicdo sdo bem descritos na
literatura. Todavia, pouco se sabe a respeito das suas consequéncias sobre o tecido
remoto ao infarto. Apds o periodo de quatro a seis semanas de infarto no rato, ja se
identifica hipertrofia dos cardiomiocitos da zona de transigdo, associada a
diminuicdo na quantidade de capilares sanguineos e também na relagéo capilar e
midcitos (Olivetti et al., 1986). Concomitantemente, ocorrem alteragdes no perfil da
matriz extracelular tanto na porcdo infartada quanto na zona de transi¢cdo, que
envolvem processos de sintese e degradagao de colageno, o principal componente

da matriz extracelular (Olivetti et al., 1986; Spinale, 2007). Em nossas analises, a
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densidade capilar e a relacdo entre o numero de capilares por miécitos observadas
na zona de transicdo dos infartos sem terapia estavam menores que aquelas de
areas remotas. Porém, os grupos mIM+BMC e IM+BMC tiveram valores
significantemente superiores, sugerindo aumento na quantidade de capilares nessas
areas mais sujeitas a episédios de isquemias relativas e arritmias. Provavelmente, a
angiogénese na regiao de transi¢cao pode ter contribuido com a ndo ocorréncia da
expansao do infarto com a terapia celular.

Em relacdo ao tecido remanescente, remoto ao infarto, o remodelamento
cursa com hipertrofia dos cardiomidcitos e alteragbées em todos os componentes no
tecido cardiaco, inclusive, com maior deposicdo de colageno no intersticio
(Swynghedauw, 1999). Apds as seis semanas de oclusao, evidenciamos aumento
significante da fibrose intersticial no miocardio remoto ao infarto, o que esta de
acordo com a maioria dos estudos que demonstraram aumento da sintese e
deposigcao de colageno no intersticio e na vasculatura com o remodelamento pés-IM
em ratos (Litwin et al., 1991; Cleutjens et al., 1995; Zimmerman et al., 2001; Jin et
al., 2002), também de forma proporcional ao tamanho do IM. De fato, em nossa
analise da porcentagem da area intersticial ocupada pelas fibras colagenas, apenas
o grupo com grandes IM alcangou significancia estatistica em relagdo ao grupo
SHAM. A disfungao cardiaca do remodelamento depende das alteracbes na matriz
extracelular da mesma forma que daquelas ocorridas no cardiomidcito,
principalmente no que diz respeito as mudangas na rigidez e tamanho cardiacos
(Spinale, 2007). No presente trabalho, a injecdo da fragdo mononuclear de MO foi
capaz de prevenir significantemente a fibrose intersticial avaliada no miocardio
remoto a area de infarto e reparagdo, o que sugere acdes importantes dessas
células em modular, mesmo que a distancia, as alteracbes na matriz extracelular.
Neste sentido, as BMC tém sido descritas como eficientes também em amenizar a
fibrose, tanto nas regides infartadas e adjacentes (Kamihata et al., 2001; Berry et al.,
2006; Guo et al., 2007; Hou et al., 2007; Liu et al., 2008; Mazo et al., 2008), quanto
no miocardio remanescente ao infarto (Xu et al., 2005; Guo et al., 2007; Burchfield
et al., 2008). Embora ndo tenhamos investigado os mecanismos pelos quais a
terapia com BMC pode ter agido em favor da menor deposicdo de colageno no
intersticio, podemos crer que algumas caracteristicas ja foram esclarecidas em
estudos anteriores. Do ponto de vista molecular, Guo et al. (2007) avaliando o

miocardio adjacente a zona de infarto, e Xu et al. (2005) no miocardio remoto,
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descreveram menor fibrose e deposicdo de colageno, associadas a reduzida
expressao génica e protéica dos colagenos | e lll, MMP-1, TIMP-1 e do fator de
crescimento TGF-B1 apds quatro semanas de implante de células mesenquimais de
MO. Vale lembrar que o desequilibrio nas quantidades dessas moléculas com
aumento na relacéo entre MMP/TIMP estd associado a maior grau de dilatagdo e
disfungdo ventriculares (Spinale, 2007). Por outro lado, da mesma forma que o
aumento na quantidade das TIMPs, o TGF-1 super-expresso participa do aumento
de fibrose, estimulando a proliferagcdo de fibroblastos, promovendo a deposicao e
inibindo a degradagéo de colageno (Lijnen et al., 2000; Spinale, 2007). Como o
acumulo descontrolado da matriz extracelular por proteinas estruturais como o
colageno pode comprometer substancialmente a elasticidade do tecido miocardico
(Van Kerckhoven et al., 2000; Wu et al., 2000), este poderia ser o substrato
estrutural da razao pela qual a terapia celular foi capaz de amenizar a disfungcao
diastélica e a resposta alterada da TR ao estiramento do musculo papilar dos
animais com grandes infartos.

O remodelamento pds-IM ocorre de forma assimétrica, com hipertrofia do
musculo remanescente, importante contribuinte da disfungcdo ventricular
(Swynghedauw, 1999; dos Santos & Tucci, 2007). A hipertrofia do cardiomidcito &
ilustrada pelo aumento do tamanho celular e nuclear, e da produgdo e
reorganizagao dos seus componentes (Gerdes et al., 1994; dos Santos & Tucci,
2007). Nesse sentido, o aumento do volume nuclear dos cardiomiocitos
remodelados nas areas remotas ao infarto, nos animais mIM e IM, confirma que a
hipertrofia miocardica esta presente. Em contrapartida, a analise de areas
equivalentes, nos grupos tratados, evidenciou volumes nucleares significantemente
menores que os dos ndo tratados, indicando que também o processo de hipertrofia
foi influenciado pela terapia celular.

Além disso, no remodelamento miocardico patolégico ha hipertrofia dos
cardiomidcitos, sem, no entanto, haver concomitante adaptagcao da microvasculatura
0 que resulta em rarefagcdo capilar no miocardio em remodelamento (Anversa et al.,
1990; Xie et al., 1997), como também foi identificado no presente trabalho. A
reducdo da densidade capilar por area, e da quantidade de capilar por midcito,
sugere que também ocorreu relativa perda do numero de capilares sanguineos.
Entretanto, estas alteragdes foram quase totalmente prevenidas com a injegcédo da

fracdo mononuclear da MO, o que nos faz acreditar que, por evitar a reducao da
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razao capilar/miécitos e a rarefagao capilar e miocitica, essa terapia possa ter
prevenido a perda capilar ou até mesmo promovido angiogénese no miocardio
remoto ao infarto.

Atualmente, a neoformacdo vascular tem sido um dos efeitos mais
intensamente investigados nos estudos envolvendo implante de células derivadas
da MO. Todavia, quase a totalidade dos trabalhos experimentais em animais que
investigaram se a terapia celular poderia induzir angiogénese ou vasculogénese, o
fez, essencialmente, pela observagdo da zona infartada e de transicdo (Tomita et
al., 1999; Lin, 2004; Nagaya et al., 2004; Zhang et al., 2004b; Piao et al., 2005; Tang
et al., 2005; Xu et al., 2005; Tang et al., 2006; Uemura et al., 2006; Hou et al., 2007;
Zeng et al., 2007; Liu et al., 2008; Mazo et al., 2008). Os mecanismos propostos sao
fusdo ou diferenciagdo em células endoteliais ou musculares lisas (Lin, 2004;
Nagaya et al., 2004; Zhang et al., 2004b; Dai et al., 2005; Hou et al., 2007; Zeng et
al., 2007) elou liberacdo de fatores de crescimento e formagao vascular pelas
células implantadas (Lin, 2004; Zhang et al., 2004b; Tang et al., 2005; Tang et al.,
2006; Uemura et al., 2006; Hou et al., 2007; Iso et al., 2007; Imanishi et al., 2008).
Nesse aspecto, € mais consensual a idéia de que a neoangiogénese e
neovasculogénese produzida pela terapia com a fragdo mononuclear ou com células
mesenquimais de MO seja, em sua maior parte, resultado de acéo paracrina. De
fato, ndo sao raros os autores que descreveram aumento na expressao génica e
protéica de fatores de crescimento vascular e endotelial nos tecidos submetidos a
terapia celular (Hiasa et al., 2004; Zhang et al., 2004b; Tang et al., 2005; Uemura et
al., 2006; Imanishi et al., 2008), e mesmo aqueles que evidenciaram producgao
desses fatores in vitro pelos tipos celulares candidatos a terapia (Hiasa et al., 2004;
Takahashi et al., 2006; Uemura et al., 2006; Iso et al., 2007; Xu et al., 2007), e até
mostrando que o préprio meio de cultura em que essas células permaneceram pode
ter efeitos positivo quanto injetado no coragédo isquémico (Gnecchi et al., 2006;
Takahashi et al., 2006).

Como ja mencionado, poucos estudos buscaram analisar essas
caracteristicas no miocardio remoto a area de implante com o objetivo de avaliar a
capacidade de essas substadncias agirem a distdncia na modulagdo do
remodelamento miocardico. Templin et al. (2006) descreveu aumento da
capilarizacdo na zona de transigdo, mas nao encontrou diferenca no miocardio

remoto, quatro semanas apds a infusao transcoronariana de BMC em relagcdo ao
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grupo néo tratado. Os referidos autores ndo discutem a diferenga entre os efeitos
das BMC nas duas regides. Foi utilizada isquemia-reperfusdo, sem caracterizagao
de alteragbes nos capilares do miocardio remoto dos n&o tratados.
Consequentemente, somente foi evidenciado algum beneficio na zona de transigao,
onde a rarefagao capilar foi evidente. Hiasa et al. (2004) também nao evidenciaram
melhora na capilarizagao do miocardio remanescente ao IM em camundongos apés
terapia com BMC. Porém, o fato de realizarem as analises apenas dois dias apés a
terapia, sugere a precocidade das avaliagbes. Dessa forma, o presente trabalho
parece ser o primeiro a demonstrar efeito da terapia celular sobre a densidade
capilar no tecido distante do infarto.

Finalmente, vale a mencédo de que os efeitos secretérios descritos para as
células precursoras derivadas de medula-6ssea nao se restringem ao campo da
neovascularizagdo. Muitas outras substancias biologicamente ativas sdo descritas
como sendo produzidas e liberadas pelas BMC, capazes de influenciar pontos
importantes do remodelamento do miocardio isquémico e nao isquémico (Limbourg
et al., 2005; Crisostomo et al., 2007; Charwat et al., 2008). E tais beneficios podem
ocorrer mesmo na auséncia de modificagdes no infarto e de regeneracéo tecidual
(Fazel et al., 2005; Berry et al., 2006; Chien, 2006; Hou et al., 2007; Burchfield et al.,
2008). Além de envolver moléculas envolvidas no processo de deposicdo e
reabsorcdo da matriz extracelular e fatores de crescimento endotelial e vascular;
estudos indicaram capacidade de modulagdo da apoptose e producéo de fatores de
crescimento e sobrevivéncia celulares (Kamihata et al., 2001; Lin, 2004; Tang et al.,
2004; Tang et al., 2005; Berry et al., 2006; Gnecchi et al., 2006; Uemura et al., 2006;
Guo et al., 2007; Iso et al., 2007); modulagao inflamatdria (Kamihata et al., 2001;
Lin, 2004; Takahashi et al., 2006; Guo et al., 2007; Iso et al., 2007; Burchfield et al.,
2008; Frantz et al., 2008; Imanishi et al., 2008); e finalmente, mas ndo menos
importante, liberagdo de quimiotaticos para células precursoras do proprio
organismo migrarem a essas regides (Kamihata et al.,, 2001; Tang et al., 2005;
Gnecchi et al., 2006; Takahashi et al., 2006; Uemura et al., 2006; Iso et al., 2007;
Frantz et al., 2008).
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6. CONCLUSOES

6.1. Conclusodes especificas

O tamanho do infarto relativo ao VE foi discretamente menor apds terapia
com BMC. A analise do comprimento absoluto demonstrou que nao houve
expansao do infarto nos grupos mIM+BMC e IM+BMC;

A hipertrofia, dilatacdo e disfuncido ventriculares, assim com a hipertensao e
congestao pulmonares, foram parcialmente prevenidas pela terapia celular;

IM e mesmo os mIM apresentaram desempenho ventricular comprometido
frente ao estresse de pds-carga, enquanto os animais tratados foram equiparaveis
aos SHAM,;

A contratilidade basal e estimulada, a contracdo apds pausa de estimulos e a
relagéo entre o estiramento e forga contratil foram preservadas nos grupos tratados,
melhores mesmo que o mIM, de tamanho do infarto equivalente;

As proteinas relacionadas a cinética intramiocitaria do calcio, assim com a
hipertrofia, fibrose intersticial e vascularizagdo do miocardio remoto ao infarto
apresentaram-se praticamente normais apés BMC, apesar da pequena redu¢édo no

tamanho do infarto.
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6.2. Conclusao geral

Este presente trabalho reune um conjunto de resultados que complementam
as informacbes da literatura a respeito dos efeitos da injecdo de células
mononucleares derivadas da medula-6ssea sobre o infarto do miocardio e a
disfungdo cardiaca no rato. Ademais, apresenta novas informag¢des que envolvem
os beneficios dessa terapia sobre o remodelamento estrutural, molecular e funcional
do tecido remoto a zona de infarto e reparacgéo, de forma independente ao tamanho
do infarto, que reforcam a hipdtese dessas células agirem, no tecido hospedeiro,
mediadas principalmente por substancias ou fatores biologicamente ativos.

Isso certamente implica na investigagdo e descricdo dos mecanismos pelos
quais a presenca dessas células parece interferir nas alteracbes protéicas
associadas a depressao contratii do miocardio remanescente, em associacdo a
angiogénese e modulagdo da hipertrofia miocitica e fibrose intersticial. Ao
identificarmos detalhadamente esses aspectos, talvez possamos, enfim, definir o
exato papel terapéutico das células precursoras para a pratica médica e, dessa
forma, encontrar as melhores estratégias para os diversos processos patologicos

potencialmente envolvidos.
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Anexo 1

Acuracia da determinagao do tamanho do IM pelo ECO

A oclusdo coronariana tem sido freqlientemente usada com modelo
experimental de produgcdo de infarto do miocardio e cursa com consideravel
variacao na extensdo da necrose miocardica (Johns & Olson, 1954; Fishbein et al.,
1978; Spadaro et al., 1980). Sendo o tamanho do infarto um fator determinante da
intensidade do remodelamento e disfuncédo cardiacos (Pfeffer et al., 1979; Fletcher
et al., 1981), sua correta quantificagcdo € critica nos estudos de fisiopatologia
cardiovascular. Sabe-se que o exame ecocardiografico (ECO) € um método
satisfatoriamente eficaz na predicdo da extensdo do infarto do miocardio em ratos
apos a fase de cicatrizagdo (Cury et al., 2005; Nozawa et al., 2006). Todavia, n&o
existia dados na literatura a respeito da acuracia do ECO na avaliacdo do tamanho
do infarto nas fases mais precoces, como a que precisariamos para realizagao do
presente estudo. Dessa forma, este experimento preliminar foi desenhado para
testar a seguranca nas medidas do tamanho do infarto adquiridas pelo ECO quando
comparadas as medidas obtidas pela coloragdo histoquimica com cloreto de
trifeniltetrazdlio (TTC), bem estabelecida como metodologia confidvel na
mensuragao da necrose miocardica na fase aguda (Fishbein et al., 1981).

A analise do tamanho do infarto pelo ECO foi realizada de acordo com o ja
descrito neste manuscrito, avaliado as medidas das regides acinética e/ou
hipocinéticas da parede do VE. Pelo TTC, foi medida a porcdo ndo corada pelo
composto quimico, formada de tecido necrosado. Apds avaliacdo pelo ECO, os
animais foram sacrificados e os coragdes foram retirados, lavados em solugao
salina e seccionados transversalmente em trés fatias de aproximadamente 3 mm de
espessura, e incubados em solugao de cloreto de trifeniltetrazélio (1%) tamponada
(NaH,PO4 0,1 M e Na;HPO4 0,1 M) em pH 7,4 e temperatura de 37° C por 20
minutos. Em seguida o tecido foi incubado em formaldeido (15%) por 20 minutos,
solugdo de peroxido de hidrogénio (30% v/v) por 30 minutos, e novamente em

formaldeido por mais 24 horas. Apos esse procedimento, as fatias dos coracdes
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foram fotografadas e digitalmente analisadas com auxilio de software (Image Tool
for Windows 3.0, San Antonio, Texas, USA). Todas as medidas foram realizadas
considerando a relagao percentual entre o comprimento da cicatriz miocardica (TTC)
ou porgao acinética (ECO) e a circunferéncia do ventriculo esquerdo pelo plano
transverso, calculando-se a média das medidas dos trés planos transversais do
coragdo. Sao apresentadas neste Anexo 1, as comparagdes entre as metodologias
realizadas em dois momentos: 48 horas apds oclusdo coronariana e seis semanas
apo6s oclusao coronariana.

A avaliagao pelo ECO dos 25 animais sobreviventes apontou tamanhos do IM
variando entre 0 e 59% do ventriculo esquerdo, com média de 32,3% do VE e
desvio padrao da média em 18,3%. A avaliagao pelo TTC evidenciou tamanhos de
IM entre O e 58% do VE, com média de 32,5% do VE e desvio padréo de 18,4%. A
analise estatistica pelo teste de Bland-Altman (vide figura seguinte) mostrou
concordancia bastante satisfatéria entre estes métodos avaliados apods as 48 horas
de oclusao coronariana. A média da razao entre as medidas do ECO/TTC foi muito
préxima a unidade (0,99) com estreito desvio das medidas (95% do intervalo de
confianga entre 0,57 e 1,41). A correlagdo estabelecida entre as medidas obtidas
pelos dois métodos foi estatisticamente significante e positiva, com expressivo
coeficiente de correlacdo (r = 0,94 pelo teste de Pearson) e de determinagdo (F* =
0,88). Ademais, o coeficiente de inclinagdo da reta formada nesta correlagao
também foi muito proximo a unidade (0,97 = 0,07) sugerindo significante
semelhanca entre as medidas comparadas por esses dois métodos neste momento.

As mesmas comparacdes foram realizadas em outras 28 ratas depois de
decorridas seis semanas da oclusdo coronariana, para confirmar dados prévios de
nosso laboratério a respeito da confianga nas avaliagdes feitas pelo ECO apds o
periodo de cicatrizacdo do infarto do miocardio. O tamanho do IM avaliado pelo
ECO variou entre 0 e 56% do VE com média *+ desvio padrao de 31,7 £ 17,6% do
VE, semelhante ao averiguado pelo TTC que variou entre 0 e 58% do VE com
média + desvio padrdo de 31,9 + 17,8% do VE. Como também ja esperado, a
analise da concordancia entre os métodos, avaliada pelo teste de Bland-Altman
(vide figura seguinte) demonstrou viés médio de 1,00 £ 0,12 (pela razdo TTC / ECO)
quase que com identidade absoluta entre os dois métodos utilizados e com minimos
desvios (95% do IC da razdo TTC / ECO = 0,75 a 1,26). Da mesma maneira, a

correlacio estabelecida entre as medidas apontaram para uma relacao linear quase
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perfeita (r = 0,98 pelo teste de Pearson, coeficiente de inclinagao = 0,98; p < 0,0001)

quando avaliados neste momento.
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Analise da concordancia entre as estimativas do tamanho do infarto realizadas pelo ECO e
pela coloragao histoquimica com TTC na fase aguda (48 horas) e crOnica (seis semanas)
apos oclusado coronariana. Os graficos superiores ilustram o teste de Bland-Altman com a

dispersao entre a medida dos dois métodos.

Portanto, este estudo preliminar aprovou a avaliagdo ecocardiografica como

preditivo do tamanho do infarto do miocardio nos dois momentos utilizados no

estudo, permitindo seguras conclusdes a respeito da extensdo da necrose

miocardica na vigéncia da terapia celular. Como ja mencionado, parte dos

resultados desse estudo preliminar deram origem a uma publicacdo em periddico

internacional (dos Santos, 2008).
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Anexo 2

Sobrecarga subita de pressao na identificagcao de performance deprimida

Ao se estudar a progressao da disfuncdo do VE apéds o infarto, parece
consenso que em 30 dias evidenciam-se sinais de disfungcdo cardiaca em ratos
portadores de grandes infartos (Pfeffer et al., 1979; Fletcher et al., 1981; Anand et
al., 1997). Entretanto, mesmo no periodo pods-cicatrizagdo, os parametros
hemodinamicos dos animais podem estar normais ou muito proximos a normalidade
quando avaliados sob condi¢cdes basais (Pfeffer et al., 1979), dificultando a
identificacdo ou a caracterizacao da disfuncéo contratil ventricular.

Dessa forma, tornou-se também nosso interesse, encontrar um método capaz
de evidenciar o prejuizo no desempenho ventricular nestes casos. Dito isso,
objetivamos avaliar especificamente o efeito da sobrecarga pressérica subita sobre
os parametros hemodinamicos de ratos com infarto do miocardio e fungao sistdlica
basal normal.

Neste estudo, os animais foram submetidos a oclusdo permanente da artéria
coronaria. Apos 30 dias, os animais de variados tamanhos de IM foram agrupados
conforme se segue: menores que 20% do VE (n = 5; tamanho do IM = 11,2 £ 1,7%
do VE), entre 20 e 29% do VE (n = 6; tamanho = 23,7 + 1,4% do VE), entre 30 e
39% do VE (n = 7; tamanho = 36,3 £ 0,9% do VE) e maiores ou iguais a 40% do VE
(n = 10; tamanho = 47,9 £ 1,7% do VE). A subdivisdo possibilitou estudar a fungao
hemodinamica sob condi¢des basais e durante sobrecarga subita de pressao nas
diversas condigdes de disfungdo cardiaca comparadas ao grupo sham-operados
(Controle, n = 8). O aumento subito da pés-carga foi promovido pela administragao
in bolus de fenilefrina para elevar a pressao arterial em aproximadamente 70% da

condicao basal.
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No estudo hemodinamico sob anestesia e condigdes basais (vide tabela

seguinte), os parametros avaliados nado foram muito diferentes entre os grupos,

excecao dada a elevada pressao diastdlica final do VE e a depressao da derivada

positiva maxima de pressdo do VE no grupo com grandes infartos (maiores que

40% do VE) quando comparados ao controle. Ademais, nenhuma diferenca

estatistica foi identificada nos parametros de ejecéo ventricular e trabalho cardiaco

entre os grupos.

Tabela — Biometria e avaliagao morfo-funcional pelo ECO e hemodinamica

Controle IM < 20% IM 20-29% IM 30-39% IM > 40%
Biometria
Massa corporea (g) 232+4 2404 234 +6 241+8 2354
VE/corp.(mg/g) 2,29 £ 0,07 2,36 £ 0,08 2,49+ 0,04 2,67 +0,11* 2,76 £ 0,07*
VD/corp.(mg/g) 0,67 £ 0,01 0,67 £ 0,01 0,75+ 0,05 0,85+ 0,08 1,27 * 0,10*
% H,0 no pulmao 79,36 £0,28 79,35+0,39 7968+024 80,75+0,58 81,29 +0,52*
ECO Doppler
DdVE (mm) 6,52+ 0,10 6,70 £ 0,17 7,50 + 0,32 8,57 + 0,40 8,85+ 0,28*
DsVE (mm) 3,63+£0,18 4,06 £ 0,33 5,33+ 0,60 7,14 +0,59* 7,87 +0,28*
FEM (%) 46,0+1,5 46,7 + 3,8 36,6 +4,2 18,3141 12,8 £ 2,1*
Incidéncia de HP 0/7 (0%) 0/4 (0%) 0/6 (0%) 317 (42%) 7/11 (63%) *
Razao E/A 1,84 £ 0,82 2,10 £ 0,39 2,89+0,32 3,86 + 0,95 5,58 + 0,80*
Hemodindmica
PSVE (mm Hg) 1271+ 3,4 1241+ 6,8 127,86 £4,9 123,1 £ 3,1 113,7 £ 3,1
PDfVE (mm Hg) 3,55+ 0,46 3,36 £ 0,90 3,19+£0,79 6,23 £0,95 12,56 + 2,29*
FC (bpm) 342 £ 17 356 + 26 334 £ 22 333+£10 301 +£18
+dP/dtysx (mm Hg/s) 9854 + 403 9396 + 667 9090 + 684 8405 + 627 6871 + 420*
-dP/dtmax (mm Hg/s) -5924 + 541 -6548 + 255 -6485 + 301 -6273 + 458 -4767 + 347
IC (ml.kg™".min™") 239+ 18 233+ 33 213+ 27 217 + 27 193 + 20
IVSE (ml.kg™) 0,677 £ 0,042 0,661 +0,053 0,703 +0,042 0,688+0,076 0,589 0,041
ITS (g'm.kg™) 1,091 £0,082 1,103+0,125 1,017 +0,094 1,074 +0,102 0,848 + 0,069

Média + e.p.m. dos parametros cardiovasculares morfolégicos e funcionais. *p < 0,05 vs.
SHAM. ANOVA 1-via seguida do teste post-hoc de Bonferroni.
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A administracao de fenilefrina para promover o aumento da pressao arterial
foi acompanhada de elevagdo na +dP/dtywax, pequeno aumento na PDf, e pequena
queda no DC e VSE apenas nos ratos controles e com IM menores que 20% do VE
como representado na figura seguinte, com o grupo Controle cursando com
consideravel aumento na geracdo de trabalho. Todavia, todos os grupos com |IM
maiores que 20% do VE apresentaram menor aumento na +dP/dtnsx, grande

aumento da PDf, e importante queda no DC, VSE e TS, de forma proporcional ao
IM.

— Controle M <20% /1M 20-29% === IM 30-39% . (M > 40%
100+ Pressdes intraventriculares e dP/dt+ maxima ~50

80 *

T
N
o

60+

T
w
o
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N
o
(PHWW ws) oyuswny

20+

Aumento (em % do basal)
T
]

PSVE max dP/dt+ PDfVE

100
Ejecé&o ventricular e geragao de trabalho

75- L

50+

25+

Mudanga (em % do basal)

*

-100- Débito cardiaco Volume sistélico Trabalho sistélico

Média * e.p.m. das alteragdes (% em relagdo ao basal) nos pardmetros hemodindmicos
promovidas por sobrecarga pressorica. Os valores positivos e negativos resultam do
aumento ou diminuicdo respectivamente. *p < 0,05 vs. SHAM. ANOVA 1-via seguida do
teste post-hoc de Bonferroni.
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Analisando mais criteriosamente este teste hemodinamico, puderam ser
estabelecidas relagbes entre o aumento na pds-carga e as mudangas na geragao de
trabalho sistélico adquirida ciclo a ciclo durante a rampa de subida da presséao (vide
figura seguinte). Estas correlagbes foram positivas nos ratos controles (r = 0,90;
coeficiente de inclinagéo = 1,01 £ 0,04) e ndo foram significantes no grupo com IM
menores que 20% do VE (r = 0,30; inclinagdo = 0,10 + 0,08), mas foram
significativamente negativas em todos os demais animais infartados: 20-29% do VE
(r- -0,50; inclinagao = -0,25 = 0,07), 30-39% do VE (r: -0,60; inclinagdo = -0,54 *
0,08) e > 40% do VE (r: -0,75; inclinagédo = -0,99 £ 0,12).
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Relacao entre sobrecarga pressorica e variagao no trabalho sistélico (% do basal).
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A andlise das curvas ROC (na figura abaixo) demonstrou sensibilidade e
especificidade de 100% no uso da inclinagdo das correlagbes estudadas na
distincdo entre os animais saudaveis daqueles com disfungdo ventricular. Dessa
forma, este teste se mostrou pratico e eficiente em identificar depressbées do
desempenho cardiaco, mesmo quando os parametros hemodinamicos sao

aparentemente normais, sendo, entao, protocolado no estudo da terapia celular.
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