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RESUMO

A cardiomioplastia (CDM) tem sido proposta com uma alternativa de tratamento
cirargico para pacientes em estado avancado de cardiomiopatia dilatada e isquémica. Os
resultados clinicos e experimentais demonstram que este procedimento atenua o
processo de remodelamento ventricular, através da compressao dindmica ou passiva do
miocardio pelo grande dorsal (GD). Além disso, estudos observaram formagao de vasos
colaterais do GD para o cora¢do ap6és a CDM. O infarto do miocardio (IM) induz
disfuncdo e remodelamento ventricular e tem sido muito utilizado na literatura como
modelo experimental de isquemia miocardica. A aplicagdo de fatores angiogénicos
diretamente no miocardio isquémico tem mostrado resultados positivos na estimulagao
da formacdo de colaterais. O objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos da CDM
associada ao tratamento com VEGF 45 na fung¢ao ventricular e no desenvolvimento de
fluxo colateral extramiocardico em ratos infartados.

Foram utilizados ratos machos Wistar (n=57, 220-250g) divididos em grupos
infartados e controles. As alteragdes temporais induzidas pelo IM (ligadura da artéria
coronaria esquerda) foram avaliadas aos 14 (IM-14) e aos 56 (IM-56) dias pos IM sendo
comparadas com seus respectivos controles (C-14 e C-56). Animais controles (C-CDM)
e infartados (IM-CDM) foram submetidos a CDM passiva (sem estimulacdo do GD)
apo6s 14 dias de IM e avaliados aos 56 dias. Ratos controles foram submetidos a cirurgia
ficticia de IM e de CDM (S-IMCDM) e ratos infartados a cirurgia ficticia de CDM (IM-
SCDM) a fim de verificar eventuais alteragdes induzidas pelos procedimentos
cirargicos. Um grupo de ratos infartados recebeu a administracdo de uma dose de 25ug
de VEGF 45 na artéria principal do GD imediatamente antes da CDM (14 dias de IM) e

foi avaliados aos 56 dias (IMCDM-VEGF). Ao final do protocolo os animais foram
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anestesiados (pentobarbital sodico, 40mg/Kg) e a artéria carotida direita foi canulada
para registro da PA. Logo apds, esta canula foi inserida no ventriculo esquerdo (VE)
para registro da pressdo ventricular. O registro e processamento dos sinais de pressdao
foram realizados utilizando-se um sistema de aquisicdo de sinais (CODAS, 1 Khz). O
débito cardiaco (DC) e os fluxos regionais (coragdo e rins) foram avaliados através da
infusdo de 300 000 microesferas azuis no ventriculo esquerdo. Apos a infusdo de 50 000
microesferas amarelas na artéria principal do GD o fluxo colateral extramiocéardico do
GD para o coragdo (FCO Gp-coragio) f01 quantificado através da divisdo do numero de
microesferas amarelas no coracdo pelo nimero de microesferas amarelas no GD. Apds a
oclusdo da artéria do GD foram infundidas 300 000 microesferas azuis no VE e o fluxo
colateral extramiocardico do coragdo para o GD (FCO coracao—GD) foi avaliado pela
divisdo do nimero de microesferas azuis no GD pelo niimero de microesferas azuis no
coragao.

O IM induziu hipotensdo e aumento da pressao diastdlica final (PDF) nos grupos
IM-14 (8446 e 6,88+2,6 mmHg) e IM-56 (9843 e 15,4+2 mmHg) em relacdo aos seus
respectivos controles (C-14: 10244 e —-3,2+0,5; C-56: 11443 e 0,5+1,7 mmHg). O
débito céardiaco (DC) foi menor no grupo IM-56 (49,5+9 ml/min) em relacdo ao grupo
IM-14 (7249 ml/min). A maxima velocidade de relaxamento do VE (-dP/dt) estava
reduzida nos grupos IM-14 (-2416+415 vs -4141+309 mmHg/seg nos C-14) e IM-56 (-
3062+254 vs -4191+354 mmHg/seg nos C-56) e a de contracdo do VE (+dP/dt) somente
no grupo IM-56 (4191£354 vs 5420+£355 mmHg/seg nos C-56). O IM ndo alterou o
fluxo e a resisténcia vascular coronariana, no entanto, o fluxo renal estava reduzido e a
resisténcia renal aumentada no grupo IM-56 quando comparados ao grupo C-56. Os
animais com 56 dias de IM apresentaram aumento de massa ventricular (pv) e da razao

peso ventricular/peso corporal (pv/pc) em relagdo aos controles (1,3+0,04 vs 0,98+0,04
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g e 3,37+0,08 vs 2,54+0,09 mg/g nos C-56). O tamanho do infarto foi menor no grupo
IM-14 (35+£3 % do VE) em relacdo ao grupo IM-56 (44+2 % do VE). Os grupos sham
ndo apresentaram alteracdes nos parametros avaliados em relag@o aos seus controles.

Os ratos infartados submetidos a CDM ndo apresentaram hipotensao (105+2
mmHg), nem aumento da PDF (4,8+1,7 mmHg) conforme observado no grupo IM-56.
O FC, o DC, a RVP ¢ os fluxos ¢ a resisténcia vascular coronariana foram semelhantes
entre os grupos C-56, IM-56, C-CDM e IM-CDM. A +dP/dt e a —dP/dt mostraram-se
reduzidas nos grupos C-CDM e IM-CDM em relagdo ao grupo C-56. O fluxo ¢ a
resisténcia vascular renal estavam normalizadas nos ratos IM-CDM. O pv (1,11£0,04g)
e a razdo pv/pc (2,94+0,09 mg/g) apresentaram-se similares aos valores do grupo C-56 ¢
o tamanho do IM foi semelhante entre os grupo IM-56 ¢ IM-CDM (44+2 vs 45+3 % do
VE).

O grupo IMCDM-VEGF apresentou normalizagdo dos parametros
hemodinadmicos e morfométricos de forma semelhante aos do grupo IM-CDM quando
comparados ao grupo IM-56. A resisténcia coronariana mostrou-se reduzida nos
animais IMCDM-VEGEF (22,07+2,01 mmHg/ml/min/g) quando comparada ao grupo C-
CDM (37,8144 mmHg/ml/min/g), apesar do fluxo coronariano ter sido similar entre os
grupos submetidos 8 CDM. O FCOgoragao—sGp Ocorreu predominantemente nos animais
dos grupo C-CDM e IMCDM-VEGF (70% e 83,3% vs 28,6% no IM-CDM) enquanto
que o FCO GD-coragao foi observado em todos os animais dos grupos IM-CDM e
IMCDM-VEGF (20% no C-CDM). A administracdo de VEGF,¢s aumentou o FCO
GD—coragio €M valores absolutos e normalizados por grama (24,85+10,3% e
62,29+23,27%/g) em relagdo aos grupos C-CDM (0,88+0,89% e 1,42+1,42%/g) e IM-
CDM (4,43+1,45 % e 7,66+2,34 %/g). O FCO Gp—coragio Normalizado foi maior nos

animais IM-CDM em relacdo aos C-CDM. O grupo IMCDM-VEGF (4,47+1,46 %/g)
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apresentou maior FCO coragdo—GD normalizado em comparacao ao grupo MI-CDM
(2,43+1,44 %/g). O tamanho do infarto foi menor nos animais do grupo IMCDM-VEGF
(36+3 % do VE) em relagdo aos grupos IM-56 e IM-CDM.

Correlagdes positivas foram obtidas entre 0 FCO Gp_coragio € 0 VOolume sistolico e
(r=0,7) e o fluxo coronariano (r=0,7), ¢ entre a PDF e a razao pv/pc (r=0,8) ¢ o tamanho
do IM (r=0,6). Além disso, correlagdes inversas foram observadas entre o tamanho do
infarto e o volume sistdlico (r=0,8) € 0 FCO Gp-scoragio (r=0,7).

Estes resultados permitem concluir que a CDM passiva preveniu a
disfuncdo e o remodelamento do VE em ratos infartados. A aplicagdo de VEGF s
induziu diminuicdo do tamanho do IM que pode estar associado ao aumento do fluxo
colateral extramiocardico do GD—coracao observado neste grupo tratado com VEGF.
Estes achados sugerem que o uso de fatores angiogénicos, como o VEGF g5, pode
induzir melhora da perfusdo das regides isquémicas do coracdo infartado, limitando a
perda tecidual. Este efeito associado ao da compressao passiva do VE infartado pelo GD

p6s CDM, pode prevenir as disfun¢des decorrentes de isquemias miocardicas.
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ABSTRACT

Cardiomyoplasty (CDM) has been proposed as an alternative surgical treatment
for patients with severe dilated and ischemic cardiomyopathies. Clinical and
experimental results have shown that this procedure attenuates the ventricular
remodeling process by the dynamic or passive latissimus dorsi (LD) compression to the
myocardium. Furthermore, studies observed collateral vessels formation from LD to the
heart after CDM, although the muscle ischemia have been shown as a one of the
principal causes of LD degeneration. Myocardial infarction (MI) induces left ventricular
dysfunction and remodeling, and has been largely used like an experimental model of
myocardial ischemia in the literature. The directly angiogenic factor application in the
ischemic heart has shown positive results in collateral vessels formation. The aim of the
present study was to assess ventricular function and extramiocardial collateral flow
development in infarcted rats the effects submitted to CDM associated with VEGF 45
treatment.

Male Wistar rats (n=57, 220-250g) were divided in control and infarcted groups.
The temporal alterations induced by MI (left coronary artery ligation) were evaluated on
day 14 (MI-14) and on day 56 (MI-56) after myocardial infarction and were compared
with their respective control groups (C-14 and C-56). Control and infarcted animals
were submitted to passive CDM (non-stimulated LD) after 14 days of MI and evaluated
on day 56. Control rats were submitted to MI and CDM sham procedures (S-MICDM)
and infarcted rats to CDM sham procedures (MI-SCDM) to assess eventual alterations
induced by surgical procedures. A group of infarcted animals received a single dose
(25ug) of VEGF s in the latissimus dorsi main artery immediately before CDM (day 14
after MI) and were evaluated on day 56 (MICDM-VEGEF). At the end of the protocol

the animals were anestethasied (sodic pentobarbital, 40 mg/Kg) and the right carotid
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artery was cannuled to record arterial pressure (AP). After, this cannula was positioned
in the left ventricle (LV) to record ventricular pressure. Pressure signals were recorded
and processed in a data acquisition system (CODAS, 1 Khz). The cardiac output (CO)
and regional blood flows (heart and kidneys) were quantified by the infusion of 300 000
blue microespheres in the LV. During this infusion the main artery of LD was occluded.
The extramiocardial collateral flow from LD to the heart (FCO pp_eart) Was quantified
by the ratio between of yellow microspheres in the heart and yellow microspheres in the
LD. The extramiocardial collateral flow from the heart to the LD (FCO peart—s1p) Was
measured by the ratio between blue microspheres in the LD and blue microspheres in
the heart.

MI induced hypotension and an increase in left ventricle end diastolic
pressure (LVEDP) in MI-14 (84+6 and 6.88+2.6 mmHg) and MI-56 groups (98+3 and
15.4+2 mmHg) as compared to their respective control groups (C-14: 102+4 and —
3.240.5; C-56: 11443 and 0.5£1.7 mmHg). CO was reduced in MI-56 (49.5+9 ml/min)
as compared to MI-14 group (72+£9 ml/min). Maximum rate of fall of the LV (-dP/dt)
was lower in MI-14 (-2416+415 vs -4141+£309 mmHg/sec in C-14) and MI-56 groups (-
30624254 vs -41914+354 mmHg/sec in C-56) and the maximum rate of rise of the LV
(+dP/dt) was lower only in MI-56 group (4191+354 vs 54204355 mmHg/seg in C-56).
MI did not change the coronary blood flow and vascular resistance, however renal blood
flow was reduced and renal vascular resistance was increased in MI-56 group when
compared to C-56 group. The animals with 56 days of MI presented an increase in LV
weight (LVW) and in the ratio of LV weight/body weight (LVW/BW) in comparison to
the control group (1.3+£0.04 vs 0.984+0.04 g and 3.37+0.08 vs 2.544+0.09 mg/g in C-56).

The infarction size was smaller in MI-14 (3543 % LV) than in MI-56 group (44£2 %
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LV). The sham groups did not present any changes in the parameters evaluated as
compared to the control groups.

The infarcted rats submitted to CDM did not show hypotension (105+2 mmHg),
or increase in the LVEDP (4.8+1.7 mmHg), as observed in MI-56 group. Heart rate
(HR), CO, total peripheral resistance (TPR), coronary blood flow and vascular
resistance were similar between C-56, MI-56, and C-CDM e MI-CDM groups. The +
dP/dt and the —dP/dt were decreased in C-CDM and MI-CDM groups when compared
to C-56 group. Renal blood flow and resistance were considered normal in MI-CDM
rats. LVW (1.114+0.04g) and LVW/BW (2.94+0.09 mg/g) in CDM groups were similar
to those in group C-56. Infarction size was similar between MI-56 and MI-CDM groups
(4442 vs 45+£3 % LV).

MICDM-VEGF group restored hemodynamic and morphometric parameters
similar to observed in MI-CDM in relation to MI-56 group. Coronary vascular
resistance was reduced in MICDM-VEGF animals (22.07+2.01 mmHg/ml/min/g) as
compared to C-CDM group (37.81#4 mmHg/ml/min/g), despite the fact that the
coronary blood flow was similar between CDM groups. FCO heartsLp Was observed
mainly in C-CDM and MICDM-VEGF rats (70% e 83,3% vs 28,6% in MI-CDM), and
FCO 1poheart Was observed in all animals of MI-CDM and MICDM-VEGF groups
(20% in C-CDM). VEGF¢s administration increased the FCO Lp_neart as analyzed for
both absolute and normalized per gram values (24.85+10.3% and 62.29+23.27%/g) in
comparison to C-CDM (0.884+0.89% and 1.42+1.42%/g) and MI-CDM groups
(4.43£1.45 % and 7.66£2.34 %/g). Normalized FCO | p_peartr Was higher in MI-CDM
rats as compared to C-CDM rats. The MICDM-VEGEF group (4.47+1.46 %/g) presented

higher normalized FCO peartsip When compared to MI-CDM (2.43+1.44 %/g). The
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infarction size was reduced in MICDM-VEGF (3643 % LV) in comparison to MI-56
and MI-CDM rats.

Positive correlations were obtained between FCO 1p_spearr and systolic volume
(r=0.7) and coronary blood flow (r=0.7), as well as between LVW/BW and LVEDP
(r=0.8). Furthermore, inverse correlations were obtained between infarction size and
systolic volume (r=0.8) and FCO [ p_sheart (=0.7).

In conclusion, passive CDM prevented LV dysfunction and remodeling in
infarcted rats. VEGF,¢s administration in the LD main artery induced reduction in
myocardial infarction size, which could be associated to an increased in LD—heart
extramiocardial collateral flow observed in VEGF group. These results suggest that the
usage of angiogenic factors, like VEGF¢s, could improve the perfusion of ischemic
regions in infarcted hearts; therefore, diminishing tissue loss. This effect when
combined with infarcted LV passive compression by LD after CDM can prevent

dysfunctions resulting from myocardial ischemia.
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1. INTRODUCAO

Em 1931 Jesus utilizou pela primeira vez um enxerto muscular, o musculo
peitoral, para reparar um ferimento penetrante no coracdo de um jovem (Jesus, 1931).
Dois anos depois, Leriche & Fontaine (1933) usaram este mesmo musculo para reforgar
o miocardio canino infartado. Em 1935, Beck aplicou o peitoral sobre o coracao de um
paciente com angina, apos ter verificado em cdes a formacgdo de vasos sangiliineos
colaterais do enxerto para o epicardio (Beck, 1935). Este procedimento foi repetido em
20 pacientes, sendo utilizado também para casos de miocardio isquémico (Beck, 1936).
Em 1959 Kantrowitz e McKinnon utilizaram, no c3o, o diafragma enrolado no
ventriculo para auxiliar mecanicamente o coragdo, no entanto, a estimulagdo elétrica do
musculo durante a sistole cardiaca, ndo provocou alteragdo hemodindmica (Kantrowitz
& Mc Kinnon, 1959).

Estudos posteriores, revelaram melhoras hemodindmicas com a estimulacio
muscular na diastole, estando o musculo envolto na aorta distal (Kantrowitz, 1960) e no
atrio direito canino (Nakamura & Glenn, 1964). Seguiram-se outros trabalhos
demonstrando a viabilidade de aumentar a pressdo através da contragdo de um enxerto
esquelético sobre o coragdo (Kusaba et al., 1973 ; Drinkwater et al., 1980; Mackoviak et
al.,1981). Termet e colaboradores em 1966 utilizaram pela primeira vez o musculo
grande dorsal para auxiliar o miocardio do cdo. A estimulagdo muscular foi capaz de
gerar aumentar a pressao sistémica aproximadamente 15 minutos, apds o que o musculo

apresentava fadiga (Termet et al., 1966).

1.1 A cardiomioplastia
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Em 1985 foi realizada a primeira cardiomioplastia (CDM) por A. Carpenrtier e
J. Chachques no Hospital Brouissais em Paris. A estimula¢ao do GD teve inicio (cinco
dias ap6s a cirurgia) na razdo de uma contragdo muscular para cada duas sistoles
cardiacas, sendo esta aumentada posteriormente para razdo 1:1. Observou-se neste
paciente, com a estimulacdo, um aumento na fragdo de ejecdo de 56% para 69%
(Carpertier & Chachques, 1985).

A figura 1, ilustra esquematicamente a CDM dindmica. O grande dorsal
esquerdo (GD) ¢ desinserido em suas porgdes laterais e distal, sendo preservado o
pediculo muscular, inser¢do proximal e o feixe neurovascular principal. Dois eletrodos
sdo implantados, proximos ao pediculo muscular. O GD ¢ mobilizado para o interior da
caixa toracica através de uma abertura no espaco intercostal, e apds a esternotomia
medial, ¢ envolvido no coragdo. Um terceiro eletrodo ¢ ligado ao atrio direito ou
ventriculo para captagcdo dos potenciais cardiacos que sdo utilizados para sincronizar o
estimulador muscular, o qual fornece trens de estimulos com duragdo compativel com a
sistole cardiaca.

Em 1988, Chachques e colaboradores propuseram que os beneficios da CDM
dindmica na insuficiéncia cardiaca refrataria ocorreriam por duas vias: (1) melhora da
funcdo sistolica pela contracdo do GD auxiliando a ejecdo cardiaca e (2) limitacdo da
dilatacdo ventricular progressiva. A tabela 1 ilustra alguns resultados representativos

obtidos entre 1995 e 1997 com CDM dinamica em alguns centros de estudo.
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Figura 1 - Tlustragdo esquematica da cardiomioplastia

Apesar desses resultados favoraveis, estudos realizados no Instituto do Coracao
da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo e em outros centros no mundo
revelaram que apds 5 anos de estimulacdo cronica observava-se além do aumento da
densidade capilar, degeneracdo do GD com infiltragdo de tecido adiposo e perda de
contratilidade (Moreira et al., 1993; Kalil et al., 1995). De fato, Moreira ¢ colaboradores
(1993) encontraram atrofia e fibrose severas no GD em dois dos sete pacientes que
faleceram no primeiro ano apds a cirurgia. Kalil e colaboradores (1995) mostraram
mudangas degenerativas musculares por ressondncia magnética, dados estes
confirmados posteriormente por autopsia. Estes achados sugerem que a melhora da
funcdo cardiaca pds CDM pode ser limitada por degeneracdo do GD e conseqiiente

diminui¢do da assisténcia circulatodria.
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Tabela 1 - Estudos clinicos com a cardiomioplastia

Autor No Caracteristicas  Sobrevivéncia Resultados clinicos
pacientes  dog pacientes
Lorusso et al. 22 LVEF20+5,8 % 4 anos: 70% T indice cardiaco - 6
1997 LVEDD meses
(Italia) 75,5+7,4mm T LVEF - 6 meses
NYHA III ! LVEDD - 6 meses
{ hospitaliza¢io
Magovern et 16  LVEF 26,1 £ 5,3 1ano: 63% (CDM direita)
al. Yo 2 anos: 50% T NYHA and QOL
1996
(EUA)
Moreira et al. 36 NYHA III: 28 1 ano: 82% T NYHA
1996 NYHA IV: 8 2 anos: 62% T fungdo sistolica e
(Brasil) 5 anos: 39% diastolica
Tasdemir et al. 24 2 anos: T NYHA em todos
1997 -isquémicos: T LVEF em todos
: 55%
(Turquia) ° T indice cardiaco - 6
-idiopética: meses
85%
Cohen-Solat et 16 NYHA III: 12 VO,maximo: inalterado
al. LVEF: 18 + 8% T LVEF
1996 T NYHA em 14
Franca
(Franga) T QoL
Akhmedor el 35 T NYHA
at. .
revascularizacgao do
1995 miocardio pelo GD
(Russia)
Domenegatiet 10  NYHA III, IV 1 morte na TNYHA
al. (aguardando transplante) Cimrgia
1995 LVEF: 25 + 9% 2 mortes
(Italia) subitas tardias
Chacques et 82  LVEF: 17+ 6% 7 anos: 54% T LVEF
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al. NYHA: 3.2 7 anos: NYHA 1 volume sistélico
1997 1L 66%

(Franca)

{ hospitalizagdes

LVEDD= dimensdo diastdlica final do ventriculo esquerdo; LVEF= fragdo de eje¢do do
ventriculo esquerdo; NYHA=classe functional da New York Heart Association; QOL=
qualidade de vida; VO, maximo= maximo consumo de oxigénio durante o exercicio.

(modificado de Jessup, 2000)

A busca de novos protocolos de estimulacdo para melhorar a funcao
hemodindmica associada a preservacdo do GD, bem como o estudo dos processos
degenerativos pos transposicdo e poés CDM, levaram a utilizagdo experimental de
diferentes modelos animais. Estudos no Instituto do Coragdo da Faculdade de Medicina
da Universidade de S@o Paulo caracterizaram o GD com relagdo as suas propriedades de
contracdo isométrica e isotonica em caes (Cestari et al., 1995). Kratz e colaboradores
(1994) demonstraram que a estimulacdo cronica por seis semanas em porcos aumentava
as proteinas contrateis e a resisténcia a fadiga, mas provocava atrofia e fibrose
principalmente na regido distal do GD. Soltero e colaboradores (1996), estudando caes
em um protocolo de estimulagdo aguda, concluiram que baixas freqiiéncias de
estimulacdo podem preservar a fungdo do GD e melhorar os resultados clinicos, sem

comprometer o beneficio hemodindmico da CDM.

Em nosso laboratdrio evidenciamos prejuizo da fungdo contratil do GD em ratos
com diabetes induzida por estreptozotocina durante contracdes isométricas (d’Avila et
al., 1997). Também neste modelo experimental, realizamos a CDM aguda e observamos
diminui¢do do auxilio mecanico durante estimulagao do GD de animais diabéticos (De

Angelis et al., 2001b). Tais alteracdes estavam acompanhadas de diminui¢do da
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atividade da Na'K 'ATPase e da Ca” ATPase (De Angelis et al., 2001b) além de
aumento do estresse oxidativo (De Angelis et al., 2000) e alteragdes na reatividade
vascular do GD (De Angelis et al., 2001a). Além disso, lanuzzo e colaboradores (1996)
estudando a degeneragdo GD p6s CDM demonstraram que a isquemia € o evento inicial
na perda de contratilidade deste mtsculo, sugerindo que a manutengao de uma perfusao

adequada do GD poderia preservar o desempenho muscular na CDM.

Apesar de originalmente ser um método de assisténcia
mecanica durante a sistole ventricular, aumentando a fracao
de ejecao, o volume sistolico e o débito cardiaco, nem todos os

trabalhos demonstraram resultados convincentes da
importancia clinica na funcio hemodinamica. No entanto,
observaram melhora de classe funcional dos pacientes
estudados (Jatene et al., 1991; Schreuder et al., 1995; Kass et
al., 1995). A diminuicao do estresse da parede do ventriculo
esquerdo (VE) tem sido cada vez mais demonstrada como o
mecanismo primario de acdo da CDM dinamica (com
estimulacao do grande dorsal) ou passiva (sem estimulacio do
grande dorsal). Os trabalhos clinicos e experimentais
evidenciam que o enxerto muscular diminui o estresse da
parede miocardica e atenua a dilatacdo e o remodelamento
ventricular, mecanismos estes associados com a progressao da
insuficiéncia cardiaca congestiva. (Kass et al., 1995; Patel et
al., 1997a; Patel et al., 1997b; Capouya et al., 1993;
Carpentier et al., 1993). A figura 2 ilustra as provaveis acoes
da CDM para limitar o remodelamento ventricular
progressivo no processo de insuficiéncia cardiaca.
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-MELHORA DAEFICIENCIA DO MIOCARDIO

/
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REMODELAMENTO VENTRICULAR

'

MELHORACLINICA

Figura 2 - Diagrama ilustrando o processo dindmico pelo qual a
cardiomioplastia possivelmente estabiliza o remodelamento ventricular (Modificado de

Acker , 1999).

A experiéncia clinica internacional com cerca de 1000 pacientes, demonstra que
este tipo de assisténcia pode ser empregado com sucesso em um grupo bem definido de
individuos com cardiomiopatia severa (Chachques et al., 1997, Jessup, 2000, Moreira &
Stolf, 2001). Atualmente a CDM dindmica permanece como alternativa cirirgica para
utilizagdo em pacientes com estdgio avangado de insuficiéncia cardiaca, embora ainda
ndo se tenha estabelecido na literatura sua eficiéncia como tratamento (Acker, 1999;
Moreira & Stolf, 2001). Estima-se que aproximadamente 15 milhdes de pessoas
apresentem ICC no mundo (Parcker, 1987). Apesar dos recentes avancos na terapia
medicamentosa e cirirgica, a insuficiéncia cardiaca continua sendo uma das maiores
causas de morte na sociedade moderna. (Smith, 1985; Furberg et al., 1985; Opie, 1988;
Massie & Conway, 1987). O prognostico para o estagio final da ICC ¢ ruim e os

pacientes tem poucas opgdes uma vez que, apesar do progresso e da evolucdo do
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conhecimento, as cirurgias convencionais € o tratamento medicamentoso tem sido
insuficientes no manejo desta patologia (Wilson et al., 1983; Bomtemps et al., 1991).
Os resultados clinicos da CDM demonstram que a mortalidade apds esta cirurgia foi
significativamente alta em pacientes com ICC de classe IV segundo a NYHA,
evidenciando que este procedimento deve ser realizado antes da indicacdo para o

transplante cardiaco (Moreira & Stolf, 2001).

1.2 A cardiomioplastia na isquemia miocardica

A CDM tem sido indicada especificamente no
tratamento de cardiomiopatias dilatada e isquémica (Moreira
& Stolf, 2001). Por exemplo, dos 84 pacientes submetidos a
CDM de janeiro de 1985 a dezembro de 1995 no Hospital
Broussais em Paris, 45 pacientes apresentavam isquemia
miocardica por terem sofrido infarto do miocardio (IM),
sendo que destes 7 ja haviam realizado revascularizaciao da
artéria coronaria. Além disso, nesta mesma experiéncia
clinica, 33 pacientes apresentavam cardiomiopatia dilatada, 5
apresentavam tumores cardiacos e 1 tinha malformacao
congénita [{GHR

O infarto agudo do miocardio (IAM) foi considerado
uma das doen¢a mais preocupantes do século XX. Apesar da
evolucao no tratamento do IM, ainda existem duvidas com
relacao as diferentes abordagens terapéuticas. Estudos com
humanos e animais de experimentacio vem buscando
alternativas para o tratamento desta patologia que consigam
abordar da forma mais abrangente possivel as multiplas
disfuncoes desencadeadas apos o IM, tentando evitar, desta
forma, que cronicamente muitos pacientes evoluam para um
quadro de insuficiéncia cardiaca (Bassand, 1995).

A isquemia miocardica ocorre quando o fluxo sangiiineo
arterial € insuficiente para suprir as necessidades metabolicas
do coracido. Se uma grande massa ventricular for submetida a

lesdo isquémica, a funcio de bomba do VE torna-se
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deprimida, e o débito cardiaco, o volume sistolico, a pressao
arterial e o pico de dP/dt diminuem, e a pressao diastolica
final do VE aumenta (Pfeffer et al., 1979, De Felice et al.,
1989). A depressao da funcio cardiaca pos IM esta

diretamente relacionada a extensao da lesdo isquémica no VE

e o0 grau de aumento da pressao diastolica final do VE ¢é talvez
o melhor preditor da mortalidade apos o infarto agudo do

miocardio (IAM) (White et al., 1987). No entanto, a medida da

funciao miocardica mais utilizada clinicamente na fase cronica

do IM ¢ a fracio de ejecao do VE, sendo esta avaliacido
utilizada para a estratificacio de risco dos pacientes (White et
al., 1987).

Assim, a sobrevida pos IAM depende de varios fatores,
cujo mais importante é a funcao ventricular esquerda
(Madsen et al., 1983; De Busk, 1989). Importancia adicional
deve ser dada também a severidade e a extensao das lesoes
obstrututivas remanescentes na perfusiao coronariana dos
tecidos viaveis do coracao (Taylor et al., 1980; Norris et al.,
1984).

A localizacdo especifica da éarea infartada do ventriculo esquerdo (VE) ¢ de
grande importancia nas respostas hemodindmicas observadas. Embora haja grande
variagdo anatdmica na distribuicdo das artérias coronarias, no homem, a oclusido da
artéria coronaria descendente anterior resulta em IM da parede antero-lateral, e a
oclusdo da artéria circunflexa produz principalmente infarto do miocéardio da parede
inferior. A oclusdo da artéria coronaria direita causa infarto infero-posterior do VE e,
muitas vezes, infarto do ventriculo direito (Corr & Gillis, 1978).

Na fase cronica do IM a severidade dos sintomas na isquemia cronica do coracao
com disfun¢do do VE parece estar associada com a sobrevida do paciente (Califf et al.,
1982). Os mecanismos compensatorios utilizados cronicamente para manter a perfusdo
sistémica apds o IM sdo: utilizacdo da reserva sistdlica (aumento da contratilidade) e/ou
diastdlica (mecanismo de Frank-Starling) e alteragdes neurohumorais; que a0 mesmo

tempo que sdo benéficas, podem induzir alteragdes na massa, volume e complacéncia
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ventricular, além de disfungdo ventricular, levando a um quadro de insuficiéncia
cardiaca. Portanto, o prejuizo da fun¢do hemodinamica pds IM ¢ a causa mais comum
da hipertrofia da massa ventricular remanescente ¢ do remodelamento ventricular

(Pfeffer, 1991).

1.3 Remodelamento ventricular pds isquemia miocardica

Entre os fatores determinantes da fungdo ventricular esquerda apds o IAM pode-
se citar: o tamanho do infarto, a localizagdo do infarto, a disfuncdo isquémica, a
contratilidade do miocdrdio normal, a complacéncia ventricular, a isquemia
subendocardica, a impedancia aortica e a capacitancia venosa (pré-carga) (Cohn, 1989).

O IM inicia um processo de remodelamento ventricular, o qual é caracterizado
pela progressiva dilatacio do VE, rearranjo da estrutura da parede ventricular,
hipertrofia ventricular e aumento na massa muscular sem um aumento na espessura da
parede (hipertrofia excéntrica) (Pfeffer et al, 1990). O remodelamento ventricular pos
IM em primeiro momento ¢ benéfico para o sistema, possibilitando a manutencio da
demanda; no entanto, cronicamente torna-se progressivamente prejudicial levando a
disfungdo e hipertrofia ventricular. Este processo inicia-se no momento do IAM e
continua, na maioria dos casos por meses ou anos, até que seja atingido um estado
hemodindmico estadvel ou progressivamente ocorram severas descompensagdes
cardiacas, levando a insuficiéncia cardiaca. Muitas questdes sobre este processo ainda
ndo estdo perfeitamente esclarecidas pelos métodos atuais. Todavia, os trabalhos das
areas basica e clinica tem evidenciado que (1) este processo ¢ progressivo e afeta
adversamente o progndstico, (2) o processo ¢ modificado pela intervengdo terapéutica e,

(3) a patogénese ¢ multifatorial (Cohn, 1989).
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A perda da forc¢a contratil na zona infartada afeta a
funcao sistolica do VE, mas o aumento na pressao diastolica
final do VE provavelmente também reflete um prejuizo do
relaxamento ventricular. Esta disfuncio pode exercer efeitos
adversos na perfusiao subendocardica que podem levar a
progressiva disfuncao sistolica. O aumento da pressao
diastdlica final do VE induzido pela disfunc¢ao diastdlica
impedira a perfusiao subendocardica (Conh, 1989). Este ciclo

vicioso iniciado por estes fatores esta ilustrado na Figura 3.
INFARTO DO MIOCARDIO/ISQUEMIA

v ~

DISFUNCAO DISFUNCAO
SISTOLICA DIASTOLICA
} }
v
*DEBITO CARDIACO
TPRESS,&O DIASTOLICA FINAL
v 3 DO VENTRICULO ESQUERDO
ESTIMULACAO

NEURO-HUMORAL

f IMPEDANCIA ISQUEMIA
SUBENDOCARDICA

FALENCIA BOMBA CARDIACA
&
MORTE SUBITA

Figura 3 — Diagrama ilustrando o processo dindmico que pode contribuir para a
insuficiéncia ventricular esquerda apds o infarto agudo do miocéardio (Reproduzido de

Cohn, 1989).

1.4 Alteracoes celulares e genéticas no remodelamento ventricular
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O processo de remodelamento pos IM tem sido
associado com alteracoes da matriz extracelular, do
citoesqueleto dos miocitos e da orientacio das proteinas
contrateis, os quais modificam a geometria e a funcio dos
miocitos (Spinale, 1996; Eichhorn & Bristow, 1996). Na
cardiomiopatia isquémica (Beltrami et al., 1994) e dilatada
(Beltrami et al., 1995) um aumento de 2 vezes na massa
miocardica é associada com um aumento de mais de 4 vezes
no volume da camara ventricular, resultando em uma
significante reduciao na relacio massa-volume do VE

De acordo com a Lei de Laplace, o estresse diastolico
por midcito pode aumentar a tal nivel que induza morte
destas células, o que explica a irreversibilidade desta
patologia. Olivetti e colaboradores (1997) verificaram um
aumento de 232 vezes na apoptose de miocitos de pacientes no
estagio final da ICC. Além disso, na cardiomiopatia isquémica
uma média de aumento de 28% e 13% no acumulo de
colageno foi verificada no ventriculo esquerdo e direito,
respectivamente. Estes niveis de tecido fibroso indicam uma
grande perda de midcitos, podendo explicar a limitada
possibilidade de melhorar a funcao cardiaca nestes coragoes.

A hipertrofia em resposta ao estresse mecanico é um
fenomeno bem conhecido, mas como este estimulo mecanico
altera a regulacao da funcio celular e da expressao génica
ainda nao esta totalmente esclarecido. Sadoshima e
colaboradores (1994), estudando cultura de miocitos,
demonstraram que o estimulo de estresse mecanico causa a
liberacao de angiotensina Il que atua como mediador inicial
na hipertrofia induzida em resposta ao estresse. A evolucio
temporal da ativacio do sistema renina-angiotensina (SRA)
vem sendo bastante estudada na literatura. Pinto e
colaboradores (1993) demonstraram que paralelamente a
disfuncao diastdlica e sistdlica a atividade da enzima
conversora de angiotensina (ECA) mostrou-se aumentada no
coracio 3 dias apos IM. Outros resultados experimentais
confirmam um aumento de 7 e 8 vezes no estresse de parede
na fase aguda e apds 1 més de IM, respectivamente, e foram
associados a um aumento na expressao do SRA (Olivetti et al.,
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1990; Olivetti et al., 1991). Dessa forma, ratos infartados
tratados com inibidores da ECA e bloqueadores especificos da
angiotensina II apresentaram diminui¢ao da angiotensina II
no coracao e prevencao da dilatacao ventricular (Pfeffer et al.
1985ab; Yamagishi et al., 1993), sugerindo um importante
papel do SRA na dila¢ao ventricular pos IM.

Boluyt e colaboradores (1994), estudando as alterac¢oes
na expressao génica cardiaca durante a transicio da
hipertrofia estavel para a insuficiéncia cardiaca,
demonstraram que a mais notavel caracteristica que distingue
um coracio insuficiente de um normal foi 0 aumento de trés a
cinco vezes na expressao de proteinas da matriz extracelular e
um aumento na proteina do fator de crescimento regular B1
(Boluyt et al., 1994), sugerindo uma contribuicao desta
proteina na elaboracio da matriz extracelular, resultando em
deterioracao da funcio caracteristica da ICC. Além disso,
alteracoes na funcio do reticulo sarcoplasmatico tem sido
evidenciadas ao longo dos anos e estudos demonstraram
alteracdes na expressao génica de transportadores de calcio
do reticulo sarcoplasmatico em animais e humanos (Arai &
Matsui, 1994). Modificacoes na expressao de genes envolvidos
na vias de sinaliza¢io adrenégicas também foram
documentadas (Sadoshima et al., 1994) e evidenciam mais
uma causa para a disfunc¢io cardiaca na ICC.

1.5 Revascularizacao do coracao como alternativa no tratamento da
isquemia miocardica
O procedimento de Vineberg, no qual realiza-se a revascularizagdo do miocardio
indiretamente com a artéria mamadria interna, foi o primeiro procedimento cirirgico
padronizado para revascularizar o miocardio isquémico de pacientes. Pouco tempo
depois, esta cirurgia foi abandonada com o advento da revascularizacio miocardica
direta pela cirurgia de ponte coronariana (Favaloro, 1968). No entanto, antes mesmo da

técnica de Vineberg, muitos estudos com revascularizagdo indireta do miocardio haviam

sido realizados (Beck, 1935; O’Shaughnessy, 1936; Vansant & Muller, 1960; Vineberg,
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1946; Vineberg, 1949; Vineberg, 1952). Evidéncias anatdmicas demonstraram
significante formagao de vasos colaterais entre os tecidos extramiocardicos e o coragdo,
sugerindo um importante papel destas técnicas na preservagao do fluxo sangiiineo para
areas isquémicas do miocardio, diminuindo o risco de eventos de isquemia e morte
tecidual (Beck, 1935; Provan et al., 1966; Barner et al., 1968; Criollos et al., 1968; Begg
etal., 1975).

Em pacientes com cardiomiopatia isquémica foi demonstrado pela autdpsia um
aumento do fluxo colateral entre o GD e o coragdo para as areas isquémicas do
ventriculo p6s CDM (Mott et al., 1996). Mannion ¢ colaboradores (1996) mostraram
evidencias de fluxo do GD para o coragdo em caes infartados submetidos a CDM,
sugerindo um papel adicional da CDM como uma possivel forma de induzir a
revascularizacdo das areas miocardicas isquémicas.

A formagdo de circulagdo miocardica colateral ¢ uma importante resposta
adaptativa para a patologia isquémica, sendo que a intensifica¢do deste processo natural
estd sendo alvo de investigacdo e representa uma estratégia que pode servir de
alternativa para a angioplastia ou a cirurgia de ponte (Unger et al., 1990). De fato,
White e colaboradores (1992) demonstraram que a isquemia do miocardio promove
intensa sintese de DNA nas células endoteliais € do musculo liso vascular refletindo um
processo de neovascularizagdao (White et al., 1992). A neovascularizacdo €, portanto, um
importante componente no desenvolvimento de vasos colaterais, cujo grau de formagao
estd entre os principais determinantes da extensdo da necrose apds a isquemia das
artérias coronarianas (Habib et al., 1991; Sabia et al, 1992; Yanagisawa-Miwa et al.,
1992; Sasayama & Fujita, 1992). As novas colaterais coronarianas melhoram o fluxo
sangiliineo para o miocardio e ajudam a preservar a fun¢do cardiaca, reduzindo as

disfungdes em decorréncia da isquemia (White et al., 1992; Sabia et al., 1992)
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1.6 Angiogénese terapéutica

Em 1971, Folkman demonstrou a importincia da neovascularizagdo para o
desenvolvimento de tumores e sugeriu que este processo possivelmente estaria
correlacionado com fatores de crescimento angiogénicos especificos do neoplasma
(Folkman, 1971). Estudos subsequentes estabeleceram a viabilidade do uso de fatores
angiogénicos para formar e/ou aumentar o desenvolvimento de artérias colaterais em
modelos experimentais de isquemia miocadica ou de membros. Esta nova estratégia
para o tratamento da insuficiéncia vascular foi denominada angiogénese terapéutica
(Takeshida et al., 1994).

No entanto, estudos recentes sugerem que a neovascularizagdo terapéutica ndo
esta restrita apenas a angiogénse, mas inclui a vasculogénese. No embrido o processo de
formacao vascular, envolve vasculogénese, responsavel pelo estabelecimento dos plexos
vasculares primarios a partir da agregacdo de angioblastos no mesoderma e a
angiogénese, que estende e remodela a vasculatura embriogénica primaria, sendo
necessaria para o crescimento normal do tecido embrionario. Na maturidade, a
angiogénese, que compreende a formacdo de novos vasos a partir de vasos pré-
existentes, raramente tem importancia em individuos adultos saudéaveis, mas pode ser
ativada em certas circunstancias patologicas. (Conway et al., 2001).

Em 1991 Schaper e colaboradores demonstraram que a angiogénese resulta de
varios eventos que envolvem ruptura da membrana basal vascular, migracdo e
proliferacao de células endoteliais diferenciadas e subseqiiente formagao e maturagdo de
novos vasos sangiiineos. A vasculogénese, no entanto, envolve a participagcdo de células

progenitoras endoteliais derivadas da medula 6ssea as quais, circulando pelos sitios de
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neovascularizagdo, se diferenciam em células endoteliais formando novos vasos (Isner
et al., 1999).

A proliferagdo neovascular, a partir de microvasos pré-existentes possui
importante papel fisiologico em estados inflamatérios e no crescimento de tumores.
Dessa forma, Battegay (1995) revisando dados da literatura concluiu que as células do
tecido conectivo, estados de hipoxia e inflamagdo sdo estimulos para a geracdo de
fatores angiogénicos, como o fator de crescimento dependente do endotélio (VEGF-
Vascular endothelial grown factor), o fator de crescimento de fibroblastos (FGF-
Fibroblast growth factor), o fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF-
Platelet-Derived growth factor) entre outros.

A terapia de formacdo de novos vasos tem sido utilizado em casos de infarto do
miocardio, isquemia periférica e retinopatia diabética conforme descrito na revisdo de
Battegay (1995). Resultados recentes mostram que fatores de crescimento como FGF e
o VEGF aumentam o desenvolvimento de fluxo colateral em diferentes modelos de
isquemia em animais, através da neovascularizacdo e da recuperacdo da fun¢do
endotelial na circulagdo colateral (Bauters, 1996). Além disso, existem dados
conclusivos de que a angiogénese e a vasculogénese ocorrem em varios modelos
animais (White & Bloor, 1992; Wolf et al., 1998) bem como em pacientes com doenca
coronariana (Rentrop et al., 1989; Sasayama et al., 1992; Gibson et al., 1999). O
processo de vasculogénese geralmente ocorre proximo ao territdrio isquémico (Ito et al.,
1997), enquanto que observa-se angiogénese primariamente nos tecidos isquémicos e
em resposta a hipdxia (Schaper et al., 1999; Yu et al., 1999). Teoricamente a
angiogénese terapéutica pode ser realizada pela utilizacdo de proteinas de fatores de
crescimento ou pela introducdo de genes que codificam esta proteina (Simons et al.,

2000).
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A sintese e liberagdo sustentada de fatores de crescimento através da terapia
génica pode superar a instabilidade inerente das proteinas angiogénicas (Melillo et al.,
1997; Giordano et al., 1996; Tsurumi et al., 1996) e neste aspecto pode ser mais
indicada. Entretanto, apesar da presenca prolongada destes fatores de crescimento ainda
ndo existem dados conclusivos na literatura que sustentem a hipotese de que seja mais
eficiente. De fato, evidencias preliminares sugerem que a prolongada sintese local de
potentes fatores de crescimento como o VEGF-A (Schwarz et al., 2000) e o FGF-2
(Ribatti et al., 1999) podem causar formagdo de hemangiomas (Brown et al., 1996).
Além disto, a tedrica vantagem das técnicas de terapia génica com respeito a exposi¢ao
a longo prazo a fatores angiogénicos depende da efetiva expressdo génica local, a qual
normalmente ndo ¢ completamente realizada devido a grande variabilidade nos niveis e
na duragdo da expressdo genética (Epstein et al., 2001; Post et al., 2001).

Os varios vetores de terapia génica diferem na eficiéncia de promover a
transducdo celular, no tipo de células que promovem a transducdo (proliferativas ou
ndo-proliferativas), e na duragdo e extensdo da expressdo génica. Plasmideos de DNA e
os primeiros vetores adenovirais induzem expressdo por curto prazo (dias a semanas),
enquanto que outros vetores virais (retrovirus, lentivirus, adenovirus associados) podem
promover expressdo por longos periodos (meses). A limitada duragcdo da expressdo
génica (~ 1-2 semanas) evidenciada em coracdes transfectados com os primeiros vetores
adenovirais sugere que possam ser ideais para a terapia génica (Giordano et al., 1996;
Muhlhauser et al, 1995).

No entanto, este tempo limitado de expressao tem sido pelo menos em parte
atribuido a uma resposta imune contra as proteinas adenovirais (Yap et al., 1997;
Gilgekrantz et al., 1995) podendo ser realmente reduzido em pacientes com anticorpos

neutralizadores pré-existentes. Além disto, tem sido demonstrada resposta inflamatdria
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a este vetores em alguns tecidos (Chan et al., 1999). As respostas imunes e
inflamatorias desencadeadas por estes adenovirus pode ser superada pelo uso de vetores
virais alternativos como os adenovirus associados (Bueler, 1999), todavia estes levam a
expressdo transgénica por longos periodos com os concomitantes problemas desta
prolongada estimulagdo. Portanto, o paradoxo da terapia gé€nica ¢ que os vetores que
ndo desencadeiam respostas imunes e inflamatorias causam uma estimulagdo
angiogénica prolongada que ¢ potencialmente deletéria. Além disso, outro problema da
terapia génica ¢ o nivel inconstante de expressdo atingida com a mesma dose em
diferentes pacientes (Roivainen et al., 2000). Dessa forma, sistemas de vetores capazes
de regular a expressdo génica terapéutica estdo sendo atualmente desenvolvidos (Bueler,
1999).

A terapia utilizando a proteina angiogénica codificada ndo apresenta respostas
inflamatorias, ndo sofre a influéncia da sorologia do paciente e permite uma melhor
defini¢do da resposta a dose do fator angiogénico. A maior limitacdo da terapia com
proteinas deve-se a limitada meia-vida das proteinas angiogénicas nos tecidos. No
entanto, algumas técnicas foram desenvolvidas com o objetivo de aumentar a meia-vida
destas proteinas nos tecidos. De momento, sabe-se que a meia-vida do FGF-1 em
presenca de heparina pode ser aumentada de horas para dias (Roivainen et al., 2000).
Além disto, ¢ possivel aumentar o tempo de exposi¢ao dos tecidos a proteina através de
uma série de formas de liberacdo lentas (Edelman et al., 1991). Atualmente, as maiores
vantagens da técnicas terapfuticas com proteinas estdo na determinagdo da dose
aplicada, na possibilidade de combinagao de muitas proteinas em uma unica formulagdo
terapé€utica e no resultado relativamente previsivel e seguro (Post et al., 2001).

1.7 O VEGF
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O fator de crescimento dependente do endotélio vascular (VEGF), também
denominado fator de permeabilidade vascular (VPF), foi descoberto no inicio da década
de 1980 por Dvorak e colaboradores como um fator que fazia os vasos sangiiineos
“vazarem”. No final dos anos 80 varios grupos demonstraram que o VEGF estimulava a
migragdo ¢ a replicacdo das células endoteliais, sendo um importante fator angiogénico
in vivo (Senger et al., 1983; Dvorak et al., 1995; Ferrara & Henzel, 1989; Connolly et
al., 1989; Ferrara et al., 1992).

O VEGF ¢ uma glicoproteina homodimérica de 34-42 kD produzida por
diferentes tipos celulares, incluindo o musculo liso vascular (Ferrara et al., 1991).
Processamentos alternativos ocorrem na transcricdo do gene do VEGF de humanos
originando quatro tipos diferentes de mRNA que codificaram polipeptideos de 206, 189,
165 e 121 aminoacidos (Houcl et al., 1991). Uma seqiiéncia de 28 pares de bases foi
identificada na regido promotora do gene do VEGF do rato como mediadora de
transcri¢ao induzivel em situagdes de hipoxia (Levy et al., 1995). A agdo biologica do
VEGF ¢ mediada por dois receptores tirosina quinase transmembranas denominados flt-
1 e flk-1/KDR que sdo expressos predominantemente nas cé¢lulas do endotélio vascular
€ nos seus progenitores embriogénicos (angioblastos). Varios estudos indicam que a
expressdo de VEGF e de seus receptores, flk-1 e flt-1, estdo relacionados a condi¢des de
hipoxia (Levy et al., 1995; Tunder et al., 1995), exercendo papel fundamental na
formacgao de vasos colaterais em patologias isquémicas.

Estudos experimentais e clinicos vem demonstrando a importancia do VEGF na
forma¢do de neovasos em tecidos isquémicos. Annex e colaboradores (1998)
trabalhando com estimulacdo cronica do nervo motor de musculos glicoliticos de
coelhos mostraram aumento na concentracao de proteina do VEGF apds a estimulagao,

demonstrando um importante papel do VEGF nas alteragcdes e na manutengdo da
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densidade capilar. A administracio de VEGF no musculo isquémico do coelho
restabeleceu o fluxo dependente de colaterais (Bauters et al., 1995) e melhorou a fungao
muscular (Walder et al., 1996). Além disto, Asahara e colaboradores (1995) verificaram
que a aplicagdo local do VEGF acelerou a reendotelizagdo apds a angioplastia.
Recentemente foi demonstrado que a transfeccdo intramuscular do plasmideo de DNA
que codifica o VEGF (phVEGF 165) em musculos isquémicos aumenta a capilarizagao
e o fluxo sangiiineo muscular, promovendo angiogénese teraputica em pacientes
diabéticos (Baumgartner et al., 1998).

O VEGEF ¢ o fator angiogénico mais estudado no sistema cardiovascular (Post et
al., 2001). A sintese de VEGF mostrou-se aumentada no miocardio isquémico de porcos
(Banai et al., 1994a) e ratos (Hashimoto et al., 1994), sugerindo que o VEGF ¢ um
mediador natural do processo de neovascularizacio induzido pela isquemia. Além disso,
a administracdo sustentada ou uma Unica inje¢do intracoronariana de VEGF s
melhoraram o fluxo e a fun¢do do miocardio isquémico em porcos (Lopez et al., 1998) e
caes (Banai et al., 1994b). No entanto, a administragdo endovenosa ou inje¢des intra-
atriais repetidas de VEGF 65 ndo foram eficientes no desenvolvimento de fluxo colateral
em modelos experimentais (Lazarous et al., 1996).

Os primeiros estudos clinicos (Fase I e II) com administragdo intracoronariana e
endovenosa de VEGF 65 demonstraram que esta terapéutica ¢ viavel e induz melhora na
capacidade de exercicio e nos sintomas de angina (Henry et al., 1998; Hendel et al.,
2000). Todavia, os resultados de trabalhados elaborados na Fase II, randomizados,
duplo-cego e com placebo controlado, com duas dosagens diferentes de VEGF s, foram
negativos (Henry et al., 1999).

1.8 Hipoétese
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O IM determina respostas adaptativas que levam ao remodelamento ventricular.
Apesar das novas opcdes no tratamento do IM, em muitos casos a disfungdo ventricular
sistélica e diastdlica evolui na fase cronica para um quadro de insuficiéncia cardiaca,
cuja terapéutica ¢ alvo de intensa investigagdo. O uso de enxertos musculares como na
CDM ¢ uma alternativa cirurgica para o tratamento de um grupo bem definido de
pacientes com cardiomiopatia, cuja melhora na fun¢do sistdlica ¢ no remodelamento
ventricular ainda ndo foram bem estabelecidos na literatura. A degeneracao do enxerto
muscular p6s CDM levou muitos investigadores a questionarem este tratamento
cirargico, cuja eficiéncia poderia ser limitada pela disfung¢do isquémica do GD. No
entanto, os estudos clinicos e experimentais demonstram estabilizagdo do
remodelamento ventricular independente da estimulagdo elétrica do GD p6s CDM.

Virios trabalhos demonstraram ao longo de décadas que a revascularizacdo do
miocardio infartado por técnicas diretas e indiretas representa um importante limitador
da extensdo da isquemia miocérdica. Assim, a aplicagdo de VEGF 45 no GD poderia ser
uma forma de revasculariza¢do do GD, impedindo a disfun¢do isquémica muscular, e ao
mesmo tempo, de inducdo do crescimento de vasos colaterais extramiocardicos do GD
para regides isquémicas do miocardio infartado submetido 8 CDM.

A hipotese a ser testada no presente trabalho ¢ que a CDM associada a
administracio do VEGF¢s na artéria principal do grande dorsal poderia induzir

revascularizacdo miocardica e limitar a disfuncdo ventricular apos o IM em ratos.

1.9 Objetivos

Para testar esta hipotese os objetivos do presente trabalho foram:
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1- estabelecer e padronizar um modelo de cardiomioplastia cronica em ratos;

2- estudar as alteragdes ao longo do tempo nos parametros hemodindmicos,
morfométricos e no tamanho do infarto apds o infarto do miocardio em ratos (14 e 56

dias);

3- avaliar os efeitos da cardiomioplastia nos parametros hemodinamicos,
morfométricos, no desenvolvimento de fluxo colateral extramiocardico e no tamanho do

infarto de ratos controles e infartados (56 dias);

4- avaliar os efeitos da administragdo de VEGF 45 na artéria principal do grande
dorsal nos parametros hemodinamicos, morfométricos, no desenvolvimento de fluxo
colateral extramiocardico e no tamanho do infarto de ratos infartados submetidos a

cardiomioplastia.
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2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Animais
Foram utilizados 57 ratos machos Wistar (220-250 g) provenientes do
Biotério da Universidade de Sao Paulo. Os animais foram mantidos em caixas
plasticas com serragem no fundo, racio e agua “ad libitum”. A temperatura

ambiente foi mantida entre 20° e 25 °C com ciclos de claro-escuro de 12 horas.

2.2 Grupos e seqiiéncia experimental

Os ratos foram divididos nos grupos descritos a seguir:

-14 dias de controle (C-14, n=6): avaliados apos 14 dias de acompanhamento

-14 dias de infarto do miocardio (IM-14, n=6): avaliados apds 14 dias de IM

-56 dias de controle (C-56, n=6): avaliados apds 56 de acompanhamento

-56 dias de infarto do miocardio (IM-56, n=8): avaliados apds 56 dias de IM

-controle com cardiomioplastia (CCDM, n=8): submetidos a CDM apés 14 dias de

acompanhamento e avaliados apds 42 dias desta cirurgia

-infarto do miocardio com cardiomioplastia (IMCDM, n=8): submetidos a CDM

apos 14 dias de IM e avaliados apos 42 dias desta cirurgia

-infarto _do _miocardio com VEGF e cardiomioplastia (MICDM-VEGF, n=5):

infusdo de VEGF na artéria principal do grande dorsal imediatamente antes da
CDM, realizada 14 dias apods a cirurgia de IM, sendo avaliados apos 42 dias

deste procedimento
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-sham de infarto

do miocirdio e de cardiomioplastia (S-IMCDM, n=5):

submetidos a cirurgia ficticia de CDM apos 14 dias de cirurgia ficticia de IM e

avaliados 42 dias apds este procedimento

-infarto do miocardio com

sham de cardiomioplastia (IM-SCDM, n=5):

submetidos a cirurgia ficticia de CDM apos 14 dias de IM e avaliados 42 dias apds

esta cirurgia.

As seqiiéncias cirurgicas e das avaliacoes hemodinimicas de cada grupo sao

resumidas no quadro a seguir:

GRUPO/DIAS 0 14 56
C-14 - Registro da PA e da
PVE Infusio de
microesferas
IM-14 M Registro da PA e da
PVE Infusio de
microesferas
C-56 - - Registro da PA e da
PVE Infusio de
microesferas
IM-56 IM - Registro da PA e da
PVE Infusio de
microesferas
C-CDM - CDM Registro da PA e da
PVE Infusio de
microesferas
IM-CDM M CDM Registro da PA e da
PVE Infusio de
microesferas
IMCDM-VEGF M 1) VEGF no GD Registro da PA e da
2) CDM PVE Infusio de
microesferas
S-IMCDM IM ficticio CDM ficticia Registro da PA e da
PVE Infusio de
microesferas
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IM-SCDM M CDM ficticia Registro da PA e da
PVE Infusao de

microesferas

A seqiiéncia experimental de avaliacao dos ratos consistiu de:
1) determinacio do peso corporal
2) anestesia (pentobarbital sédico, 40 mg/Kg)
3) canulacio da artéria femoral
4) canulacao da artéria carétida
5) registro da pressao arterial (PA)
6) registro da pressao ventricular esquerda (PVE)
7) determinacio de fluxo sangiiineos regionais e do débito cardiaco pela técnica de
microesferas coloridas
8) sacrificio dos animais
9) coleta de tecidos
10) determinacgao da area de IM nos animais infartados

11) processamento dos tecidos com microesferas coloridas

2.3 Infarto do miocardio

Os animais foram pesados e anestesiados com uma mistura de Ketamina (80
mg/kg) e Xilazina (12mg/kg) por via intraperitonial. Foram colocados em decubito
dorsal e entubados (Gelko-14G). Um pequeno corte foi realizado na pele e os
musculos peitorais foram afastados. O animal foi submetido a respiracio artificial
(Intermed, Inter 3, Siao Paulo, SP, Brasil) e foi realizada uma toracotomia

esquerda no quarto espac¢o intercostal, sendo colocado um afastador entre as
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costelas para permitir a melhor visualizacido. O pericardio foi seccionado e o atrio
esquerdo afastado para visualizacio da artéria coronaria esquerda. Esta foi ligada
(fio mononylon 6.0) provocando a isquemia miocardia (Pfeffer et al., 1979) (Figura

4).

Figura 4- Fotografia mostrando a oclusio da artéria corondria esquerda no

miocardio do rato
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ApOs a ligadura da coronadria a incisdo toracica foi fechada (fio mononylon
5.0) e o pneumotorax foi retirado mediante a suc¢do do ar com uma agulha (5x7)
conectada a uma seringa de 10ml. Logo apés, o animal foi retirado da ventilacido
artificial e estimulada a respiracdo. Os musculos afastados foram reposicionados e
a pele suturada (fio mononylon 4.0). Os animais receberam 30000 UI de
benzilpenicilina benzatina (Penretard, Cibran, Tanqua, RJ, Brasil, i.m.) e foram
colocados em ambiente aquecido para recuperacio.

Os animais nos quais o procedimento de IM ndo produziu um IM detectavel
evidenciando falha na oclusdo coronariana foram excluidos do estudo. Os animais do
grupo S-IMCDM foram submetidos aos mesmos procedimentos acima descritos,
incluindo a passagem do fio ao redor da coronaria, no entanto, ndo foi realizada a

oclusdo deste vaso.

2.4 Administracao do VEGF

2.4.1 ConsideracOes anatdmicas

A figura 5 ilustra a localizag@o do grande dorsal (GD) no rato. O GD ¢ um dos
musculos superficiais do dorso que conectam o apéndice anterior & coluna vertebral,
localizado abaixo do cutaneus maximus. Possui forma trapezoidal e comprimento das
bordas laterais desiguais. Origina-se da oitava a décima segunda espinha das vértebras.
Desta origem extensa suas fibras musculares convergem e entram na axila entre os
musculos extensores e flexores, dando um contorno superficial conhecido como tendao
dorsal da axila. O musculo ¢ continuado por um fino tenddo que passa medialmente ao

umero e se insere na crista do deltoéide abaixo do biceps braquial.
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acromiotrapezius spinotrapezius
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sub maxillary gland ! N .
sternomastoideus .. 1 latissimus dorsi
clavotrapezius =~ --------------* i serratus

levator claviculag - --------------~ B¢ e L S anterior

acromiodeltoideus ~~ """ B cutapeous

spinodeltoideus ----------------------- maximus

Figura 5- Localiza¢do anatdmica esquematica do grande dorsal (latissimus dorsi) no

rato.

A inervacdo do GD se da pelo nervo toracodorsal da sexta e sétima vértebra
cervical A vascularizag@o principal do GD se dd por um ramo da artéria axilar (Figura
6). O ramo braquial subscapular d4 origem ao ramo circunflexo toraco-dorsal,

conforme indicado na Figura 7.

Pectoralis major----------- ?
Pectoralis minor - - - - - - - - - o | ] ——— Cervical trunk
—_— = ‘\%: abklfle - ------- Subclavian
7- - - - Axillary

Brachial - - - T _ ___ Pectoralis minor

. - - - - Thoracodorsal

Lateral thoracic - ------- . .
- - - - Pectoralis major

{~—%5 - - - Subscapular
\)/-/ - - - - Pectoralis minor
N
N Latissimus dorsi
Cutaneous maximus - - - - - - - - - - - /

Figura 6- Vascularizagao do grande dorsal (/atissimus dorsi) a partir da artéria axilar.
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Figura 7- Esquema do ramo circunflexo subescapular que vasculariza o grande dorsal

(latissimus dorsi) no rato.

2.4.2 Padronizacao da infusdo de VEGF

Para protocolar a infusdo do VEGF 45 foram utilizados 3 ratos. Nestes animais o
ramo da artéria circunflexa subescapular foi canulado apos a ramifica¢do para o grande
dorsal e injetou-se azul de Evans, para determinacdo do volume e da velocidade de
injecdo do VEGF 5.

A figura 8 ilustra o inicio da injecdo de azul de Evans na artéria principal do GD

(A) e sua distribui¢do pelas ramificagdes arteriais (B).

2.4.3 Protocolo de infusao do VEGF

O VEGEF foi injetado 14 dias ap6s o infarto do miocardio diretamente na artéria
principal do GD. Animais infartados (14 dias) foram pesados, anestesiados com uma
mistura de Ketamina (80 mg/kg) e Xilazina (12mg/kg) por via intraperitonial e
entubados (Gelko-14G).

a) canulagao
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O ramo da artéria circunflexa toracica foi canulado logo ap6s sua ramificagdo para
o grande dorsal com um catéter de polietileno P10. O catéter foi previamente aquecido e
distendido a fim de diminuir sua espessura. Foi preenchido com salina e um segmento de
aproximadamente 4 mm da canula foi inserido na artéria do musculo. O fluxo arterial foi
interrompido apds a ramificacdo do grande dorsal, permitindo a irrigagdo deste durante o
procedimento de canulagdo. O catéter foi entdo fixado (fio algodao 4.0) a parede do vaso.

b) concentragdo de VEGF

A soluc¢do comercial de VEGF;¢s (Smg/1ml) fornecida pela Genentch
(Genentech Inc, USA) foi conservada a 4°C e aliquotada para obter-se a
concentracio desejada para infusio no animal. Foram retirados 50 pl da solucio
mae em ambiente estéril e colocadas em um eppendorf. Adicionou-se 950 ul de
solucio salina contendo 0,1 % de albumina bovina (Sigma Chemical Co, St. Louis,
MO, USA), obtendo-se a concentracio de 250 pg de VEGF em 1 ml de solucio,
mantida a 4°C. Foram injetados 100 pl desta solu¢io, contendo, portanto, 25 pug de
VEGEF diretamente na artéria do GD.

¢) infusdao do VEGF

Um catéter P50 com comprimento de 41,6 cm foi preenchido com 100 ul da
solugdo de VEGF (25ug de VEGF por rato) e conectado diretamente a canula
posicionada na artéria principal do grande dorsal. A veia toraco-dorsal foi secionada
logo apds sua ramificacdo para o GD, a fim de permitir a vazdo durante a infusdo do
VEGF. A circulagdo (artéria e veia) para o musculo foi interrompida e realizou-se a
infusio do VEGF a uma taxa de 250 pl/min durante 45 segundos, conforme
padronizado nos experimentos pilotos com Azul de Evans. Logo apo6s, a circulacao foi
restabelecida e a canula arterial foi retirada, sendo a artéria e a veia, apds a ramificacao

para o musculo, ligadas.
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Figura 8 - Fotografia mostrando o inicio da injecdo de azul de Evans na artéria
principal do grande dorsal. As linhas tracejadas delimitam as bordas laterais do grande

dorsal.
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2.5 Cardiomioplastia

Os animais controles ou infartados (14 dias) foram pesados, anestesiados
com uma mistura de Ketamina (80 mg/kg) e Xilazina (12mg/kg) por via
intraperitonial e entubados (Gelko-14G). Os ratos do grupo VEGF, receberam
suplementacio do anestésico, 20% da dose inicial, apos a infusdo do VEGF e foram
submetidos a cardiomioplastia conforme descrito a seguir.

Os ratos foram colocados em decubito lateral e foi realizada um incisao de
3cm no sentido transversal e proximo ao membro anterior esquerdo. O musculo
cutaneus maximus foi seccionado e o musculo grande dorsal localizado. A porcao
medial do grande dorsal foi desinserida e o ramo da artéria toraco-dorsal que
irriga o grande dorsal localizado. Um fio (mononylon 6.0) foi passado ao redor da
artéria toraco-dorsal e fez-se um né, sem oclusdo, para marcacio do vaso. Logo a
seguir, as porcoes lateral e distal do musculo foram desinseridas e o tecido
conectivo cuidadosamente removido do musculo (Figura 9). O rato foi colocado em
ventilacio artificial e uma pequena incisao foi realizada ao nivel do segundo espaco
intercostal para translocacio do grande dorsal para o interior da caixa toracica.
Uma segunda abertura foi realizada em nivel do quarto espaco intercostal e um
afastador foi colocado para melhor visualizacdo (Figura 10). O pulmio foi
afastado, o pericadio seccionado e o musculo tracionado e colocado sobre o
ventriculo esquerdo. Um primeiro ponto foi realizado ligando o grande dorsal e a
parede do ventriculo direito seguido de um ponto no apice do miocardio e na
porcio medial do grande dorsal. O coracio foi tracionado através do ponto do
apice e dois pontos foram realizados na parede do ventriculo esquerdo e na porcao

distal do grande dorsal (Figura 11). Nos animais infartados, cuidados extras foram
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tomados devido as adesdes observadas apds o infarto e também para que o

musculo fosse posicionado sobre a regiao infartada.

Figura 9 - Fotografia do grande dorsal ap6s dissecagdao das bordas laterais, com

preservagao da inser¢do proximal e eletrodos para estimulagao implantados.
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Figura 10- Fotografia mostrando o térax aberto e tracionado para o inicio

da cardiomioplastia.
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Figura 11- Fotografias mostrando a seqiiéncia de fixacdo do grande dorsal
ao coracio na cardiomioplastia.

As incisdes toracicas foram fechadas (fio poliproprilene 5.0) e o
pneumotorax foi retirado mediante a succio do ar com uma agulha (5x7)
conectada a uma seringa de 10ml. O animal foi retirado da ventilacio artificial e
estimulado a respirar. Os musculos seccionados foram suturados e a abertura na
pele fechada (fio mononylon 4.0). Foram administradas 30000 UI de
benzilpenicilina benzatina (Penretard, Cibran, Tanqua, RJ, Brasil, i.m.) e os
animais foram colocados em ambiente aquecido para recuperacio.

Os animais dos grupos S-IMCDM e IM-SCDM foram submetidos aos mesmos
procedimentos operatorios descrito acima, exceto a transposicdo do GD para o interior

da caixa toracica e o envolvimento do coragdo pelo GD.

2.6 Avaliacoes hemodindamicas

2.6.1 Procedimentos cirurgicos
Os animais foram anestesiados com pentobarbital sédico (40 mg/kg, ip) e

entubados (Gelko — 14G).Um cateter de tygon P10 preenchido de salina foi utilizado
para a canulagdo da aorta abdominal via artéria femoral direita.

Um segundo cateter de polietileno P50 foi utilizado para a canulagdao do
ventriculo esquerdo via artéria carétida direita. O cateter foi inserido até o ventriculo e
sua posicao foi determinada pela observacdo da caracteristica onda de pressdao

ventricular e confirmada por necropsia (Figura 12).
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2.6.2 Registro de pressdo arterial e de pressdo ventricular esquerda
Antes da colocacdo do cateter P50 no ventriculo, a pressdo arterial da carotida

foi registrada durante 5 minutos através da conec¢do da canula arterial a um transdutor

de pressdo (Strain-Gauge - Narco Biosystem Miniature Pulse Transducer RP-155,

sabbambhhhihbihd
it} '

Figura 12 — Fotografia mostrando o sistema de registro de pressdo arterial no
rato. (PA) pressdo arterial sistémica; (VE) pressdo ventricular esquerda; (TP)
transdutores de pressdo; (CM) coluna de mercurio para calibracdo do sistema; (CT)

cama térmica

Houston, Texas, USA) ligado a um amplificador de sinais (Pressure
Amplifier HP 8805C). Logo apdos este registro, a canula foi posicionada
no ventriculo esquerdo e apos 5 minutos de estabilizacdo, a pressdo
ventricular foi registrada durante 3 minutos. Os sinais analdgicos da
pressao foram digitalizados (CODAS - Dataq Instruments, Akron, OH,
USA) com taxa de amostragem de 2000 Hz.

2.6.3 Método das microesferas coloridas

2.6.3.1 Microesferas
Para determinag¢do do fluxo sangiiineo e do débito cardiaco foram utilizadas

microesferas coloridas azuis, amarelas e brancas (Dye-Trak microespheres, Triton
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Technology, San Diego, CA, USA) segundo o protocolo previamene descrito por
Hakkinen e colaboradores (1995). As microesferas sao compostas de polystyrene (98%)
e divinilbenzeno (2%) tendo didmetro de 15,1 = 0,2 um e concentracdo comercial de
3000 esferas/ml.

Para determinacdo da concentragdo de esferas nas solucdes injetadas e padrdes,
amostras destas dilui¢des e da solu¢do padrio foram colocadas em uma cdmara de
Neubauer (0,0025mm?) e as esferas foram contadas através da visualizacio em um
microscopio. A concentracdo média das esferas foi utilizada como base para o calculo
do numero de esferas infundidas. Para a determinacao da absorbancia média das esferas,
amostras das diluigdes utilizadas (15.000-25.000 esferas) foram colocadas em tubos de
15 ml. Adicionou-se 2 ml de etanol (100%) a 4°C, centrifugou-se e o sobrenadante foi
aspirado. As amostras foram colocadas em estufa (56°C) overnight para secagem. No
dia seguinte foi adicionado dimetilformamida (Sigma Chemical Co, St. Louis, MO,
USA) e as amostras foram centrifugadas e a absorbancia foi determinada em
espectrofotometro. A solugcdo comercial foi sonicada (Vibra Cell, Sonics & Materials
Inc., Danbury, CT, USA) durante 5 min imediatamente antes das diluigdes em salina
contento 0,01% de Tween 80 (Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, USA). Todas as

amostras foram ultrasonicadas 3-5 minutos imediatamente antes da injecao.

2.6.3.2 Infusdo das microesferas azuis no ventriculo esquerdo
Uma solugdo contendo 300.000 esferas azuis/180ul foi infundida no ventriculo

esquerdo para determinagdo do débito cardiaco e dos fluxos regionais e colaterais. Esta
solucao foi sonicada durante 3 minutos imediatamente antes da infusdo e 180 ul desta
foram colocados em uma extensdo de cateter P50 (75 cm) a qual foi conectada a uma
seringa de 1 ml com salina pré-aquecida (40°C) contendo Tween 80 (0,01%). A outra

canula posicionada na aorta abdominal foi conectada a uma seringa de 1 ml, pré-
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heparinizada, para retirada de sangue durante a infusdo. Dez segundos antes da inje¢ao
das esferas azuis iniciou-se a retirada de sangue através de uma bomba (Infusion and
Withdrawl Pump, Harvad Apparatus, South Natick, Mass, USA) a um fluxo de 0,5
ml/min que continuou por 75 segundos. Foram injetadas 300.000 esferas azuis no
ventriculo esquerdo a um fluxo de 0,36 ml/min durante 50 segundos (Infusion Pump 22,
Harvard Apparatus, South Natick, Mass, USA). Desta forma, os 180 ul de solucdo
contendo as microesferas foram injetadas nos primeiros 30 segundos.

O volume de sangue retirado foi reposto através do volume injetado durante a
infusdo das esferas e por um pequeno volume de salina (0,1-0,2 ml) injetado in bolus
logo apo6s o término do procedimento.

Ap6s a infusdo das microesferas no ventriculo esquerdo os animais foram
sacrificados com uma overdose de pentobarbital sédico, injetado no periténio e os
tecidos foram retirados para analise. Coletou-se rins direito e esquerdo, grande dorsal
direito, coracao e grande dorsal esquerdo.

Nos animais com CDM, o grande dorsal foi cuidadosamente separado do
coragao, tendo-se o cuidado de retirar o tecido conjuntivo e adiposo. Para analise foi
utilizado apenas a por¢ao do grande dorsal esquerdo que estava no interior da caixa

toracica.

2.6.3.3 Infusdo das microesferas amarelas no grande dorsal esquerdo

Nos grupos submetidos a CDM o fluxo sangiiineo do grande dorsal para o
miocéardio foi avaliado através da infusdo de microesferas amarelas diretamente na
artéria do grande dorsal imediatamente antes da infusdo das microesferas azuis no

ventriculo esquerdo.
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A artéria braquial e seu ramo toraco-dorsal foram localizadas e dissecados. A
ramificagdo da artéria toraco-dorsal que irriga o grande dorsal foi localizada e um
cateter PO8 foi inserido na artéria braquial e direcionado até a toraco-dorsal no sentido
retrogrado. A artéria braquial e algumas ramificagdes foram ocluidas a fim de evitar a
perda de esferas e fluxo sangliineo para o musculo. Uma solugdo de 50.000 esferas
amarelas/100ul foi sonicada durante 3 minutos e 100 ul desta foram colocados em
41,66 cm de uma extensdo de cateter P50 conectado uma seringa com salina pré-
aquecida (40°C) contendo 0,01% de Tween 80. A veia braquial foi secionada para evitar
o refluxo das esferas e 50.000 microesferas amarelas foram injetadas na artéria toraco-
dorsal com uma bomba de infusdo (Infusion Pump 22, Harvard Apparatus, South

Natick, Mass, USA) a um fluxo de 0,14 ml/min durante 60 segundos.

2.6.3.4 Digestdo e processamento dos tecidos
a) Reagentes

Os reagentes utilizados no processamento dos tecidos com microesferas coloridas
foram feitos segundo especificagdes do fabricante das microesferas (Triton Technology,
San Diego, CA, USA).

Reagente de digestdo I (Reagente 10% Triton X-100): 900 ml de agua destilada

foram aquecidos a 50°C. Adicionou-se 6,06g de Trizma Base (Sigma Chemical Co,
St. Louis, MO, USA) e 0,1g de Azida Sodica (Sigma Chemical Co, St. Louis, MO,
USA) e o pH foi equilibrado para 8,5. Acrescentou-se 100 ml de Triton X-100
(Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, USA) e a solugdo foi armazenada em pote
plastico.

Reagente de digestdo II (Reagente Acido Deoxicolico Sodico): 1 litro de agua

destilada foi aquecido e agitado a 50°C. Adicionou-se 6,06g de Trizma Base (Sigma

Chemical Co, St. Louis, MO, USA), 0,5 ml de Tween 80 (Sigma Chemical Co, St.
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Louis, MO, USA) e 0,1g de Azida Sodica (Sigma Chemical Co, St. Louis, MO,
USA) e o pH foi equilibrado para 8,5. Acrescentou-se 20,73g de 4cido deoxicolico
sodico (Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, USA), o pH foi equilibrado novamente
em 8,5 e a solucdo foi armazenada em pote plastico.

Reagente de hemolise: adicionou-se 20 ml de etanol absoluto a 100 ml do reagente

de digestao I, armazenando-se esta solugdo em pote plastico.

b) Sangue

A amostra de sangue retirada foi pesada e colocada em tubo de poliproprilene de
15 ml. Adicionou-se 4 ml de um reagente de hemolise e a amostra foi centrifugada
durante 30 minutos a 2000g. O sobrenadante foi desprezado e colocou-se 2 ml de
hidroxido de sédio (2N) (Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, USA), sendo levado ao
banho (90°C) e seguindo 0 mesmo procedimento dos demais tecidos.
¢) Tecidos

Os tecidos foram processados segundo técnica adaptada de Hakkinen e
colaboradores (1995). Os tecidos foram pesados (0,4 — 1,2 g) e colocados em tubo de
poliproprilene de 15 ml, previamente identificado. Apos a adi¢do de 4 ml de hidroxido
de sédio (2N) (Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, USA) os tubos foram tampados e
colocados em banho a 90°C por aproximadamente 2 horas. As amostras foram agitados
(Vortex Maxi Mix II, Thermolyne, Dubuque, lowa, USA) a cada 15 minutos até a
dissolugdo dos tecidos. Os tubos foram removidos do banho ¢ foi adicionado 8 ml de
Reagente de Digestdo I. As amostras foram misturadas por inversao (5x) e centrifugadas
por 30 minutos a 2000g. Os sobrenadantes foram desprezados, adicionou-se 10 ml de
Reagente de Digestéo II, e as amostras foram novamente colocadas no banho (90°C) por

aproximadamente 3 horas. Os tubos foram agitados a cada 20 minutos até que se
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observava visualmente a total digestdo das amostras. Apos retirada do banho, as
amostras foram centrifugadas por 30 minutos a 2000g ¢ o sobrenadante aspirado,
permanecendo no tubo aproximadamente 100-200ul. Adicionou-se etanol absoluto
(4°C) (Merck, Darmstandt, Germany), agitou-se os tubos para lavagem das amostras e
centrifugou-se por 15 minutos a 2000g (4°C). O etanol foi aspirado, permanecendo 100-
200ul no fundo dos tubos. As amostras foram colocados em estufa (56°C) durante

aproximadamente 12 horas para evaporacao.

2.6.3.5 Extracao do corante e medicao de absorbancia

Para extracdo do corante, 500 pl de dimetilformamida (Sigma Chemical Co, St.
Louis, MO, USA) foi colocado em cada tubo. As amostras foram agitadas
vigorosamente por 30 segundos e centrifugadas por 10 minutos a 2000g.

Colocou-se 400 ul do sobrenadante em uma cubeta de quartzo de 0.7 ml (Sigma
Chemical Co, St. Louis, MO, USA) ¢ realizou-se a leitura das absorbancias no
espectrofotometro (DU-640 Spectrophotometer, Beckmann Instruments, Inc., Fullerton,
CA, USA). Os picos dos espectros de absorbancia das microesferas brancas, amarelas e
azuis sdo respectivamente, 370, 448 e 672 nm e utilizando-se uma largura de banda de
luz <1,8 nm. A absorbancia minima aceitavel foi 0,01 AU para as azuis e 0,02 AU para

as brancas e amarelas. Absorbancias menores que estas foram excluidas da analise.

2.6.3.6 Determinacio do nimero de microesferas e do fluxo sangiiineo

Para determinagdo do numero de microesferas nos tecidos (azuis
ou amarelas) solug¢oes com numero conhecido de microesferas (15000
esferas azuis e 10000 esferas amarelas) foram processadas conforme
descrito no item 2.6.3.4. A média das absorbdncia destas amostras
permitiu determinar uma constante de leitura do espectrofotometro para
as microesferas azuis e amarelas. Desta forma, o numero de microesferas
nos tecidos foi calculada a partir da seguinte formula:
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N° esferas na amostra = AU amostra x N° esferas padrdo

AU padrao
Onde,

AU amostra: absorbancia da amostra de tecido

N° esferas padrdo: numero de esferas na solucdo padrao (10 000 azuis
ou 15 000 amarelas)

AU padrao: média das absorbancias das solucdes padroes (0, 222 para as azuis ou 0,778
para as amarelas)

Para a determinacao do fluxo sangiiineo para o tecido o volume de sangue foi
calculado dividindo o peso da amostra de sangue coletada por 1,05 g/ml,
correspondendo a constante gravitacional especifica do sangue.

O tempo de retirada da amostra de sangue (min) foi calculado dividindo o
volume de sangue retirado durante a infusdo das microesferas azuis pela velocidade da
bomba de retirada (0,5 ml/min).

A constante de retirada do sangue (Q sangue, ml/min) foi determinada pela

divisao do volume de sangue (ml) pelo tempo de retirada da amostra (min).

Q sangue = volume de sangue = (P sangue / 1,05)

tempo de retirada (V sangue / 0,5)
Onde,
Q sangue: constante de retirada de sangue em ml/min
P sangue: peso da amostra de sangue coletada em gramas
1,05: constante gravitacional do sangue em g/ml
V sangue: volume da amostra de sangue coletada em ml

0,5: velocidade da bomba de retirada em ml/min
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Para cada infusdo, o cociente da divisdo da Q sangue pela AU da amostra de

sangue a 672 nm foi utilizado como base para calcular o fluxo para os tecidos:

Q tecido = AU tecido (Q sangue /AU sangue)

Onde,

Q tecido: fluxo sangiiineo para o tecido em ml/min
AU tecido: absorbancia do tecido a 672 nm

Q sangue: constante de retirada do sangue em ml/min

AU sangue: absorbancia do sangue a 672 nm

Os fluxos sangiiineos foram divididos pelo peso das amostras (g) para obter o

fluxo em ml/min/g de tecido.

2.6.4 Determinacao do débito cardiaco

O débito cardiaco foi calculado segundo a férmula previamente descrita por

Heymann e colaboradores (1977):

DC = N° microesferas injetadas (300.000) x fluxo de referéncia (0.5 ml/min)

N° de microesferas no sangue

2.6.5 Determinacio do Indice Cardiaco
O indice cardiaco foi obtido pela divisao do débito cardiaco (ml/min) pelo peso

corporal (Kg) do animal.
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2.6.6 Determinacao do fluxo colateral
O fluxo colateral foi avaliado nos ratos submetidos a CDM. Nestes animais

foram injetadas, conforme anteriormente descrito, microesferas amarelas no GD
esquerdo (item 2.6.3.3) e microesferas azuis no ventriculo esquerdo. O fluxo colateral
foi determinado no sentido do coracdo para o GD, sendo expresso em valores negativos,
e no sentido do GD para o coragdo, sendo expresso em valores positivos. E importante
salientar que durante a infusdo das microesferas a artéria do GD foi ocluida e a veia
secionada, impedindo a passagem de esferas azuis ou amarelas por estas vias. Dessa
forma, a passagem de microesferas entre estes tecidos sO seria possivel por vasos
desenvolvidos pds CDM na regido de contato do musculo e do miocéardio

Para calcular o fluxo colateral do coragdo para o GD (FCO coracio—GD)

utilizou-se a seguinte formula:

FCO CORACAO—GD = N° esferas azuis no GD
N° esferas azuis no coragao

Para calcular o fluxo colateral do GD para o coragdo (FCO Gp—coracio)

utilizou-se a seguinte formula:

FCO gp-coracio = _IN° esferas amarelas no coracio
N° esferas amarelas no GD

As razdes de fluxo colateral foram calculadas com valores absolutos de esferas
encontradas nos tecidos sendo expressos em %, bem como pelos valores de nimero de
esferas normalizados pelo peso do tecido, sendo apresentados como %/g. A figura 13
apresenta uma ilustragdo esquematica do fluxo colateral entre o GD e o coragdo.

Observe nesta figura que algumas esferas amarelas injetadas no GD passam ao
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miocardio, da mesma forma que algumas esferas azuis injetadas no coragdo passam ao

GD.

Figura 13 — Ilustragdo esquematica do fluxo colateral entre o grande dorsal e o
miocérdio.

2.6.7 Reprodutibilidade do método

Apos a adicdao do hidroxido de sodio, 100 pl de uma suspensao de
esferas brancas (50.000 esferas/ml) foram adicionadas em cada tubo
contendo os tecidos ou o sangue. A mesma quantidade foi colocada em
cinco tubos vazios para servirem como padroes. Os tecidos foram
processados conforme descrito nos itens acima. Os tubos contendo
apenas as esferas brancas foram lavados com 1,9 ml de etanol 100% e
centrifugados por 15 minutos a 2000g. Os sobrenadantes foram
aspirados restando 100-200ul que foram colocados em estufa para
evaporacdo durante a noite. O corante foi extraido com 500ul de
dimetilformamida e a absorbincia das amostras e dos padroes foram
lidas a 370 nm utilizando uma cubeta de 0,7 ml. A figura 14 mostra a
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absorbdncia (370 nm) de 5000 microesferas brancas nos padroes
comerciais e experimentais e nos tecidos digeridos dos animais
estudados. Os valores de absorbincia semelhantes obtidos entre as
diferentes amostras comprovam a reprodutibilidade do método das
microesfreas coloridas, demonstrando que ndo ha perda de microesferas
ou problemas no processamento das amostras.

grande dorsal —

rim direito

rim esquerdo

coracgao

sangue

padrdo experimental —

padrao comercial

0 0.03 0.06 0.09 0.12 0.15
Absorbancia (AU, 370 nm)

Figura 14- Absorbancia (AU, 370 nm) de 5000 microesferas brancas nos
padrdes comerciais e experimentais e nos tecidos digeridos. Observe que ndo houve
diferenca nas medidas, demonstrando reprodutibilidade do método.

2.6.8 Determinacao da resisténcia vascular regional

A resisténcia vascular regional (mmHg/ml/min/g) foi determinada para cada

tecido pela razdo da pressao arterial média pelo fluxo sangiiineo para o tecido.

2.6.9 Determinacao do Volume Sistdlico

O volume sistolico (ml) foi determinado pela razio do débito
cardiaco pela freqiiéncia cardiaca do rato.

2.6.10 Determinacdo da Resisténcia Vascular Sistémica

A resisténcia vascular sistémica (mmHg/ml/min/kg) foi determinada pela razao

da pressdo arterial média pelo indice cardiaco.

2.7 Analise dos Sinais
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2.7.1 Pressao arterial e freqiiéncia cardiaca
A andlise foi feita utilizando-se programa comercial associado ao sistema de

aquisicdo. Este programa permite a detecgdo de maximos e minimos da curva de
pressao batimento a batimento, fornecendo os valores de pressao arterial sistolica (PAS)
e diastolica (PAD) pela integral da area sob a curva no tempo. A freqliéncia cardiaca
(FC) foi determinada a partir do intervalo entre dois picos sistolicos. Os resultados
foram apresentados em valores médios e desvios padrdes dos periodos em que os dados
foram analisados para PA e FC. As planilhas de dados obtidas foram analisadas em
programa comercial para analise (Excel 5.0), onde calculou-se média e desvio padrao

de PAM, PAS, PAD e FC para cada animal.

2.7.2 Derivada de contracdo e relaxamento do ventriculo esquerdo

A andlise foi feita utilizando-se programa comercial associado ao sistema de
aquisicdo. Este programa permite a derivagdo da onda de pressao ventricular esquerda e
deteccao de maximos e minimos destas curvas batimento a batimento, fornecendo os
valores das derivadas de contracao (+ dP/dt) e de relaxamento (- dP/dt). Os resultados
foram apresentados em valores médios e desvios padrdo dos periodos em que os dados
foram analisados para PA e FC. As planilhas de dados obtidas foram analisadas em
programa comercial para andlise (Excel 5.0), onde calculou-se média e desvio padrao

da +dP/dt e da —dP/dt para cada animal.

2.7.3 Pressdo ventricular

A maxima pressido ventricular sistolica foi determinada utilizando-se

programa comercial associado ao sistema de aquisicio. Este programa permite a
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deteccio de maximos e minimos da curva de pressio batimento a batimento,
fornecendo os valores de pressido ventricular sistolica (PVS).

A pressdo diastolica final do ventriculo esquerdo (PDF) foi determinada
pela deteccio manual do ponto de inflexdo no tracado da onda de pressdo
diastélica do ventriculo esquerdo. Foram realizadas no minimo 10 detec¢des por

registro.

2.8 Avaliacoes morfométricas

2.8.1 Determinacao do peso corporal

O peso corporal foi aferido no inicio, aos 14 e aos 56 dias do protocolo
experimental utilizando uma balanga (Marte Balancas e Equipamentos de Precisdo Ltda,

Sao Paulo, SP, Brasil)

2.8.2 Determinacao do peso ventricular
Apb6s a infusdo das microesferas os animais foram sacrificados e os coragdes

secionados. O grande dorsal foi cuidadosamente mobilizado do coragdo nos grupos com
CDM. Os étrios e o tecido vascular foram separados dos ventriculos os quais foram
limpos e pesados (ABL 104, Mettler Toledo, Switzerland). A parede livre do ventriculo
direito foi separada do septum e pesada. O ventriculo esquerdo e o septum foram
pesados e nos animais infartados a 4rea infartada foi identificada e separada utilizando-
se um tesoura delicada. A 4rea infartada e ndo infartada do ventriculo esquerdo foram

pesadas.

2.8.3 Determinacao da razdo do peso ventricular/peso corporal

Para determinacdo da razdo peso ventricular/peso corporal o peso ventricular

(mg) foi dividido pelo peso corporal (g) do animal.
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2.9 Avaliacdes histologicas

2.9.1 Avaliacdo da adesdo pos-cardiomioplastia

A avaliagdo da adesdo do grande dorsal ao miocardio foi realizada através da
observacdo macroscopica. Além disto, foi utilizado um sistema de andlise de
microscopia que consistia de um sistema Optico Leica (Image Processing and Analysis
System, Leica, Cambridge, England) com objetiva que proporcionava aumento de até
200x associado ao software Quantimed 500 (Qwin 500, Leica, Cambridge, England)
que permitiu a observacdo mais detalhada do tecido e vascularizagdo formadas entre o

miocérdio e o grande dorsal.

2.9.2 Avaliacdo do tamanho do infarto do miocardio

Um grupo de 4 ratos foi sacrificado apds 14 dias de IM e coragdo foi retirado,
lavado em solugdo fisioldgica, pesado e fixado em solugdo de formol tamponado a 10
%. Os ventriculos foram dispostos em cassetes plasticos para posterior processamento.
O processamento consistiu em desidratacdo, diafinizacdo e parafinizacdo do tecido
analisado. Entdo, o material foi incluido em blocos de parafina e foram realizados cortes
histologicos em micrétomo (4 pm). Os cortes foram corados com tricromico de Masson
que permite a avaliacdo da deposi¢ao de colageno e o estudo da regido de fibrose.
Através de um sistema de microscopia que consistia de um sistema Optico da Leica
(Image Processing and Analysis System, Leica, Cambridge, England) com objetiva que
permitia um aumento de até 200 x associado a um software Quantimed 500 (Qwin 500,
Leica, Cambridge, England) foi determinada a area e extensdao do IM pelas formulas

abaixo.
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Area do IM (%) = Area infartada do VE(mm?) x 100

Area total do VE (mm?)

Extensao do IM (%) = PE infartado do VE (%) + Pl infartado do VE (%)

2
Onde,
Perimetro externo (PE) infartado do VE (%)= PE infartado do VE (mm)
PE infartado do VE (mm) + PE n#o-infartado do VE (mm)
Perimetro interno (PI) infartado do VE (%)= PI infartado do VE (mm)

PI infartado do VE (mm) + PI ndo-infartado do VE (mm)

Para determinacdo do tamanho do infarto a cicatriz da parede
ventricular foi cuidadosamente separada do restante do ventriculo
esquerdo. Ambos cortes foram carimbados em sua face externa e
posteriormente delimitados em um papel milimetrado. O papel
milimetrado foi cortado e pesado, sendo o tamanho do infarto (%)
determinado pela seguinte formula:

Tamanho do Infarto (%) = Peso do papel com a drea infartada

Peso do papel com a 4rea infartada + peso do papel com a éarea

ndo-infartada

2.9.3 Imunohistoquimica
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Para imunohistoquimica foram utilizados coragdes, com ou sem
cardiomioplastia, dos grupos C-56 (n=2), IM-56 (n=2) ¢ VEGF-IMCDM (n=2). Os
coragdes foram fixados em formalina (4 C° overnight) desidratados e embebidos em
parafina. Seccdes transversais de 6um foram cortadas, desparafinizadas em xileno e
rehidratadas para imunohistoquimica. A presenca de musculo liso vascular foi
detectada através de anticorpo primario policlonal de coelho contra a actina alfa de
musculo liso (Anti Alpha Smoth Muscles Actin, A-2547, Sigma, Sigma Chemical Co,
St. Louis, MO, USA, titulo 1:500). A rea¢ao foi continuada utilizando-se um “pool” de
anticorpos conjugados a peroxidase (kit LSAB da DAKO) e visualizada apds coloragdo
com diaminobenzidina (DAB). As laminas foram ainda contra-coradas por 1 minuto

em hematoxilina de Harris.

2.10 Analise estatistica

Para a andlise estatistica dos resultados foram calculadas as médias e erros
padrdes das médias. Diferentes testes estatisticos foram utilizados para comparagao das
médias dos grupos e estabelecer correlagdes conforme descrito abaixo. Para nivel de

significancia estatistica considerou-se p<0,05.

2.10.1 Teste T de Student

O teste t de Student foi utilizado para comparacio entre as médias dos

grupos:
1) C-56 vs. S-IMCDM

2) IM-56 vs. IM-SCDM

2.10.2 Andlise de varidncia de uma via (ANOVA one way)
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A andlise de varidncia de uma via foi utilizada para a comparacdo
dos grupos submetidos a CDM, ou seja, C-CDM, IM-CDM e VEGF-
IMCDM. Este teste foi utilizado também para comparar o tamanho do
infarto do miocardio.

2.10.3 Analise de variancia de duas vias (ANOVA two way)

A analise de variancia de duas vias foi utilizada para comparagao dos grupos:
1) C-14, IM-14, C-56, IM-56

2) C-56, IM-56, C-CDM e MI-CDM.

2.10.4 Correlacao e regressao linear
O teste de regressdo linear foi utilizado para testar correlagdo entre os dados

individuais.
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4. DISCUSSAO

O objetivo desta tese foi estudar os efeitos da cardiomioplastia associada
ao tratamento com VEGF,¢s em pardmetros hemodinamicos, sistémicos e regionais, €
morfométricos, no desenvolvimento de fluxo colateral extramiocardico € no tamanho do
IM de ratos infartados. O modelo de estudo foi sistematizado e aplicado em diferentes
tempos de IM, com ou sem cardiomioplastia, tratados ou ndo com VEGF. O uso da
ligadura coronaria permite tracar paralelos entre modelos experimentais ¢ o IM em
humanos. Alteragdes histologicas e formacao de cicatriz apos IM sdo comparaveis em
humanos e ratos, tornando-se evidentes na fase cronica (Fishbein et al., 1978). Além
disso, em ambos, humanos (Mathey et al., 1974) e ratos (21 dias de IM) (Pfeffer et al.,
1979), a disfun¢do do VE depende do tamanho do infarto.

Ao contrario do IM que é um modelo experimental estabelecido na
literatura para pequenos animais, a cardiomioplastia em ratos ndo havia sido
padronizada, havendo apenas um trabalho na literatura que estudou o crescimento de
ratos submetidos a esta cirurgia (van Doorn et al., 1996). No presente trabalho foi
padronizado o modelo de cardiomioplastia cronica sem estimulag¢do do grande dorsal. O
desenvolvimento e aplicagdo deste modelo permitiu o estudo dos efeitos da utilizagcdo de
um enxerto muscular na disfuncdo ventricular e na revascularizacdo do miocardio
infartado. A aplicagdo de VEGF;¢s na artéria principal do GD possibilitou a
determinagdo do efeito deste fator angiogénico na neovascularizagdo entre o miocardio

isquémico e o enxerto muscular. Os principais achados deste trabalho demonstram que a
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disfungdo e o aumento de massa ventricular esquerda observadas em ratos com §

semanas de IM podem ser prevenidos pela cardiomioplastia, que quando associada a

uma unica administracdo de VEGF¢5 no GD induz diminui¢do do tamanho do IM.

4.1 Consideracdes metodologicas

4.1.1 Os modelos experimentais utilizados

O IM experimental por ligadura coronariana foi utilizado no presente estudo
pois esta bem estabelecido na literatura que este procedimento provoca isquemia
miocardica e inicia um processo de disfungdo e remodelamento do VE, além de induzir
a formagao de colaterais no coragao (Pffefer et al., 1991; Banai et al., 1994ab; Elsner &
Riegger, 1995; Unger et al., 2001). Devido a sua relevancia clinica e uma relativa
facilidade metodolégica, a insuficiéncia cardiaca induzida pelo IM ¢ um dos modelos
mais utilizados nos trabalhos com animais de pequeno porte (Elser et al. 1995).
Entretanto, as desvantagens de utilizar esse procedimento experimental incluem a
necessidade de toracotomia, uma mortalidade relativamente alta durante o procedimento
cirirgico e nas primeiras horas pos IM (~ 30% neste estudo), e a indugdo em muitos
casos de uma IC moderada. A extensdo do infarto dependera em grande parte da
eficiéncia do tecido miocéardico em formar a circulagdo colateral, a qual oferecerd um
fluxo alternativo para as regides isquémicas. Nestes estudo obteve-se IM (~ 35% do
VE), acompanhado de um grande aumento da PDF e de disfungdo contratil no grupo de
56 dias de IM.

O uso da cardiomioplastia como modelo de enxerto muscular baseou-se no
fato de estudos anteriores da literatura terem demonstrado os beneficios da compressao

passiva do GD no miocardio isquémico, além do surgimento de vasos entre o coracao
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insuficiente ¢ o GD em pacientes e em caes (Mott et al., 1996; Mannion et al., 1996;
Bailey et al., 1993). Neste contexto, a aplicagdo da proteina VEGF 45 teve por objetivo
estimular a formagao de colaterais no miocardio isquémico de ratos.

Os grupos Sham foram realizados a fim de demonstrar que as alteragdes
decorrentes do IM, da CDM e da aplicagdo de VEGF¢s ndo se deviam ao estresse
cirargico ou a mudancas no indice de mortalidade dos ratos. De fato, os resultados
observados nos grupos S-CDMIM e IM-SCDM, demonstram que os procedimentos

cirargicos nao afetaram os resultados obtidos nos demais grupos experimentais.

4.1.2 A utilizacdo do VEGF 45

A opgao de aplicagdo do VEGF 45 na artéria principal do GD baseou-se na
tentativa de associar o efeito passivo de “girdling” produzido pelo GD na CDM a um
estimulo angiogénico para o proprio GD e também para o coragdo isquémico através da
formagdo de vasos colaterais extramiocardicos. Além disso, a administra¢do
intraconariana poderia induzir alteragdes sistémicas como hipotensdo (Hariawala et al.,
1996; Lopez et al., 1997), crescimento de tumores ou exacerbagdo da proliferacao de
retinopatias (Aiello, 1997), aterosclerose (Moulton et al., 1999) e alteracdes Osseas e
renais (Mazue et al., 1992).

O uso da terapia angiogénica tem por objetivo induzir neovascularizagao
usando potentes fatores angiogé€nicos, sem provocar efeitos sistémicos. A aplicacao
intravenosa ou intracoronariana de FGF-2 leva a uma deposi¢ao no miocardio em torno
de <0,6 ou 1,5 %, respectivamente, da dose total injetada no miocardio isquémico 1
hora apds a administragdo (Laham et al., 1999). Apés 24 horas estes valores sdo
reduzidos para <0,1% da dose administrada. Post e colaboradores (2001), estimaram

que da administragdo intracoronariana de 200pg de FGF-2, 200 ng (0,1%) ou 4ng/ml
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(considerando que uma corondria irriga 150 gramas de tecido) permaneceriam no tecido
apos 24 horas. Estas doses estdo proximas as concentragdes eficientes utilizadas em
estudos em vitro (Wang, 1996). Desta forma, se estes valores pudessem ser aplicados ao
VEGF¢s5 € ao GD, poderiamos estimar que da dose de 25ug de VEGF 65 administradas
diretamente na artéria principal do GD, 25 ng (0,1%) ou 75 ng/ml (considerando que o
artéria toracodorsal irriga 1 grama de tecido) estariam depositadas no GD 24 horas apds
a aplicagdo da proteina.

Esta concentragdo depositada no GD seria similar a observada em cada
infusdo intramiocardica de 10 pg de FGF-2, na qual evidenciou-se retengdo em torno de
5% (500 ng ou 50 ng/ml) apos 24 horas (Wang, 1996). A maior deposi¢ao verificada
pela aplicagdo intramiocardica em relagdo a intracoronariana, sugere uma maior
eficiéncia da aplicacdo intramiocardica, no entanto, deve-se considerar que esta
administracdo de proteina pode causar lesdes devido a sua natureza invasiva, requer
equipamentos especializados e alto nivel de habilidade do cirurgido (Kornowski et al.,
2000), ndo havendo na literatura resultados convincentes com relagdo a sua eficiéncia
fisiologica (Post et al., 2001).

A velocidade de infusdo do VEGF¢s foi padronizada a fim de permitir o
maximo tempo de contato entre proteina e receptor, evitando o estresse vascular
decorrente da injecdo in bolus. A dose aplicada foi determinada a partir de estudos

prévios da literatura em coelhos (Bauters, 1995).

4.1.3 O método das microesferas coloridas

O uso de microesferas coloridas tem sido cada vez
empregado na literatura na determinacao do débito cardiaco
e dos fluxos regionais. A reprodutibilidade do método exige do
usuario atenc¢io e critério em varios procedimentos
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experimentais, como por exemplo, agitacio com sonicador das
esferas antes de qualquer procedimento; calculo preciso do
tamanho do cateter onde serao colocadas as esferas para
infusdo no animal; constancia na infusido das esferas bem
como na retirada de sangue do animal; cuidado no
processamento dos tecidos a fim de evitar vazamento dos
tubos onde as amostras estao sendo processadas. Além disto,
deve-se realizar medidas constantes de padroes tanto no
hematocitometro como no espectrofotometro, a fim de
verificar as diluicoes da solu¢io mae que serao injetadas no
rato, bem como verificar eventuais perdas de solu¢ao durante
o procedimento de digestao e leitura das amostras de tecido. A
comparacio de medidas entre esse e 0 método de esferas
radioativas demonstra reprodutibilidade dos valores obtidos
em diferentes tecidos (Prinzen & Bassingthwaighte, 2000).

A avaliacdo do fluxo colateral desenvolvido entre os tecidos pods
cardiomioplastia foi possivel devido a padronizacdo do numero de esferas amarelas
infundidas no grande dorsal, bem como a velocidade desta infusdo. Em um primeiro
protocolo piloto, foram infundidas 150.000 esferas azuis no GD, observando-se a
presencga constante destas esferas no tecido renal, o que ndo poderia ser verificado uma
vez que a circulacdo para estes leitos estava ocluida. A padronizagdo desta técnica
constituiu a parte mais ardua deste protocolo, fazendo-se véarias mudangas durante
protocolos pilotos para que os dados foram confidveis e reprodutiveis. Por fim,
padronizou-se: 1) a infusdo de esferas amarelas em vez de azuis, pois a absorbancia
destas esferas ¢ maior para um mesmo nimero de esferas; 2) um menor nimero de
esferas (50000 vs. 150 000 inicias); 3) ¢ uma velocidade de infusdao também menor. A
dificuldade de localizagdo da artéria do grande dorsal pds cardiomioplastia constitui-se
sem duvida em uma limitacdo deste estudo. Apds 6 semanas de CDM observa-se na
regido da ramificacdo da artéria toracodorsal formagdo de tecido de adesdo, o que

dificultava muito a localizagdo do ramo do GD. Além disto, a pequena area para a
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canulacdo e as varias ramificagdes desta artéria fizeram com que, mesmo com a
marcagdo do vaso no momento da CDM, em alguns casos as esferas amarelas nao
fossem infundidas no vaso do GD. Por conseguinte, alguns animais que apresentam

avalia¢do do fluxo do coragdo para o GD, ndo o apresentam no sentido inverso.

4.1.4 A determinacio do tamanho do infarto do miocardio

A determinagdo do tamanho do infarto foi realizada pelo método do papel
milimetrado o que permitia a utilizagdo dos coragdes para avaliacio do fluxo
coronariano. Desta forma, ndo foi possivel se realizar medidas histologicas destes
tecidos, sendo utilizado um grupo de ratos especialmente para a determinacdo do
tamanho do infarto por planimetria. A comparagdo desta duas técnicas de avaliacdo da
cicatriz do IM, no presente estudo mostra valores semelhantes obtidos pela técnica do
papel milimetrado (35 + 3% do VE) e do tamanho do IM avaliado por planimetria (30%
do VE) nos ratos com 14 dias de IM. E importante salientar que animais que
apresentaram pequenas regioes infartadas, por observacao visual, foram excluidos do

protocolo.

4.2 Alteracoes temporais do infarto do miocardio

4.2.1 AlteracGes hemodinamicas

Muitos investigadores tem determinado os parametros hemodinamicos de
ratos em diferentes tempos de IM. Diminui¢do da méxima pressaio do VE e da
velocidade de contragdo (+dP/dt), hipotensao e aumento da PDF sdo constantes achados
neste modelo (Fletcher et al., 1981). O prejuizo da fungdo do VE varia da leve disfuncao

até a insuficiéncia cardiaca dependendo do tamanho do IM e da dilatacao do VE (Dexler
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et al., 1985). No presente estudo observamos que os animais infartados (14 ou 56 dias)
apresentavam hipotensdo em relagdo aos controles conforme previamente demonstrado
na literatura por Mill et al. (1991), Meyrelles e colaboradores (1994) e De Felice e
colaboradores (1989). A hipotensdao na fase aguda do IAM pode ser devida a um
comprometimento do coragdo isquémico, com conseqiiente redugcdo do débito e/ou
reducdo da atividade simpatica periférica sobre os vasos de resisténcia. De fato, a PVS e
a —dP/dt mostraram-se reduzidas no grupo IM-14 em relagdo ao grupo C-14. Apds 56
dias, observou-se uma normalizagdo da PVS, mas a contratilidade ventricular (dP/dt)
permaneceu reduzida.

Os resultados deste trabalho demonstram FC semelhantes quando
comparados animais cronicamente infartados e animais controles. No entanto, na fase
aguda do IAM foi previamente documentada taquicardia, sendo esta atribuida a uma
ativacao dos pressorreceptores arteriais em face a redugdo da PA (Guazzi et al., 1975).
Hipotensdo e taquicardia algumas horas ap6s o IAM foram observadas também em
humanos com infarto de parede anterior do VE (Webb et al., 1972).

O DC e o IC mostraram-se reduzidos no grupo IM-56 em comparagdo ao
grupo IM-14, sugerindo maior comprometimento hemodinamico na fase mais cronica
do IM. Todavia, o VS e¢ a RVP mostraram-se semelhantes entre os animais estudados.
As modificacdes de DC e/ou RVP sdo variaveis quando se comparam diferentes estudos
com ratos com tamanhos de infarto similares. Pfeffer e colaboradores (1985b)
observaram diminui¢do do débito ventricular e inalteragdo da RVP em ratos com area
de infarto maior que 42% apds 3 semanas de IM. Todavia, Drexler e colaboradores
(1985) demonstraram manutencdo destes parametros apos 6 semanas de IM.
Inversamente, Pfeffer e colaboradores (1985a) detectaram alteragdes mais acentuadas

tanto no DC como na RVP em ratos com maior tempo de IM (3 meses) e tamanho do
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infarto de 40-45% do VE. De acordo com os resultados obtidos, em outro estudo, De
Felice e colaboradores (1989) realizando uma avaliagdo temporal das alteragdes
hemodindmicas em ratos Sprague-Dawley determinaram inalteragdo do DC e do IC com
4 semanas de IM (43% do VE) seguida de reducdo de ambos parametros na 7, 10, 20,

35 semanas de IM (43-49% do VE).

Neste estudo foi observado um aumento da PDF nos
animais infartados (14 ou 56 dias) em relacao aos controles.
Ao contrario dos demais parametros hemodinamicos
sistémicos, 0 aumento da PDF parece ser um achado comum
na literatura (Liu et al., 1997; De Felice et al., 1989; Pfeffer et
al., 1991; Stefanon et al., 1994). Estudos que acompanharam o
curso das alteracoes hemodinamicas em ratos de 1 semana até
35 semanas (Liu et al., 1997; De Felice et al., 1989) apos o IM
demonstraram valores de PDF elevados ja na primeira
semana de IM que se mantém até a 35" semana. Ao contrario
destes trabalhos observamos que a elevacio da PDF ¢ maior
no grupo com 56 dias de IM em comparacio ao grupo com 14
dias de IM, sugerindo mais uma vez o agravamento da
disfuncdo hemodinimica com o curso temporal do IM. O
aumento da PDF reflete nao s6 uma disfuncao da PSV, devido
a perda de massa ventricular em funciao do IM, mas também
um prejuizo no relaxamento cardiaco, demonstrado pela
reducao na —dP/dt. Esta disfuncao diastdlica é dificil de ser
quantificada, mas exerce efeitos adversos na perfusao
subendocardica o que leva a uma progressiva disfuncio
sistolica (Cohn, 1989).

O perfil hemodindmico compensado nos ratos com 14 dias de IM,
demonstrado pelo DC, IC, VS, RVP e FC normais claramente refletem a participagdo de
um ou mais fatores compensatorios. Fatores que podem permitir um DC basal normal
incluem o mecanismo de Frank-Starling (onde um aumento da pré-carga pode atuar para
sustentar a funcao cardiaca), aumento da contracdo miocardica via aumento da liberagao

neuronal e adrenal de catecolaminas, hipertrofia cardiaca, diminuicdo da resisténcia
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sistémica para a ejecao ventricular, ou estimulacdo do SRA-aldosterona para promover
manuten¢do de volume sangiiineo (De Felice et al., 1989).

A manutencdo do DC por um ou mais destes mecanismos na fase
compensada do IM em ratos preserva a perfusdo de o6rgdos vitais como o coragdo, os
rins, o figado e o sistema gastro-intestinal, sendo a redugdo destas perfusdes
aparentemente influenciadas pela redug¢do do DC (De Felice et al., 1989). Corroborando
estes dados da literatura, neste trabalho os fluxos sangiiineos e resisténcias coronarianas
e renais mostraram-se inalterados ap6s 14 dias de IM. Inversamente, apos 56 dias de IM
os ratos apresentaram redu¢do do DC e aumento mais pronunciado da PDF, fase em que
foi evidenciada redug¢do do fluxo sangiiineo renal acompanhada de aumento da
resisténcia renal. A manuten¢do do fluxo e da resisténcia coronariana independente do
tempo de IM e as alteracdes observadas no presente estudo sdo semelhantes as
verificadas em humanos com insuficiéncia cardiaca e foram anteriormente observados

em ratos Sprague-Dawley (De Felice et al., 1989).

Os fluxos do rim direito e esquerdo foram avaliados para
determinar se as microesferas azuis injetadas no VE se
distribuiram homogeneamente, uma vez que nesse caso se
esperaria fluxo semelhante nos dois rins (Hakkinen et al.,
1995; Prinzen & Bassingthwaighte, 2000). Os fluxos renais
apresentados pelos diferentes grupos no presente experimento
foram semelhantes entre o rim direito e o rim esquerdo,
comprovando uma distribuicio correta das microesferas
azuis. Além disso, a auséncia de microesferas amarelas
(injetadas diretamente na artéria principal do GD) no tecido
renal demonstrou que estas esferas ficaram totalmente
fixadas na circulacdo proveniente do GD e 0 nao ocorreu
desvio através das anastomoses arterio-venosas sistémicas.

4.2.2 Alteracoes morfométricas e do tamanho do infarto do miocardio
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Infartos severos do VE provocam um remodelamento cardiaco extenso em
ratos, alteram a fungdo e vascularizagio do VE e reduzem significativamente a
sobrevida (Anversa et al., 1986; Fletcher et al., 1981; Sweet et al., 1988). Todavia, ja
estd bem estabelecido na literatura que a extensdo destas alteracdes e os efeitos
benéficos das intervengdes observadas neste modelo (Dexler et al., 1985; Pfeffer et al.,
1985ab; Sweet et al., 1988) podem depender do estado hemodindmico do rato e se o
animal apresenta-se na fase compensada ou descompensada da hipertrofia ventricular.
Assim, a fun¢do do ventriculo infartado ndo depende s6 do tamanho e da localizagao do
IM (Corr et al., 1976; Mathey et al., 1974), mas depende das alteragcdes envolvidas na
complacéncia ventricular, influéncias neurohumorais, resisténcia vascular sistémica e
complacéncia venosa, e da progressdo e extensdo da hipertrofia no miocérdio ndo

infartado (Pfeffer et al., 1979).

No presente estudo, 14 dias de IM nao alteraram
significativamente o peso ventricular nos ratos estudados. No
entanto, estes animais apresentaram reducao do peso corporal
e, conseqiiente aumento da razao peso ventricular/peso
corporal em rela¢ao ao grupo C-14. Liu e colaboradores
(1997) demonstraram peso corporal, peso cardiaco e razao
peso do coracao/peso corporal semelhantes entre ratos ratos
infartados e controles até 2 semanas apos o IM. Todavia, estes
autores observaram aumento da massa cardiaca e de sua
razao pelo peso corporal de 1 até 6 meses de IM. De fato, os
dados do presente estudo corroboram estes achados, pois foi
verificado maior massa ventricular nos ratos avaliados apos
56 dias de IM. Além disto, o grupo IM-56 apresentou
hipertrofia cardiaca, avaliada neste estudo pela razao do peso

ventricular/peso corporal.
A ligadura da corondria em ratos causa uma perda em torno de 40% da

massa de midcitos do ventriculo esquerdo (Anversa et al., 1985a, Pfeffer et al., 1991,

Stefanon et al., 1994) sendo responsavel pela hipotensdo e reducio da fracdo de ejegdo e
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do DC apds o IM. Em resposta a estas alteragdes hemodinamicas, a massa ventricular
remanescente se hipertrofia (Anversa et al. 1985b, Meggs et al., 1993). O aumento da
PDF determina uma sobrecarga de pressdo na circulagdio pulmonar e,
consequentemente, um sobrecarga sistolica no ventriculo direito. Possivelmente estas
alteracdes hemodinamicas s3o responsaveis pelas hipertrofia no ventriculo direito.
(Anversa et al., 1985a, Mill et al., 1992). Hipertrofia nestas camaras cardiacas foi
previamente demonstrada em todos os estudos realizados em ratos com infarto cronico.
No entanto, alguns estudos também conduzidos em ratos na fase cronica do IM,
falharam em detectar hipertensdo pulmonar pela medida da PAS do ventriculo direito
em animais anestesiados (Pfeffer et al., 1991, Capasso et al., 1993). Estes achados
diferenciados sugerem que outros mecanismos além da sobrecarga sistolica, como a
hiperatividade simpatica, e/ou o aumento da atividade do SRA, podem contribuir para o
desenvolvimento da hipertrofia cardiaca. Dessa forma, a depressdo da hipertrofia
ventricular direita apés o IM em ratos submetidos a tratamentos cronicos com o [3-
bloqueador propranolol (Mill et al., 1992) ou captopril, ou com inibidores do SRA (Gay
et al., 1990; Mill et al., 1994, Pfeffer et al., 1985ab) reforcam esta hipotese.

Na literatura, o IM ¢ caracterizado de acordo com seu tamanho: inferiores a
20% do VE — pequenos; de 20-39% - moderados; maiores que 40% - grandes (Pfeffer et
al., 1985ab, Pfeffer et al., 1991). Apesar da hipertrofia cardiaca compensar o déficit
provocado pela morte dos miocitos decorrente do IM na fase inicial deste processo
(aproximadamente até duas semanas pods-infarto), cronicamente a hipertrofia
ventricular ndo resulta em melhora da funcao sistolica do VE avaliada em coracdes
isolados por Mill e colaboradores (1990) e pelo método de angiografia direta para

avaliar a funcdo do VE em ratos anestesiados por Liu e colaboradores (1997).
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As alteragdes hemodinamicas e morfométricas observadas neste trabalho
aos 14 dias de IM podem ser associadas com a fase compensada da hipertrofia
ventricular. No entanto, aos 56 dias de IM, observa-se uma evolugdo do quadro de
disfungdo do VE provavelmente relacionada ao aumento do tamanho do infarto em
relacdo aos 14 dias de IM. Além disso, a PDF atinge valores mais elevados aos 56 dias
de IM em relacdo a 14 dias IM, reproduzindo um estado hemodinamico compativel com

a insuficiéncia cardiaca.

4.3 Efeitos da cardiomioplastia

Os resultados clinicos de aproximadamente 1000 pacientes submetidos a
CDM em todo o mundo demonstraram melhora dos principais sintomas e da classe
funcional segundo a “New York Heart Association”, além de modestas alteragdes nas
variaveis hemodindmicas como na fragdo de ejecdo do VE (Furnary et al., 1996,
Moreira e Stolf, 2001), frustrando os investigadores e retardando a consolidaciao deste
procedimento no tratamento de pacientes com ICC (ElOakley & Jarfis, 1994).
Inicialmente, trabalhos clinicos e experimentais concluiram que os efeitos da CDM
deviam-se a compressdao durante a sistole cardiaca que aumentaria a fun¢do do
miocardio enfraquecido. Posteriormente estudos sintetizaram os resultados obtidos em
trabalhos clinicos e experimentais e revelaram um quadro mais complexo de
mecanismos envolvidos na CDM (Oh et al., 1996; Li & Chiu, 1996), sugerindo que
principal efeito seria a reducgdo do estresse do miocardio. Assim, a compressao dindmica
do GD durante a sistole cardiaca foi postulada como um mecanismo importante para a
redug¢do do estresse do miocardio (Lee te al., 1991). Chen e colaboradores (1995)
verificaram reducdo do gradiente de pressdo transmiocérdica durante a contragdo do GD

na CDM. Além do papel da CDM durante a sistole, o efeito passivo de constricdo do
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GD envolto ao coragdo restringiria a dilatagdo ventricular, que ¢ um processo bem
conhecido da ICC (Capoya et al. 1993). Dessa forma, a prevencdo da dilatagdo
ventricular poderia evitar o aumento da tensdo miocardica associada com o aumento do

raio da cavidade ventricular de acordo com a lei de Laplace.

4.3.1 Alteracdes hemodinimicas

Apds 56 dias de CDM os animais controles (C-CDM) apresentaram
reducdo das derivadas de contragcdo ¢ de relaxamento do VE, com manutencdo dos
demais parametros hemodindmicos sistémicos. Avaliagdes anteriores sugerem que a
CDM passiva causa depressdo de parametros dependentes da funcdo sistdlica e
diastolica em coragdes normais (Corin et al., 1992; Furnary et al., 1993; Magovern et
al., 1991). Corin e colaboradores (1992) evidenciaram inaltera¢do da PDF, redugdo da —
dP/dt e uma reducdo de 8 vezes na elasticidade passiva. O grupo de Magovern verificou
depressdo da fun¢do do VE imediatamente apés a CDM, com 27% de diminui¢do na
PVS e 39% na dP/dt (Magovern et al., 1991). George e colaboradores (1997)
demonstraram em coracdes B-bloqueados de caes diminuicdo da dP/dt do VE apos o
envolvimento do miocardio pelo GD, sugerindo que o musculo GD oferece uma
resisténcia passiva a fun¢do ventricular. Os potenciais mecanismos para a disfuncao
ventricular incluem reducao da contratilidade miocardica, modificagdes na pré-carga e
na pos-carga e nas propriedades diastolicas, provavelmente devido a um aumento de
massa ventricular causada pela adicdo passiva do GD. Dessa forma, se as forcas
intrinsecas do coragdo nao se alterarem com o envolvimento do GD, o aumento dos
efeitos inerciais levardo a uma diminuicao da movimentacao da parede do VE.

A CDM melhorou a fun¢ao hemodinamica sistémica nos ratos infartados. A

hipotensao apresentada pelo grupo IM-56 nao foi observada no grupo IM-CDM. O DC
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que mostrou-se reduzido no grupo IM-56 em relacdo ao grupo IM-14, estava
normalizado nos grupo IM-CDM. De fato a redu¢do de DC dos animais com 56 dias de
IM néo foi significativa em relagdo aos animais controles (3 26%), e a CDM nos ratos
IM induziu uma normalizagio deste parametro (T 54% vs IM-56). Além disso, o
aumento da PDF demonstrado nos ratos infartados (14 e¢ 56 dias) em relagdo aos
controles ndo foi evidenciado no grupo IM-CDM. Os valores de PDF nos animais
infartados submetidos 8 CDM (~4 mmHg), sugerem que este procedimento preveniu o
aumento de PDF dos 14 (~ 6mmHg) para os 56 dias (~15 mmHg) de IM. No entanto, a
reduzida contratilidade do VE nos ratos IM, nio foi alterada pela CDM passiva. A
diminui¢do da dP/dt no grupo IM-CDM pode ser atribuida ndo s6 a perda de massa
ventricular p6s-IM com também ao efeito inerte do GD na CDM sem estimulacdo,
ambos levando a disfun¢ao do miocardio.

Os estudos clinicos da CDM dinadmica demonstraram um pequeno mas
significativo aumento da fracdo de eje¢do do VE e do indice de trabalho do VE (Furnary
et al., 1996). Apds um ano de CDM dinamica Jatene e colaboradores (1991) verificaram
em 13 pacientes aumento da fracdo de eje¢do do VE com estimulagcdo em relacdo ao
periodo sem estimulacdo. Entretanto, Patel e colaboradores (1997) verificaram melhora
da assisténcia batimento-a-batimento em coragdes de caes somente nos fatores
independentes dos indices de contratilidade, sugerindo que mesmo na CDM dinamica o
efeito inerte do GD dificulta a melhora nos parametros de contratilidade do VE.

Os estudos experimentais com animais de grande porte vem evidenciando
uma somatoria dos efeitos dindmicos e passivos da CDM para melhora dos parametros
hemodindmicos em modelos de IC (Capouya et al., 1993; Mott et al., 1998; Nakajima
et al., 1994, Shirota et al., 2000, Takagi et al., 1997). Ovelhas com 10 semanas de IM

submetidas a CDM e avaliadas durante a estimulacdo e ndo-estimulacdo do GD,
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demonstraram aumento do indice de contratilidade do VE, e diminui¢do da area
pressdo-volume, a qual esta estreitamente correlacionada com o consumo de oxigénio
do miocardio (Nakajima et al., 1994). Patel e colaboradores (1997), evidenciaram que
caes com IC submetidos a CDM apresentavam, durante periodos sem estimulagdo do
GD, aumento da elastancia ventricular sistolica e estabilizacdo do volume e do indice
pressao-volume final sistélico e final diastolico comparados com animais sem CDM.
Mott e colaboradores (1998) demonstraram efeitos semelhantes da CDM passiva e
dindmica na fun¢do ventricular de caes com IC. A fracdo de ejecdo do VE mostrou-se
aumentada ¢ o volume ventricular diastélico final reduzido nos animais com IC e
submetidos a CDM dindmica e passiva em relacdo aos cdes com IC. Apesar dos
parametros hemodinamicos avaliados clinicamente em animais de grande porte
diferirem dos quantificados no presente estudo em ratos infartados ¢ importante
salientar que de acordo com os dados da literatura estes trabalhos demonstram um efeito
benéfico da CDM na homeostase sistémica, principalmente na eje¢do e no volume e
pressao diastolicos finais do VE. O achado de melhora hemodinamica neste estudo
corrobora os dados da literatura que sugerem um importante papel do efeito de
compressao passiva do GD no miocardio pés- CDM, independentemente da estimulacao

muscular na sistole.

Clinicamente as indicacoes da CDM sao para pacientes
com ICC de classe III causada principalmente por
cardiomiopatia isquemica e idiopatica. Experimentalmente a
insuficiéncia cardiaca induzida por infarto do miocardio e por
marcapasso, vem sendo amplamente utilizados pelos
pesquisadores como modelos na tentativa esclarecer os
mecanismos de acao da CDM em animais de grande porte.
Nestes estudos muitas avaliacoes da funcio ventricular e da
hemodinamica sistémica corroboram os efeitos da CDM, no
entanto, as altera¢oes nos fluxos sangiiineos e nas resisténcias
periféricas teciduais pos CDM nao foram avaliadas. No
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presente trabalho evidenciamos que a CDM sem estimulacio
do GD nio alterou o fluxo sangiiineo coronariano e
restabeleceu o fluxo sangiiineo renal em ratos infartados.
Provavelmente conforme De Felice e colaboradores (1989)
sugeriram, a diminuicio do DC observada pos-IM induziu
reducao de fluxos sangiiineos periféricos por ineficiéncia da
bomba em manter uma perfusio adequada. Assim, a
normalizacido do DC e da PA apresentada pelos ratos
infartados submetidos a CDM parece desempenhar um papel
importante na normalizacdo do fluxo sangiiineo e na
resisténcia renal.

4.3.2 AlteracOoes morfométricas e do tamanho do infarto do miocardio

Os animais dos grupos com 56 dias de protocolo apresentaram pesos
corporais semelhantes. Van Doorn e colaboradores (1996) estudaram o efeito da CDM
no crescimento de ratos Sprague-Dawley, evidenciando reducao de peso corporal nos
ratos submetidos a CDM e a cirurgia ficticia (com toracotomia) apds 20 semanas. Estes
autores concluiram que a toracotomia induzia diminui¢ao do ganho de peso corporal nos
ratos submetidos a este procedimento. No presente estudo todos os grupos ao final do
protocolo (56 dias) apresentaram pesos corporais semelhantes, inclusive o grupo
submetido as cirurgia ficticias (S-IMCDM e IM-SCDM) com toracotomia. Apesar de
van Doorn e colaboradores (1996) terem realizado avaliagdes mais tardias (20 semanas)
em relacdo ao presente estudo (8 semanas), a analise do ganho de peso corporal destes
ratos Sprague-Dawley evidenciam diferengas no ganho de peso a partir da 5° semana,
sugerindo que diferencas metodologicas durante a toracotomia, sejam responsaveis
pelos achados contrastantes.

A CDM nos ratos controles ndo alterou o peso ventricular nem a razao peso
ventricular/peso corporal. Todavia, estudos anteriores demonstraram menor peso do

coragdo em ratos normais avaliados apos 20 semanas de CDM (van Doorn et al., 1996).
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O aumento da massa ventricular ¢ um achado comum nos animais pds-IM. De fato, no
presente estudo evidenciamos maior massa ventricular nos ratos com 56 dias de IM em
relagdo aos controles (C-56) conforme anteriormente discutido. E interessante observar
que apods 14 dias de IM os animais ndo apresentavam alteracdo do peso ventricular em
relacdo aos seus controles (C-14). No entanto, os ratos com 14 dias de IM submetidos a
CDM nao apresentaram aumento do peso ventricular aos 56 dias. Estes resultados sdo
corroborados pela andlise da razdo peso ventricular/peso corporal, um indice de
hipertrofia ventricular, que se mostrou elevado no grupo IM-56 e normalizada no grupo
IM-CDM. Portanto, a CDM parece ser eficiente em impedir a dilatagdo do VE, apesar
de ndo alterar a evolucdo da area de infarto.

O papel importante da CDM na hipertrofia ventricular tem sido bastante
estudado na literatura e parece ser um dos efeitos mais benéficos e comprovados pos-
CDM em humanos e animais. Carpentier e colaboradores (1993) demonstraram um
diametro cardiotoracico estavel por mais de 3 anos apés a CDM. Em pacientes
submetidos a CDM dindmica foi observado um deslocamento para esquerda da relagdo
pressdo-volume sistolico final e uma estabilizagdo da relagdo pressdo-volume diastolico
final aos 6 e aos 12 meses pos cirurgia, achados que sugerem uma reversdo do processo
de remodelamento (Kass et al., 1995). Lorusso e colaboradores (1997) demonstraram
uma reducdo significativa no didmetro diastélico final em 22 pacientes com 3 anos de
CDM dinamica.

Experimentalmente Capouya e colaboradores (1993) mostraram que a CDM
passiva em miocardios normais submetidos a IC pelo marcapasso ventricular atenuou a
dilatagdo ventricular esquerda. Em cdes com CDM cronica, Patel e colaboradores
(1997a) verificaram que a CDM dindmica limita o processo de remodelamento que

acompanha a insuficiéncia cardiaca, e que este efeito pode ser verificado mesmo sem a
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assisténcia sistolica (Patel et al., 1997b). Shirota e colaboradores (2000) mostraram
reversdo do remodelamento da camara e melhora da contratilidade do VE e da
eficiéncia de trabalho externo miocardico em ovelhas com IC dilatada cronica e
moderada apds 6 meses de CDM dinamica. Estes achados foram correlacionados a
prevencao da dilatagdo ventricular, o que limita o aumento da tensdo de parede (efeito
de compressao) com um efeito favoravel no consumo de oxigénio pelo coragdo. O
estresse de parede do miocardio pode ter sido reduzido também pela manutengdo da
espessura da parede em razdo da adigdo da massa do GD a parede do VE e pela
compressao sistolica da parede do VE (Lee et al., 1991; Chen et al., 1995).

Os beneficios da CDM sem estimulagdo do GD também vem sendo
documentados. Em alguns pacientes, o tamanho do coragdo aparentemente reduziu pos-
CDM o que foi descrito como remodelamento reverso por Kass e colaboradores (1995).
Interessante no estudo deste grupo foi que um dos pacientes estudados, por problemas
técnicos com a estimulagcdo do GD, apresentou alteragcdo do processo de remodelamento
miocardico mesmo sem a estimulagdo muscular. Hagege e colaboradores (1995)
verificaram em pacientes com mais de 1 ano de CDM dinamica melhora clinica e na
fracdo de ejecdo do VE apos 24 horas sem estimulacdo do GD. Resultados similares
foram obtidos por Jondeau e colaboradores (1995). Experimentalmente uma série de
protocolos realizados por Capouya e colaboradores (1993) e por Mott e colaboradores
(1996), confirmaram que a CDM passiva pode atrasar a dilatagdo ventricular e sustentar
a fragdo de ejecdo em cdes com insuficiéncia cardiaca. Capouya e colaboradores (1993)
demonstraram que a CDM passiva atenuou a dilatagdo ventricular esquerda em
miocardios normais submetidos a insuficiéncia cardiaca pelo marcapasso ventricular.

Cabe salientar que os efeitos de compressdo passiva do VE podem ser reduzidos pela
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atrofia do GD em fung¢do da auséncia de estimulagdo muscular (Moreira et al., 1996;
lanuzzo et al., 1996).

Kawaguchi e colaboradores (1992 ¢ 1994) mostraram que um dispositivo
artificial de compressdo semelhante a produzida pela CDM dindmica diminuiu o
estresse de parede e o consumo de oxigénio do miocardio. Em trabalhos subsequentes
estes autores demonstraram que o aumento da contratilidade e do trabalho externo
ventricular pode ser atribuido a contribuicdo direta da compressdo ventricular,
diferentemente do consumo de oxigénio miocardico e do fluxo coronariano os quais nao
se alteram com a compressdo ventricular (Kawagushi et al., 1997). Todavia, Lee ¢
colaboradores (1991) afirmaram que a reducdo da estresse de parede do VE p6s-CDM ¢é
o maior determinante do consumo de oxigénio cardiaco. Vaynblat e colaboradores
(1997), estudando o efeito da compressdo cardiaca com politetrafluorotilene no modelo
de IC induzido por doxorubicina em caes verificaram reducdo da dilatagdo ventricular
sem melhora da fun¢do cardiaca nestes animais. Resultados semelhantes, mas com
melhora da fragdo de ejecdo foram posteriormente observados em cdes submetidos a
contencdo cardiaca com Marlex. O uso de musculos autogenos oferecem muitas
vantagens em relacdo a outros materiais sintéticos. Musculos esqueléticos reduzem os
riscos de infec¢do e reacdes fibrdticas além de oferecerem um potencial possibilidade de
crescimento vascular em caso de tecidos isquémicos (Vansat & Muller, 1960; Griffith &
Hbats, 1938; Weintstein & Schasiroff, 1936). Além disso, o musculo tem a capacidade
de se remodelar auxiliando a manuten¢do da geometria do coragdo, o que sem duvida
terd conseqiiéncia na fun¢do cardiaca (Oh et al., 1998).

Dessa forma, os achados do presente estudo corroboram os resultados da
literatura de reducdo da hipertrofia cardiaca pelo efeito passivo de compressdo do VE.

Esta compressdo passiva pode ter uma papel importante na hemodindmica sistémica
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impedindo a disfun¢do do VE. Jessup, 2000 concluiu apés a revisdo de trabalhos
clinicos e experimentais que os beneficios da CDM devem-se provavelmente a 1 ou
multiplos mecanismos: 1. assisténcia na sistole ventricular ou aumento sistélico, 2.
suporte pressorico cronico do ventriculo esquerdo e/ou efeito do “girdling” dinamico,
3. melhora do metabolismo energético do miocardio. A maior parte destes parametros
ndo ¢ facilmente quantificavel, tornando dificil identificar quais destas alteragdes
participam nos beneficios funcionais observados. Em estudos clinicos, todos os
pacientes sdo submetidos a CDM dindmica e desta forma torna-se dificil distinguir a
contribuicdo relativa do efeito de compressao passiva do efeito de compressao dindmica
durante a sistole assistida. Apesar disto, a melhora clinica documentada em pacientes
com ICC avangada apos a CDM sugere que este procedimento deve ser seriamente
considerado.

Os registros da Seattle Heart Watch tem ajudado no entendimento das
varidveis preditoras e redutoras de sobrevida em pacientes com doengas corondrias
(Hammermeister et al., 1979). Uma andlise de mais de 300 varidveis derivadas da
historia clinica dos pacientes demonstrou que o tamanho do VE ¢ um dos mais potentes
preditores de sobrevida. Os resultados em animais de experimenta¢do confirmam que a
dilatagdo ventricular ¢ diretamente proporcional ao tamanho do infarto (Fletcher et al.,

1981).

Trabalhos recentes da literatura vem pesquisando a
viabilidade da cardiomioplastia celular, caracterizada pela
implantacio de células musculares esqueléticas autologas
para reforcar a estrutura e a func¢ao do miocardio. Atkins e
colaboradores (1999) demonstraram que a implantacao de
mioblastos no miocardio lesado por congelamento em coelhos
melhora as propriedades diastolicas e parcialmente compensa
a perda de midcitos. Além disso, Rajnoch e colaboradores
(2001) observaram que células satélites implantadas no
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miocardio lesado por cardiotoxidade em ovelhas sobrevivem
por um periodo de 2 meses e foram associados com um
melhora funcional significativa da contracao local e global do
coracao.

Embora no presente trabalho nao tenhamos estudado os
mecanismos celulares e/ou moleculares envolvidos nos efeitos
funcionais da CDM passiva em ratos infartados, nossos
achados demonstram a eficiéncia da CDM em limitar a
hipertrofia ventricular e os conseqiientes beneficios
hemodinamicos (sistémicos e regionais) obtidos com este
procedimento, reforcando o papel importante da assisténcia
com 0 GD na sobrevidade pos IM, conforme mostrado por
diferentes autores.

4.4 Efeitos do VEGF

A primeira etapa da CDM, bem como de outros procedimentos de
assisténcia muscular esquelética, ¢ a mobilizagdo do GD, que pode ocasionar isquemia
muscular principalmente na por¢do mais distal deste musculo (Georgiade et al., 1992).
Por esta razdo, ao ser enrolado e fixado ao miocardio, por vezes o0 GD ndo oferece um
suporte a fungdo cardiaca (Palmer et al., 1995). A revascularizacdo do miocardio pelo
GD em pacientes inicia-se somente 6-8 semanas pos-CDM, o que pode ser muito tarde
para o beneficio de certos pacientes. Além disso, varios trabalhos experimentais
demonstraram degeneragdo do musculo GD ap6s a intervengdo cirtrgica e estimulagdo
cronica em caes, ovelhas e porcos (Eloakley et al., 1995; Kratz et al., 1994; Nakajima et
al., 1994; lanuzzo et al., 1996). Observa¢des morfoldgicas mostram atrofia das fibras
musculares, acimulo de gorduras e de tecido conectivo e redu¢do do didmetro dos vasos
causado por proliferacdo do musculo liso arterial. Todavia, lanuzzo e colaboradores
(1996) relatam que o evento inicial do processo de degeneragdo do GD parece ser a

isquemia. Dessa forma, parece ser necessario acelerar o processo de aumento de
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capilares do GD, levando a um menor trauma cirtrgico e possibilitando o aparecimento
de vasos colaterais do GD para o coragdo (Lucas et al., 1992; Checanov et al., 1996).
No presente estudo a administragdo de 25 pg de VEGF6s na artéria
principal do GD no momento da mobilizagdo para a CDM teve por objetivo facilitar o
crescimento de novos vasos que consequentemente evitariam a injuria inicial tecidual

do GD e possibilitariam a neovascularizagdo do miocardio isquémico.

4.4.1 Alteracoes hemodinamicas

Os ratos submetidos 4 CDM apresentaram
variaveis hemodinamicas sistémicas semelhantes. A PA, FC,
VS, DC, IC e RVP do grupo infartado que recebeu a
aplicacao intra-arterial de VEGF ¢ no GD imediatamente
antes da CDM foi similar ao observado nos demais grupos
com CDM (C-CDM e IM-CDM). Da mesma forma, nao foram
evidenciadas diferencas significativas na funcao ventricular
esquerda entre os animais submetidos a CDM, com ou sem a
aplicacao de VEGF,4s. No entanto, a + dP/dt dos ratos do
grupo IMCDM-VEGTF estava elevada em relacao aos IM-
CDM (T 13%), apesar de reduzida quando comparada aos C-
56 (»L 23%), sugerindo uma melhora, ainda que nao
significativa, de contratilidade sistolica nos animais tratados
com VEGF 4. Pecher & Schumacher (2000) demonstraram
melhora na eficiéncia da contratilidade miocardica, na fracao
de ejecao, e na classe funcional segundo classificacio da
NYHA em pacientes avaliados apds 3 anos da
revasculariza¢io cirargica e submetidos a uma injecio
intramiocardica da proteina FGF. Cabe salientar que a PA e
a PDF estavam normalizados no grupo VEGF-IMCDM em
relacdo ao grupo IM-56. A observacio dos parametros
sistéemicos e da funciao do VE nos animais tratados com
VEGF 45 € submetidos 2a CDM nos presentes experimentos
sugerem que o efeito de compressao do GD no miocardio
infartado, e nio a administracao do fator angiogénico, seja o
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principal fator na melhora hemodinimica, ja que a
normalizacao da PA, DC e PDF foram verificadas no grupo
IM-CDM (independente do VEGF).

Na literatura poucos trabalhos estudaram os efeitos dos fatores angiogénicos
nos parametros hemodinadmicos sistémicos ¢ na fungdo do VE. A administragdo de
proteinas recombinantes de VEGF e FGF podem induzir hipotensdo (Hariawala et al.,
1996; Horowitz et al., 1997) por aumentarem a liberagdo da 6xido nitrico sintase (Van
Der Zee et al., 1997; Murihara et al., 1998). Este efeito hipotensor resultou na morte de
porcos com isquemia cronica miocardica que receberam injecdo intracoronariana da
proteina de VEGF 45 (Hariawala et al., 1996). Os efeitos hipotensores clinicos da
administracdo intracoronariana de FGF estdo sendo testados na Phase I (Unger et al.
2000).

Neste estudo, a op¢ao pelo uso do musculo esquelético para a aplicacdo do
VEGF¢s evita a hipotensdo, uma vez que, a administragdo ndo ¢ sistémica, ficando
restrita a sua area de atuagdo no musculo propriamente dito. Além disto, quando a
doenga coronariana ¢ difusa, o uso do GD pode ser importante na melhora do fluxo
sangiiineo, uma vez que, a circulagdo coronariana ¢ deficitaria. Somado a isto o GD tem
a vantagem de poder ser manipulado para maximizar o fluxo colateral para o coragdo e
de estar mais integro em relacdo ao miocardio que normalmente apresenta disfungdo
sistolica (Cheng et al., 1991; Lee et al., 1991) e diastélica (Capouya et al., 1993) do VE
e consequentemente alteragdes estruturais ja bem determinadas.

Unger e colaboradores (2001) em uma revisdo recente sobre as avaliagdes
experimentais do desenvolvimento do fluxo colateral afirma que o aumento dos leitos
colaterais melhora a perfusdo miocéardica, e em ultima instancia, a fun¢do do VE.
Entretanto, quantificar a fun¢do ventricular como resultado benéfico da angiogénese

pode ndo ser a melhor maneira de avaliagdo, uma vez que o processo angiogénico se
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restringe a algumas areas do miocardio. No entanto, parece que os investigadores
realizam tais medidas com o objetivo de tentar evidenciar alteracdes funcionais
sistémicas ¢ também devido a familiaridade com estas técnicas. Neste aspecto, ¢é
importante salientar que como o processo de angiogénese tende a causar alteracdes
regionais na perfusdo do VE, sua repercussdo na fung¢do ventricular nem sempre ¢
evidente, uma vez que as técnicas para avaliar a funcdo ventricular global
provavelmente ndo tem sensibilidade necessaria e adequada para acessar os efeitos da
intervengao angiogénica (Unger et al., 2001). De fato, os resultados obtidos no presente
estudo demonstram que a fungdo do VE, bem como a hemodinamica sist€émica, nao
foram eficientes em detectar os efeitos da administracao de fator angiogénico no grupo
VEGF-IMCDM,; ou seja, ndo se observaram diferengas importantes em relagao ao grupo
IM-CDM.

O fluxo sangiiineo renal também nao foi alterado no grupo VEGF-IMCDM
em relagdo aos demais grupos submetidos a CDM, estando aumentado em relacdo ao
grupo IM-56. A avaliagdo da perfusdo coronariana, no entanto, mostra que apesar do
grupo VEGF-IMCDM apresentar um aumento ndo significativo do fluxo coronariano
em relacdo aos outros grupos com CDM, o nimero de esferas no tecido miocardico
estava aumentado e a resisténcia coronariana reduzida nestes animais em relagdo ao
grupo C-CDM. Estes achados sugerem uma melhor perfusdo coronariana nos animais
tratados com uma unica dose de VEGF 45 na artéria principal do GD, provavelmente

proveniente da circulagdo colateral desenvolvida pos infarto.

4.4.2. Fluxo colateral
O crescimento de vasos no coragdo ¢ um processo intenso durante as

primeiras fases do desenvolvimento pos-natal. O comprimento e a superficie capilar

aumentam 23 vezes mais rapido que a massa cardiaca durante os primeiros 11 dias de
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vida de um rato (Olivetti et al., 1980). Aos 45 dias o crescimento de vasos cessa no
coragdo, sendo raramente observado no miocardio adulto (Rakusan, 1984). Entretanto,
em determinadas situagdes fisioldgicas como em resposta ao treinamento fisico,
exposi¢do a hipoxia ou ao frio (Hudlicka & Brown, 1992) foi demonstrada
neovasculariazacao.

A neovascularizagdo ¢ um importante processo associado ao
desenvolvimento de vasos sangiiineos colaterais que tem a fun¢do de compensar a
funcdo vascular comprometida. Vaérios fatores estdo envolvidos no crescimento de
novos vasos no coragdo adulto em situagdes patoldgicas (Folkman & Klagsbrun, 1987;
Schaper et al., 1990), e a identificacdo de tais fatores angiogénicos possibilitou o uso
destes no tratamento terapéutico. Todavia, deve-se salientar que o uso de fatores
angiogénicos em trabalhos experimentais e clinicos s6 foi possivel apos o
desenvolvimento de inimeras e sofisticadas técnicas bioquimicas, moleculares e
funcionais. A identificacdo e purificagdo do VEGF, por exemplo, ocorreu por volta dos
anos 70 e 80 (Dvorak et al., 1979; Senger et al., 1983, 1986, 1987; Connolly et al.,
1989). A aplicacdo deste fator na experimentacdo animal teve de aguardar o
desenvolvimento de técnicas que permitissem a produgdo suficiente da proteina para
administracdo e posteriormente de técnicas de biologia molecular de transfeccdo génica
deste fator (Epstein 2001). A implicacdo terapéutica de fatores de crescimento
angiogénicos foi definida pelos trabalhos pioneiros de Folkman (1971) e outros autores
ao longo das ultimas décadas. Seu trabalho evidenciou a participagdo da
neovascularizagdo no desenvolvimento tumoral, e estudos subsequentes estabeleceram o
papel de um grupo comum de fatores polipeptideos na angiogénese natural e patoldgica.
Estes fatores foram altamente conservados nos diferentes mamiferos, com mais de 92%

de similaridade nas seqiiéncias génicas que os codificam (Goldfarb, 1990). Hockel e
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colaboradores (1993) foi o primeiro investigador a propor o uso dos processos
angiogénicos no tratamento das doencas vasculares que atualmente esta sendo testada
em uma grande variedade de condi¢des isquémicas, ndo s6 no coracdo (Fujita et al.,
1988; Hirai et al., 1989; Yanagisawa-Miwa et al., 1992; Quyyumi et al., 1993) ou
membros (Chleboun et al., 1992), mas também em enxertos de pele (Khouri et al.,
1994), nervos periféricos (Cordeiro et al., 1989) e ossos (Eppley et al., 1988).

Coragdes de pacientes com angina (Fujita et al., 1997) seguido de 1AM
(Schwartz et al., 1984; Fujita et al., 1988) tipicamente apresentam grande crescimento
de vasos colaterais. A expansdo das colaterais pos IM pode melhorar a perfusdo
miocardica nas areas isquémicas, preservando a viabilidade e funcdo cardiaca (Connolly
et al., 1989). A producdo de VEGF mostrou-se significativamente aumentada in vitro
(Ferrara et al., 1992; Favard et al., 1991) e no coragdo isquémico de porcos (Banai et al.,
1994a) e ratos (Hashimoto et al., 1994), sugerindo que o VEGF ¢ um mediador natural
da neovasculariza¢do induzida pela isquemia. O possivel papel do VEGF exogeno foi
fortalecido pelo aumento de 40% no fluxo sangiiineo colateral no miocardio em caes
submetidos a inje¢des intracoronarianas de 45ug deste fator, comecando 10 dias apds o
isquemia cardiaca (Banai et al., 1994b). Dessa forma, os resultados de melhora de
perfusao coronariana no grupo VEGF-IMCDM sugerem a participagao do VEGF 45 no
aumento de fluxo colateral, ou mesmo na manutengdo da perfusdo das regides
isquémicas pos IM. Apesar da aplicagdo do VEGF s ter sido realizada no GD, existem
estudos mostrando a atuacdo angiogénica desta proteina em regides miocardicas
distantes de sua administragdo, melhorando nao s6 a isquemia regional, mas também a
funcdo dependente do endotélio e a fungdo da parede ventricular nas regides de aumento

de perfusdo coronariana (Harada et al., 1996).
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Neste estudo foi avaliado o uso do musculo GD, tratado ou nio com
VEGF¢s, na revascularizacgao indireta do miocardio infartado de ratos. Alguns trabalhos
tem pesquisado o uso de musculos esqueléticos para o tratamento de doencas
coronarianas inoperaveis em pacientes (Buckman et al., 1992; Bailey et al., 1993;
Mannion et al., 1993). Além disto, a CDM tem sido realizada principalmente em
pacientes com cardiomiopatia isquémica, sendo possivel a participagdo da
revascularizacdo indireta na melhora sintomatica e de fun¢do ventricular em alguns
destes individuos. Acreditando nessa hipotese, o aumento desta neovascularizagdo
através da utilizagdo de fatores angiogénicos, como o VEGF, poderia beneficiar ainda
mais estes pacientes.

O fluxo colateral desenvolvido entre os tecidos pé6s CDM foi avaliado em
ambos os sentido (coragdo-GD e GD-corag¢ao) nos presentes experimentos. Analisando
estes resultados podemos observar padrdes diferenciados na presenca destes fluxos nos
ratos submetidos & CDM. Enquanto, no grupo C-CDM o fluxo coragdo-GD ocorre em
71% dos animais (vs. 20% no sentido inverso), no grupo IM-CDM o fluxo GD-coragao
aparece em 100% dos ratos (vs. 29% no sentido inverso). Estes achados sugerem que o
grau de isquemia tecidual foi fundamental na determinag¢do do sentido do fluxo
colateral. Assim, o GD transposto, em uma situacdo de isquemia devido a ligadura de
pequenos vasos (Isoda et al., 1995; Georgiade et al., 1992), recebeu irrigagdo sangiiinea
via vasos formados de um corag¢@o normal no grupo C-CDM. De forma inversa, a maior
isquemia ventricular pés IM propiciou a formag¢do de vasos provenientes do GD,
provavelmente ndo tdo isquémico. No grupo VEGF-IMCDM, todos os animais
estudados apresentaram fluxo do GD-coracdo e apenas um animal (83%) ndo mostrou
fluxo no sentido inverso. Estes resultados, sugerem que a injecdo da proteina

angiogénica VEGF¢s provavelmente induz reperfusdo muscular no momento da

108



transposi¢do, favorecendo nao sé o fluxo colateral do GD-coragdo como também de
forma indireta, pela melhor perfusdo miocardica, no sentido inverso. Vineberg e
colaboradores (1955) demonstraram que o fluxo desenvolvido ap6s o procedimento de
Vineberg foi predominante no sentido do tecido cronicamente isquémico. Um
percentual menor de ocorréncia foi detectado em estudos anteriores, nos quais
aproximadamente somente metade dos animais avaliados apresentavam fluxo do GD
para o coragdo isquémico (Buckamnn et al., 1992; Bailey et al., 1993). Mannion e
colaboradores (1996), evidenciaram fluxo colateral do GD-coragdo em cinco dos oito
bodes infartados com CDM e submetidos a infusdes de FGF na artéria subclavica. Os
proprios autores destes trabalhos reconhecem que ndo existe razdo para a auséncia de
colaterais do GD para o coracdo nestes 3 bodes, uma vez que, os animais foram
submetidos aos mesmos procedimento cirlirgicos e possuiam um grande estimulo
isquémico (o miocardio infartado), sugerindo problemas durante a injecdo ou
processamento das microesferas (Bailey et al., 1993).

O fluxo colateral foi avaliado no presente trabalho pela razdo das
microesferas encontradas no coragao/ GD (fluxo GD-coragao) e no GD/coragao (fluxo
coracdo/GD). A seccdo da veia do GD e a auséncia de microesferas amarelas no tecido
renal, demonstram que esta infusdo foi realizada com eficiéncia no GD e que as esferas
ndo recircularam, passando ao tecido miocardico via novas colaterais formadas pos
CDM. Da mesma forma, a sec¢do da artéria do GD possibilitou a avaliagdo do fluxo
colateral proveniente do cora¢do para o GD no momento da infusdo das microesferas
azuis no VE. Os percentuais de fluxo colateral foram avaliados em valores absolutos e
normalizados por grama de tecido. A analise normalizada permite detectar alteragdes
que ndo podiam ser observadas em fun¢do da disparidade de massa entre os tecidos

cardiaco e do GD. Assim, a massa ventricular usualmente ultrapassava 1 grama de
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tecido, ao passo que a massa do GD apoés 56 dias de CDM estava em torno de 0,5-0,7
gramas nos animais estudados.

Mannion ¢ colaboradores tem estudado a circulagdo colateral desenvolvida
p6s CDM em animais de grande porte (Buckman et al. 1992; Bainey et al., 1993 e
Mannion et al., 1996). O calculo de fluxo colateral em ml/min baseou-se em uma
primeira injecdo de microesferas vermelhas sistemicamente, sem a oclusdo da
circulagdo do GD. Uma segunda inje¢ao de esferas azuis foi realizada na artéria do GD
e uma terceira (verdes) foi realizada sistemicamente, mas com oclusdo da circulagdo
para o GD. Este procedimento permite o calculo do fluxo colateral em ml/min em
ambos os sentidos, todavia deve-se lembrar que os vasos colaterais neoformados em
muitos casos apresentam diametros reduzidos (Rivard et al., 1999), e as microesferas ao
serem injetadas sistemicamente podem obliterar estes pequenos vasos (Unger et al.,
2001). Dessa forma, a segunda e a terceira injeg¢des realizadas pelo grupo de Mannion
podem subestimar os fluxos colaterais em ambos os sentidos, pois 0s pequenos
neovasos podem estar ocluidos pelas esferas vermelhas injetadas sistemicamente. Esta
talvez seja uma das razdes pela qual um grande percentual de animais estudados ndo
apresentavam fluxos colaterais, resultado que nem mesmo os autores do trabalho
conseguiram explicar, descartando estes da analise de dados. No presente estudo uma
unica infusdo foi realizada no sentido do fluxo colateral, ou azuis (fluxo coracao-GD)
ou amarelas (fluxo GD-corag¢ao), reduzindo o risco de perda de sensibilidade do método
em funcdo de uma obliteragdo prévia. No entanto, deve-se reconhecer que os valores
percentuais apresentados no presente trabalho sdo dificeis de transpor em termos de
unidade de fluxo sangiiineo.

O fluxo colateral do GD-cora¢ao normalizado foi maior no grupo IM-CDM

quando comparado ao grupo C-CDM (T 5x), no entanto, nio foram observadas
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diferengas no fluxo colateral do coragdo-GD. Tais achados foram anteriormente
documentados pelo grupo de Mannion em coragdes isquémicos de bodes submetidos a
CDM passiva (Buckmann et al., 1992). Este fluxo colateral foi significativamente
aumentado com a estimulacdo elétrica do GD (2 Hz) durante 6 semanas p6s-CDM
(Bailey et al., 1993).

O grupo VEGF-IMCDM apresentou um aumento significativo do fluxo
colateral avaliado em termos absolutos (T 5,5x vs IM-CDM) ou normalizados (T 8x vs
IM-CDM) em relagdo ao grupo C-CDM e IM-CDM, demostrando que uma tUnica
aplicagdo de VEGF¢s na artéria principal do GD pode aumentar a formacdo de
neovasos entre o0 GD e o miocardio isquémico. Além disso, o fluxo normalizado do
cora¢ao-GD foi maior no grupo VEGF-IMCDM em comparacao ao grupo IM-CDM,
sugerindo que a melhora de perfusdo miocardica em funcao da aplicagdo de VEGF
tenha propiciado a formagdo de neovasos também no sentido inverso. Mannion e
colaboradores (1996) evidenciaram que a aplicagdo de 80 pg de bFGF na artéria
subclavica 4 vezes ao dia durante o periodo 10-35, associado a estimulagdo elétrica do
GD a partir do 7° dia p6s CDM melhoraram a fun¢do muscular e duplicaram a formagao
de colaterais para o coragdo em relagcdo aos seus estudos anteriores (Bailey et al., 1993).

Este fluxo colateral extramiocardico observado em coragdes isquémicos
representa aproximadamente 25% em média do fluxo sangiiineo necessario para um
miocardio normal quando o GD ¢ estimulado agudo ou cronicamente (Mannion et al.,
1993 e Bailey et al.,, 1993). A importancia do fluxo colateral extramiocéardico foi
enfatizado ja ha bastante tempo (Hudson et al., 1932). White e colaboradores (1992)
concluiram que esta circulagdo extramiocardica pode contribuir com mais de 30% do
fluxo sangiiineo para a area de risco pds oclusdo corondria em situagcdes de fluxo

extramiocardico aumentado. Mannion e colaboradores, 1996 calcularam que
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aproximadamente 28% do fluxo da area de risco miocardico foi proveniente do GD,
estimulado e tratado com bFGF, em condig¢des fisioldgicas basais.

Correlagdes positivas foram obtidas no presente estudo entre o fluxo GD-
coragdo e o volume sistdlico (r=0,7) e o fluxo coronariano (r=0,7). Estes achados
sugerem que o aumento do fluxo colateral extramiocardico do GD-coragdo no grupo
VEGF-IMCDM pode estar contribuindo para a melhora da perfusdo miocardica e da
propria fungao ventricular.

Unger (2001) ao discutir os métodos experimentais de avaliacdo do fluxo
colateral conclui que o método das microesferas constitui-se no mais indicado para tais
avaliagdes e a funcdo ventricular esquerda o mais impreciso. Neste estudo foi realizada
ainda a observacdo macroscopica da interface GD-coragcdo, na qual evidenciamos
grande adesdo e pequenos vasos entre os tecidos. A andlise por imunohistoquimica para
musculo liso vascular evidencia a presenga de grande numero de vasos nas regides
adjacentes do GD e do coragdo, sugerindo que alguns possam ser vasos colaterais
extramiocardicos formados p6s CDM. O musculo GD, conforme mostram as figuras 52
e 55, apesar de aparentemente bem vascularizado apresenta desorganizagdo das fibras
musculares e infiltracdo de tecido adiposo conforme previamente documentado em
outros estudos (Ianuzzo et al., 1996; Moreira et al., 1993). Além disso, por esta analise
microscopica € possivel detectar o grande afinamento e desordenagdo da parede do VE

no animal do grupo IM-56 em relacdo ao grupo C-56 ¢ VEGF-IMCDM.

4.4.3 AlteracOes morfométricas e do tamanho do infarto do miocardio

A avaliacdo do peso ventricular absoluto e normalizado ndo mostrou
diferencas entre os ratos submetidos 8 CDM, com ou sem administragdo de VEGF ¢5. E

importante salientar que o peso ventricular e a razdo peso ventricular/peso corporal
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estavam reduzidas em relagdo ao grupo IM-56 (3 16% e 11%, respectivamente). Estes
achados sugerem que a aplicagdo do VEGFes no GD ndo desempenhe um papel
importante na reducdo da hipertrofia ventricular observada pos IM. Neste aspecto o
efeito de compressdo passiva do GD pds CDM parece ser bastante relevante, uma vez
que, os dois grupos infartados submetidos a CDM ndo apresentaram aumento de massa
ventricular em relagdo aos seus controles. A correlagdo positiva obtida entre a razdo
peso ventricular/peso corporal e a PDF (1=0.8) nos ratos estudados sugerem uma
associacdo entre a disfungdo ventricular esquerda e a hipertrofia ventricular pés 1M,
alteracdes estas que segundo os dados do presente trabalho podem ser atenuadas de
forma significativa pela CDM passiva.

A aplicagdo de VEGF;¢s no GD apesar de ndo ter alterado de forma
significativa a maior parte dos parametros hemodinamicos e morfométricos avaliados
em ratos infartados submetidos a CDM, induziu redu¢ao do tamanho do IM em relacao
aos grupo IM-56 ¢ IM-CDM. Neste aspecto, o desenvolvimento e expansdao das
colaterais podem melhorar a perfusdo miocardica em areas de isquemia pds IM, e
consequentemente a viabilidade e a fung¢do cardiaca (Connolly et al.,, 1989).
Yanagisawa-Miwa e colaboradores (1992) demonstraram que a administragao de fatores
angiogénicos imediatamente apos o IM reduzem o tamanho do infarto do miocéardio.
Recentemente, Vale e colaboradores (2000) evidenciaram que a transfeccao génica do
VEGF 45 no miocardio de pacientes com doenga coronariana induz aumento da perfusao

e reducdo das regides isquémicas do miocardio.

O fluxo colateral extramiocardico proveniente do GD
parece ter um aspecto fundamental na determinac¢io da
evolucido da area de infarto dos 14 (35%) para os 56 dias

(44%) de IM. Os resultados obtidos no presente estudo
sugerem que o fluxo GD-coracao em animais infartados
submetidos a CDM nao foi suficiente para suprir as
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necessidades das areas isquémicas decorrentes do IM.
Todavia, a aplicacao de uma unica dose de VEGF 45 no GD
aos 14 dias de IM e imediatamente antes da CDM, parece
impedir a progressao da cicatriz decorrente da morte tecidual
por isquemia. Mannion e colaboradores (1996) evidenciaram
fluxos do GD-coracao que representam 42% do obtido em
uma regido de miocardio normal em coracées infartados de
bodes submetidos a CDM e a aplicacdo de bFGF. Bailey e
colaboradores (1993) verificaram uma correlacao positiva
entre o fluxo GD-coracao e a area isquemica do miocardio, e
concluiram que o fluxo colateral desenvolvido do GD para o
miocardio foi responsavel pela limitacio da extensao do
infarto na area isquémica de risco. De fato, resultados
semelhantes foram demonstrados no presente estudo, onde
maiores valores de fluxo colateral extramiocardico do GD-
coracao foram correlacionados com menor tamanho de
infarto, sugerindo que este fluxo colateral GD-coraciao atenue
a perda de midcitos na zona isquémica.

As implicacoes da reducao do tamanho do IM na funcao
ventricular pode ser ilustrado pela correlacao positiva obtida
entre a area do infarto e a PDF (r= 0,6) anteriormente
documentada na literatura (Pfeffer et al., 1979; Sladek et al.,
1996). Além disso, as correlacoes inversas obtidas entre o
tamanho do IM e o volume sistdlico (r=0,8), bem como com o
IC, evidenciam a importancia da reduc¢ao da cicatriz pos IM
nas alteracoes sistémicas, sugerindo que a perda de massa do
VE e aumento da area do infarto estejam associados a menor

eficiéncia do VE em manter a demanda.
Baseado nos mecanismos de a¢do, a eficiéncia das terapias farmacologicas

ou mecanicas utilizadas para a melhora do fluxo colateral através do aumento da
neovascularizagdo pode ser manifestada como: a) melhora da isquemia reversivel como
resultado do aumento da perfusdo colateral; e b) melhora da fun¢ao ventricular esquerda
em razdo da melhor perfusdo das areas de ‘“hibernagdo” do coracdo (Unger, 2001).
Entretanto, cabe salientar que nem todos os estudos realizados com fatores angiogénicos

obtiveram sucesso em seus resultados. A via de administracdo, o numero de aplicagdes,
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a escolha pela proteina ou pelo gene, as variaveis analisadas, bem como eventuais
efeitos colaterais demonstram que ndo existe um consenso com relacdo a melhor forma
de utilizagdo da terapia angiogénica (Epstein et al., 2001; Conway et al., 2001; Unger
2001, Post et al. 2001).

Os estudos clinicos preliminares da Fase I e 11
(Schumacher et al., 1998; Unger et al., 2000; Lazarous et al.,
2000; Hendel et al., 2000; Kawasuji et al., 2000; Laham et al.,

2000) demonstraram que a administracio de fatores
angiogénicos ¢ viavel. No entanto, os achados sdo conflitantes
com relacio a demonstraciao dos efeitos biologicos. De fato,
experimentos bem delineados da Fase II, evidenciaram
resultados negativos (Henry et al., 1999). Em face destes
achados negativos, o entusiasmo inicial vem sendo substituido
por atitudes mais cautelosas. Sem duvida o resultado de
estudos clinicos em andamento estao sendo ansiosamente
esperados, mas parece claro que muitos estudos experimentais
terao que ser realizados antes de uma aplicacao racional e
viavel da terapia angiogénica.
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3. RESULTADOS

3.1 Alteragoes temporais do infarto do miocardio

3.1.1 Avaliagdes hemodinamicas sistémicas
Na tabela 2 e 3 sdao apresentados os valores médios das avaliagdes dos registros

de pressao arterial e de pressao ventricular esquerda. O grupo IM-14 mostrou redugao
da PAS, PAD e PAM (Figura 15) em relagao ao grupo C-14. No entanto, 14 dias de IM
ndo alteraram a FC, O DC, o VS, o IC ¢ a RVP. A PVS ¢ a contratilidade (+dP/dt ¢ -
dP/dt) ventricular estavam reduzidas apés 14 dias de IM, enquanto a PDF apresentou-
se aumentada quando comparado ao grupo C-14 (Figura 17).

O grupo IM-56 apresentou hipotensdo em relagdo ao grupo C-56, mas a FC foi
semelhante entre estes grupos conforme pode ser observado na tabela 2. A figura 15
ilustra a reducdo da PAM apresentada apos 56 dias de IM. Apos 56 dias de IM os
animais apresentavam aumento da PDF em relagdo ao grupo controle (Tabela 3 e Figura
17). A PVS foi similar entre os grupos IM-56 ¢ C-56 (mmHg). Apds 56 dias de IM
observou-se redu¢do da +dP/dt e da —dP/dt (Tabela 3).

A comparagdo dos grupos IM-14 e IM-56 demonstra que alteragdes mais severas
sdo observadas em fases mais cronicas do IM. Assim, o grupo IM-56 apresentou um
aumento da PDF em relagdo ao grupo IM-14 (Tabela 3 e Figura 17), evidenciando o
desenvolvimento de um quadro de insuficiéncia cardiaca. Além disso, o DC e o IC
estavam reduzidos apos 56 dias de IM em relacdo a 14 dias de IM (Figura 16 e Tabela

2). A hipotensdo e a reduzida contratilidade ventricular observadas aos 14 dias foram
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mantidas apds 56 dias de IM (Tabela 2 e Figura 15). Os valores de FC, PVS, VS ¢ RVP

foram similares aos 14 ¢ aos 56 dias de IM (Tabela 2 e 3).

Tabela 2— Avalia¢oes hemodinamicas sistémicas nos grupos C-
14, IM-14, C-56 e IM-56

C-14 IM-14 C-56 IM-56
PAS (mmHg) 112 +4 93 +5° 122 +4 104 £ 4
PAM (mmHg) 102+4 84+6° 114+3 98 + 3*
PAD (mmHg) 92+3 75+5° 105£3 87 £ 3*
FC (bpm) 377 £ 11 323 +20 355+ 13 345+ 13
DC (ml/min) 76,3 £ 8 72+9 62,5+ 8 49,5+ 9%
IC (ml/min/kg) 261 + 31 267 £+ 30 159 £ 25 129,5 £ 27
VS (ml) 0,19+ 0,02 0,23 £ 0,03 0,18 £0,02 0,14 £ 0,03
RVP 4,1+£0,3 4,6 £ 0,5 4,9+0,5 4,8+0,3
(mmHg/ml/min/kg)

Valores representam média £ EPM. C-14(n=6), IM-14 (n=6), C-56 (n=6) e IM-56 (n=8). PAS:
Pressao arterial sistolica; PAM: pressio arterial média; PAD: pressio arterial diastélica; FC:
freqiiéncia cardiaca; DC: débito cardiaco; IC: indice cardiaco; VS: volume sistolico; RVP:
resisténcia vascular sistémica. ¢ P<0.05 em relag¢ao ao grupo C-14; *P<0,05 em relagdo ao grupo C-
56; o P<0.05 em relacio ao grupo IM-14. (Teste: Anova duas vias)
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Figura 15— Pressao arterial média (mmHg) nos grupos C-14 (n=6),
IM-14 (n=6), C-56 (n=6) e IM-56 (n=8). ® P<(0.05 em relacdo ao grupo C-
14; *P<0,05 em relacao ao grupo C-56. (Teste: Anova duas vias)
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Figura 16— Débito Cardiaco (DC, ml/min) nos grupos C-14(n=6), IM-14 (n=6),

C-56 (n=6) e IM-56 (n=8). o P<0.05 em relagdao ao grupo IM-14. (Teste: Anova duas

vias)
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Tabela 3— Pressoes e derivadas do ventriculo esquerdo nos grupos C-14, IM-14, C-56 ¢

IM-56.

C-14 IM-14 C-56 IM-56
PVS (mmHg) 129+ 6 91 +3° 133+7 113+£9”
PDF (mmHg) -3,2+0,5 6,88 £2.,6° 0,5+1,7 15,4 £ 2%

+ dP/dt (mmHg/Seg) | 4830 + 265 3003 + 541 5420 £ 355 4191 £ 354*

-dP/dt (mmHg/Seg) 4141 £309 -2461 +415° -4553£243  -3062 + 254*

Valores representam média = EPM. C-14(n=6), IM-14 (n=6), C-56 (n=6) e IM-56 (n=8).
PVS: pressao ventricular sistolica; PDF: pressdo diastélica final do ventriculo esquerdo;
+dP/dt: derivada de contragdo do ventriculo esquerdo; -dP/dt: derivada de relaxamento
do ventriculo esquerdo. e P<0.05 em relacdo ao grupo C-14; *P<0,05 em relacdo ao

grupo C-56; o P<0.05 em relagdo ao grupo IM-14. (Teste: Anova duas vias)
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Figura 17— Pressdo diastolica final (mmHg) nos grupos C-14(n=6), IM-14
(n=6), C-56 (n=6) e IM-56 (n=8). @ P<0.05 em relacdo ao grupo C-14; *P<0,05 em

relacdo ao grupo C-56; oo P<0.05 em relagdo ao grupo IM-14. (Teste: Anova duas vias)
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3.1.2 Avaliagdes hemodinamicas regionais
Os fluxos coronariano e renal ndo se alteraram ap6s 14 dias de IM (Tabela 4,

Figuras 18). O fluxo sangiiineo para os rins estava reduzido apos 56 dias de IM em

relacdo ao grupo C-56 e IM-14 (Tabela 4, Figura 18).

Tabela 4— Fluxo sangiiineo (ml/min/g) coronariano e renal nos grupos C-14, IM-14, C-

56 ¢ IM-56.

C-14 IM-14 C-56 IM-56
Coragdo (ml/min/g) 3,29+047 3,40+031 433+0,42 3,59+0,49
Rim direito (ml/min/g) 346+0,54 349+0,6  3,85+0,44 2,47 +0,44%7
Rim esquerdo (ml/min/g) 3,81+043 4,10+£0,64 3,95+0,56 2,16+ 0,51*"
Rins (ml/min/g) 3,63+045 3,8+058  3,93+0,41 2,32+041%"

Valores representam média £ EPM. C-14(n=6), IM-14 (n=6), C-56 (n=6) e IM-56 (n=8). *P<0,05 em
relacio ao grupo C-56; co P<0.05 em relagcao ao grupo IM-14. (Teste: Anova duas vias)

% o0

Fluxo renal (ml/min/g)
w

C-14 IM-14 C-56 | IM-56
Figura 18- Fluxo renal (ml/min/g) nos grupos C-14(n=6), IM-14 (n=6), C-56
(n=6) ¢ IM-56 (n=8). *P<0,05 em relacdo ao grupo C-56; o P<0.05 em relagdo ao

grupo IM-14. (Teste: Anova duas vias)
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A tabela 5 mostra o nimero de esferas azuis nos tecidos cardiaco e renal nos
grupos C-14, IM-14,C-56 e IM-56. O IM nio alterou o numero de esferas azuis no
tecido cardiaco. No entanto, o grupo IM-56 apresentou reducio no numero de

esferas no tecido renal em relagdo ao grupo C-56 e IM-14.

Tabela 5— Numero de esferas azuis no coragdo, rim direito e rim esquerdo nos grupos

C-14, IM-14, C-56 e IM-56.

C-14 IM-14 C-56 IM-56
Coragdo 14578 £ 3419 12356 £2290 19553 + 1888 19118 £2069
Rim direito 13047 £3000 14103 £2404 15105+ 1337 11486 +1232*
Rim esquerdo 14080 £ 2132 16843 £2787 15401 £ 1825 10149 + 1482*

Valores representam média + EPM. C-14(n=6), IM-14 (n=6), C-56 (n=6) e IM-56 (n=8).

*P<0,05 em relagdo ao grupo C-56. (Teste: Anova duas vias)

Conforme pode ser observado na tabela 6 a resisténcia vascular no tecido
coronarino foi semelhante entre os grupos C-14, IM-14, C-56, e IM-56. A resisténcia

renal mostrou-se aumentada no grupo IM-56 em comparagao aos grupos C-56 e IM-56.

Tabela 6-— Resisténcias vasculares no coracdo e nos rins
(mmHg/ml/min/g) nos grupos C-14, IM-14, C-56 e IM-56.

C-14 IM-14 C-56 IM-56
Coracdo 36,7+ 4 26,6 +2.4 28,4+ 3,44 28,1 +4
Rins 30,11 239+5 31,84 £ 4 41 £ 4%

Valores representam média £ EPM. C-14(n=6), IM-14 (n=6), C-56 (n=6) ¢ IM-56 (n=8).

*P<0,05 em relagdo ao grupo C-56. (Teste: Anova duas vias)
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3.1.3 Avaliagdes morfométricas
Os animais com 14 dias de IM (268 + 8,6 g) apresentaram menor peso corporal

em relacdo aos controles (C-14: 293 + 11 g), no entanto, o peso foi semelhante entre os
grupos IM-56 e C-56 (390 = 10 vs 385 £ 9 g). O peso ventricular foi similar entre os
grupos C-14 (0,84 + 0,03 g) e IM-14 (0,85 + 0,04 g) (Figura 19). A razdo do peso
ventricular/peso corporal foi maior no grupo IM-14 (3,16 £ 0,13 mg/g) em relagdo aos
seus controles (2,86 + 0,02 mg/g) (Figura 20). Apos 56 dias de IM os animais
apresentaram hipertrofia ventricular avaliada no presente estudo pelo peso ventricular
(1,3 £ 0,04 g) e pela relagdo pv/pc (3,37 £ 0,08 mg/g) em comparagdo ao grupo C-56

(0,98 £ 0,04 ge 2,54 £ 0,09 mg/g) (Figuras 19 e 20).
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1.0 |
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Peso ventricular (g)
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0.0 C-14 IM-14 C-56 IM-56

Figura 19— Peso ventricular (g) nos grupos C-14(n=6), IM-14 (n=6), C-56 (n=6)

e IM-56 (n=8). *P<0,05 em relagdo ao grupo C-56; (Teste: Anova duas vias)
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Figura 20— Razio peso ventricular/ peso corporal (mg/g) nos grupos C-14(n=06),
IM-14 (n=6), C-56 (n=6) e IM-56 (n=8). @ P<0.05 em relag¢dao ao grupo C-14; *P<0,05

em relacdo ao grupo C-56; (Teste: Anova duas vias)

3.1.4 Avaliacdes do tamanho do infarto do miocardio

O tamanho do infarto foi avaliado pelo método da
planimetria em 4 animais. A figura 21 mostra cortes
histologicos corados com tricomico de Masson de corac¢oes
normal e infartado (14 dias de IM). A média do tamanho do

IM destes animais foi 30,2 + 1,5% do VE e a extensao do IM
foi 19,2 + 2% do VE.

Nos animais avaliados hemodinamicamente a avaliacido do area do infarto
pelo carimbo no papel milimetrado evidenciou menor area de infarto nos animais
com 14 dias de IM (35 £ 3% do VE) em relacio aos animais com 56 dias de IM (44

1+ 2% do VE) (Figura 22).
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Figura 21 — Fotografia mostrando cortes histologicos do ventriculo de coracdes
normal e infartado (14 dias de infarto do miocardio). Observe a coloragdo diferenciada

da regido infartada na parede do ventriculo esquerdo.
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Figura 22— Tamanho do infarto (% do VE) nos grupos IM-14 (n=6) e IM-56

(n=8). w0 P<0.05 em relacao ao grupo IM-14. (Teste T student)
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3.2 Efeitos da cirurgia ficticia: comparagao entre os grupos C-56 e S-
IMCDM

3.2.1 Avaliacoes hemodindmicas sistémicas

Conforme pode ser observado nas tabelas 7 e 8 ndo foram
observadas diferencas entre o grupo C-56 e o grupo S-IMCDM com
relagdo as avaliacoes de pressdo arterial e ventricular. O DC, o IC, o VS,
a RVP (Tabela 7) foram semelhantes entre os animais controles e sham
operados.

Tabela 7— Avaliagdes hemodindmicas sistémicas nos grupos C-
56 e S-IMCDM

C-56 S-IMCDM
PAS (mmHg) 122 £4 1152
PAM (mmHg) 114+3 109 +2
PAD (mmHg) 105+3 99 +3
FC (bpm) 355+ 13 325+ 18
DC (ml/min) 62,5+ 8 74+ 9
IC (ml/min/kg) 159 +£25 201 £ 16
VS (ml) 0,18 + 0,02 0,25+ 0,03
RVP (mmHg/ml/min/kg) 49+0,5 4,1 +£0,6

Valores representam média + EPM. C-56 (n=6) e S-IMCDM (n=5).
PAS: Pressiao arterial sistolica; PAM: pressao arterial média; PAD:
pressao arterial diastdolica; FC: freqiiéncia cardiaca; DC: débito
cardiaco; IC: indice cardiaco; VS: volume sistolico; RVP: resisténcia
vascular sistémica. (Teste t-student)
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Tabela 8— Pressoes e derivadas do ventriculo esquerdo nos grupos C-56 ¢ S-IMCDM.

C-56 S-IMCDM
PVS (mmHg) 133+7 113+7
PDF (mmHg) 0,5+1,7 -0.7+£0.9
+ dP/dt (mmHg/seg) 5420 + 355 5650 £ 469
-dP/dt (mmHg/seg) -4553 £ 243 -4279 + 442

Valores representam média £+ EPM. C-56 (n=6) ¢ S-IMCDM (n=5).PVS: pressao
ventricular sistolica; PDF: pressdo diastélica final do ventriculo esquerdo; +dP/dt:
derivada de contragdo do ventriculo esquerdo; -dP/dt: derivada de relaxamento do

ventriculo esquerdo. (Teste t-student)

3.2.2 Avaliac¢oes fluxos regionais
Os fluxos sangiiineos coronarianos e renal foram

semelhantes entre o grupo C-56 ¢ S-IMSCDM (Tabela 9)

Tabela 9— Fluxos sangiiineos (ml/min/g) coronariano e renais nos grupos C-56 e S-

IMCDM.
C-56 S-IMCDM
Coragao (ml/min/g) 4,33+0,42 3,68 £0,45
Rim direito (ml/min/g) 3,85+ 0,44 4,33+0,45
Rim esquerdo (ml/min/g) 3,95+ 0,56 4,34 £ 0,33
Rins (ml/min/g) 3,93 +0,41 4,33+ 0,37

Valores representam média = EPM. C-56 (n=6) e S-IMCDM (n=5). (Teste t-student)
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3.2.3 Avaliacdes morfométricas
Os pesos corporal e ventricular foram semelhantes entre os grupos C-56 e S-

IMCDM conforme pode ser observado na tabela 10.

Tabela 10— Avaliagdes morfométricas nos grupos C-56 e S-IMCDM

C-56 S-IMCDM
Peso corporal (g) 390 £ 10 379 £ 30
Peso ventriculos (g) 0,98 + 0,04 0,96 + 0,04
Peso corporal/peso ventricular (mg/g) 2,54 +0,09 2,54 £0,02

Valores representam média £ EPM. C-56 (n=6) e S-IMCDM (n=5). (Teste t-student)
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3.3 Efeitos da cirurgia ficticia: comparacao entre os grupos
IM-56 ¢ IM-SCDM
3.3.1 Avaliacdes hemodinamicas sistémicas
A tabela 11 mostra os parametros hemodinamicos
sistémicos nos grupos IM-56 ¢ IM-SCDM. O grupo IM-56 foi
semelhante ao grupo sham IM-SCDM com relacio aos
parametros hemodinamicos sistéemicos (Tabelas 11 e 12).

Tabela 11— Avaliacoes hemodinamicas sistémicas nos grupos
IM-56 ¢ IM-SCDM

IM-56 IM-SCDM
PAS (mmHg) 104 £4 1103
PAM (mmHg) 98+3 103£3
PAD (mmHg) 87+3 93+4
FC (bpm) 345+ 13 353+ 14
DC (ml/min) 49,5+ 9 69 +4
IC (ml/min/kg) 129,5 £ 27 171+ 17
VS (ml) 0,14 £0,03 0,19 £0,03
RVP (mmHg/ml/min/kg) 4,8+0,3 4,1+£0,7

Valores representam média £+ EPM. IM-56 (n=8) e IM-SCDM (n=5).
PAS: Pressiao arterial sistolica; PAM: pressao arterial média; PAD:
pressao arterial diastdlica; FC: freqiiéncia cardiaca; DC: débito
cardiaco; IC: indice cardiaco; VS: volume sistolico; RVP: resisténcia
vascular sistémica. (Teste t-student)
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Tabela 12— Pressdes e derivadas do ventriculo esquerdo nos grupos IM-56 e IM-

SCDM.

IM-56 IM-SCDM
PVS (mmHg) 113+£9 118+5
PDF (mmHg) 154+2 11,5+4,4
+ dP/dt (mmHg/seg) 4191 £ 354 4565+ 116
-dP/dt (mmHg/seg) -3062 + 254 -3337+213

Valores representam média + EPM. IM-56 (n=8) ¢ IM-SCDM (n=5). PVS: pressao
ventricular sistolica; PDF: pressdo diastélica final do ventriculo esquerdo; +dP/dt:
derivada de contragdo do ventriculo esquerdo; -dP/dt: derivada de relaxamento do
ventriculo esquerdo. (Teste t-student)

3.3.2 Avaliacdes dos fluxos regionais
Conforme monstra a tabela 13 os grupos IM-56 e IM-SCDM
apresentaram valores de fluxo sangiiineos regionais semelhantes.

Tabela 13— Fluxos sangiiineos (ml/min/g) coronariano e renais nos grupos IM-56 e IM-

SCDM.

IM-56 IM-SCDM
Cora¢ao (ml/min/g) 3,59+0,49 3,03+ 0,56
Rim direito (ml/min/g) 2,47+ 0,44 2,91 +0,35
Rim esquerdo (ml/min/g) 2,16 £ 0,51 3,03+0,19
Rins (ml/min/g) 2,32+041 2,97 +0,27

Valores representam média £ EPM. IM-56 (n=8) e IM-SCDM (n=5). (Teste t-student)

3.3.3 AvaliacOes morfométricas
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Os pesos corporal e ventricular apresentados na tabela 14 foram semelhantes

entre os grupos IM-56 e IM-SCDM.

Tabela 14— Avalia¢cdes morfométricas nos grupos IM-56 e IM-SCDM

IM-56 IM-SCDM
Peso corporal (g) 385+9 365 + 28
Peso ventricular (g) 1,3+0,04 1,15+ 0,07
Peso corporal/peso ventricular (mg/g) 3,3+£0,08 3+0,15

Valores representam média £ EPM. IM-56 (n=8) e IM-SCDM (n=5). (Teste t-student)

3.3.4 Avaliacdes do tamanho do infarto do miocérdio
A cirurgia ficticia de CDM nao alterou o tamanho do IM nos animais infartados

(44 £ 2 vs 45+ 4 % do VE nos IM-SCDM, Teste t-student).

Estes resultados demonstram que as manobras operatorias, tais
como entubacdo, ventilacdo, abertura de torax, entre outras, envolvidos
na cirurgias de IM ou de CDM ndo determinaram alteragoes
hemodinamicas, morfométricas ou do tamanho do IM nos animais
estudados. Dessa forma, os grupos sham serdo excluidos das demais
comparacgoes a fim de permitir uma melhor exposicdo dos dados.
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3.4 Efeitos da cardiomioplastia: comparagdo entre os grupos C-56, C-
CDM, IM-56 ¢ IM-CDM

3.4.1 Avaliacoes hemodindamicas sistémicas

Os ratos infartados submetidos a CDM demonstraram melhora
dos parametros hemodinamicos sistémicos em relacio ao grupo IM-56.
A hipotensdo apresentada pelo grupo IM-56 nao foi observada no
grupo IM-CDM conforme ilustra a figura 23. O grupo IM-CDM
apresentou valores semelhantes de PAS, PAD e PAM em relacao ao
grupo C-56. Os demais parametros hemodinamicos avaliados foram
semelhantes entre os grupos C-56, C-CDM, IM-56 e IM-CDM (Figura
24 e Tabela 15).

A figura 25 mostra registros originais da pressio ventricular
esquerda de ratos dos grupos C-56, C-CDM, IM-56 ¢ IM-CDM. Na
tabela 16 pode-se observar a PVS, a PDF e a dP/dt dos grupos
controles e infartados submetidos a CDM. Conforme ilustra as figuras
26 nos animais submetidos a CDM nao houve o aumento da PDF
observado nos ratos com 56 dias de IM (Tabela 16). A PVS foi
semelhante entre os grupos C-56, C-CDM, IM-56 ¢ IM-CDM (Tabela
16), no entanto, a contratilidade ventricular estava diminuida no grupo
C-CDM , IM-56 ¢ IM-CDM em relacao ao grupo C-56 (Tabela 16).

Tabela 15- Avaliacées hemodinamicas sistémicas nos grupos C-56, IM-56, C-CDM

e IM-CDM.

C-56 C-CDM IM-56 IM-CDM
PAS (mmHg) 122 +4 114+ 4 104 + 4 116 +2
PAM (mmHg) 114+3 107+ 4 98 + 3* 106 + 2
PAD (mmHg) 105+3 94+ 4 87 + 3* 95+2
FC (bpm) 355+ 13 335+ 13 345+ 13 355+9

132



DC (ml/min)
IC (ml/min/kg)
VS (ml)

RVP

(mmHg/ml/min/kg)

62,538 77,4+£5 49,5+9 76,4+ 12

159 +25 208 £ 16 129,5 £ 27 192,5 £ 36
0,18 £0,02 0,25 +0,03 0,14 +0,03 0,21 £0,03

4,9+0,5 4,104 4,8+0,3 4,5+0,8

Valores representam média + EPM. C-56 (n=6), C-CDM (n=8), IM-56
(n=8), IM-CDM (n=8). PAS: Pressao arterial sistolica; PAM: pressao
arterial média; PAD: pressao arterial diastélica; FC: freqiiéncia
cardiaca; DC: débito cardiaco; IC: indice cardiaco; VS: volume
sistolico; RVP: resisténcia vascular sistéemica. *P<0,05 em relacdo ao

grupo C-56. (Teste

140
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Pressao arterial média (mmHg)
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0

40 |

: ANOVA duas vias)
%
C-56 C-CDM IM-56 IM-CDM

Figura 23- Pressdo arterial média (mmHg) nos grupos C-56 (n=6), C-CDM

(n=8), IM-56 (n=8), IM-CDM (n=8).

ANOVA duas vias)

*P<0,05 em relagdo ao grupo C-56. (Teste:
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Figura 24— Débito cardiaco (ml/min) nos grupos C-56 (n=6), C-CDM (n=8),

IM-56 (n=8), IM-CDM (n=8). (Teste: ANOVA duas vias)

Tabela 16— Pressoes e derivadas do ventriculo esquerdo nos grupos C-56, C-CDM, IM-

56 ¢ IM-CDM.

C-56 C-CDM IM-56 IM-CDM
PVS (mmHg) 133+7 119 +7 113+9 116 +6
PDF (mmHg) 0,5+1,7 -0,4+2 15,4 + 2% 48+1,7

+ dP/dt (mmHg/seg) 5420 £ 355 3243 £328* 4191 £354* 3907 + 358*

-dP/dt (mmHg/seg) -4553 £243  -2560 £266* -3062 £ 254* -3170 £270%*

Valores representam média £ EPM. C-56 (n=6), C-CDM (n=8), IM-56 (n=8), IM-CDM
(n=8). PVS: pressdo ventricular sistolica; PDF: pressao diastolica final do ventriculo
esquerdo; +dP/dt: derivada de contra¢do do ventriculo esquerdo; -dP/dt: derivada de

relaxamento do ventriculo esquerdo. *P<0,05 em relagdo ao grupo C-56; #P<0,05 em

relacdo ao grupo IM-CDM. (Teste: ANOVA duas vias)
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Figura 25 — Registros da pressao ventricular esquerda em ratos
dos grupos C-56, C-CDM, IM-56 ¢ IM-CDM. Observe que o rato do
grupo IM-56 apresenta PDF (indicada pelos marcadores) elevada em
relacdo aos demais grupos.
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Figura 26— Pressdo diastolica final (mmHg) nos grupos C-56 (n=6), C-CDM
(n=8), IM-56 (n=8), IM-CDM (n=8). *P<0,05 em rela¢do ao grupo C-56; #P<0,05 em

rela¢do ao grupo IM-CDM. . (Teste: ANOVA duas vias)

3.4.2 Avaliacoes hemodinamicas regionais
A CDM nao alterou o fluxo coronariano dos grupos
controle (4,33 + 0,42 vs 3,15 + 0,39 ml/min/g nos C-CDM) e
infartado (3,59 + 0,49 vs 3,35 £+ 0,36 ml/min/g nos IM-CDM)

(Figura 27).
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Figura 27— Fluxo sangiiineo coronariano (ml/min/g) nos grupos C-56 (n=6), C-

CDM (n=8), IM-56 (n=8), IM-CDM (n=8). (Teste: ANOVA duas vias)
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Os animais infartados submetidos a CDM tiveram fluxos sangiiineos renais
similares aos dos grupos C-56 e C-CDM. A CDM, portanto, preveniu a redu¢do do

fluxo sangiiineo para os rins nos ratos submetidos ao IM. (Figura 28 ¢ Tabela 17).

Tabela 17- Fluxos sangiiineos renais (ml/min/g) nos grupos C-
56, C-CDM, IM-56 ¢ IM-CDM.

C-56 C-CDM IM-56 IM-CDM
Rim direito 3,85+0,44 2,78 +0,34 2,47+0,44* 3,26 +0,44
Rim esquerdo 395+£0,56 3,23+0,6 2,16 +0,51* 3,18 £0,33
Rins 3,93+0,41 3,06+0,4 2,32£0,41* 3,26+ 0,38

Valores representam média + EPM. C-56 (n=6), C-CDM (n=8), IM-56 (n=8), IM-CDM

n=8). *P<0,05 em relacdo ao grupo C-56. (Teste: ANOVA duas vias)
grup

5,00
4,50
4,00
3,50/
3,00
2,50
2,00
1,50
1,00
0,50|

fluxo renal (ml/min/g)

000 .56 C-CDM IM-56 IM-CDM
Figura 28— Fluxo sangiiineo renal médio (ml/min/g) nos grupos C-56 (n=6), C-
CDM (n=8), IM-56 (n=8), IM-CDM (n=8). *P<0,05 em relacdo ao grupo C-56. (Teste:

ANOVA duas vias)
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A tabela 18 mostra o nimero de esferas azuis nos tecidos cardiaco, renal e
muscular nos grupos C-56, C-CDM, IM-56 ¢ IM-CDM. A CDM nao alterou o nimero
de esferas azuis no tecido cardiaco nos grupos controle ou infartado. No entanto, a
reducdo no numero de esferas no tecido renal apresentada pelo grupo IM-56 em relagao

ao grupo C-56, ndo foi observada no grupo IM-CDM.

Tabela 18— Numero de esferas azuis no coracao, rim direito e
rim esquerdo nos grupos C-56, C-CDM, IM-56 ¢ IM-CDM.

C-56 C-CDM IM-56 IM-CDM
Coragdo 19553 £ 1888 12761 £1740 19118 £2069 13870 + 1409
Rim direito 15105 £ 1337 12209 £974 11486 + 1232* 15944 + 932
Rim esquerdo 15401 £ 1825 16040 + 2235 10149 + 1482* 16538 + 1825

Valores representam média + EPM. C-56 (n=6), C-CDM (n=8), IM-56 (n=8), IM-CDM

(n=8). *P<0,05 em relagdo ao grupo C-56. (Teste: ANOVA duas vias)

A CDM nio alterou a resisténcia vascular coronariana nos animais controles
(28,4 £ 3,44 vs 37,7 £ 4 mmHg/ml/min/g nos C-CDM) ou infartados (28,1 + 4 vs 30,6 +
3 mmHg/ml/min/g nos IM-CDM) (Figura 29). Conforme pode ser observado na tabela
19 a resisténcia vascular no tecido renal foi semelhante entre os grupos C-56, C-CDM,

IM-56 ¢ IM-CDM.

Tabela 19— Resisténcia vascular (mmHg/ml/min/g) renal nos grupos C-
56, IM-56, C-CDM e IM-CDM

C-56 C-CDM IM-56 IM-CDM

Rins 31,84 £ 4 43,1 +4 41 +4 33,97t 4

Valores representam média + EPM. C-56 (n=6), C-CDM (n=8), IM-56 (n=8), IM-CDM

(n=8).
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Figura 29— Resisténcia vascular coronariana (mmHg/ml/min/g) nos grupos C-

56 (n=6), C-CDM (n=8), IM-56 (n=8), IM-CDM (n=8). (Teste: ANOVA duas vias)

3.4.3 Avaliacoes morfométricas
O peso corporal foi semelhante entre os grupos C-56 (390 £+ 10 g), C-CDM (375

+ 9 g), IM-56 (385 £ 9 g) e IM-CDM (374 = 8 g). A CDM em animais normais nao
modificou o peso ventricular (0,98 + 0,04 vs 1,04 + 0,04 g nos C-CDM) nem a razao
peso corporal/peso ventricular (2,54 £+ 0,09 vs 2,77 + 0,09 mg/g nos C-CDM). O grupo
IM-CDM (1,11 £ 0,04 g) apresentou menor peso ventricular em relagdo ao grupo IM-56
(1,3 £ 0,04 g) ndo sendo observada hipertrofia ventricular em relagdo ao grupo C-56 e
C-CDM (Figura 30). A razdo peso ventricular/peso corporal confirma a menor massa
ventricular nos animais infartados submetidos a CDM (3,37 £ 0,08 vs 2,94 + 0,09 mg/g

nos IM-CDM) (Figura 31).
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Figura 30— Peso ventricular (g) nos grupos C-56 (n=6), C-CDM (n=8), IM-56
(n=8), IM-CDM (n=8). *P<0,05 em relagdo ao grupo C-56; #P<0,05 em relacdo ao

grupo IM-CDM. (Teste: ANOVA duas vias)
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Figura 31— Razdo peso ventricular/ peso corporal (mg/g) nos grupos C-56
(n=6), C-CDM (n=8), IM-56 (n=8), IM-CDM (n=8). *P<0,05 em relagdao ao grupo C-

56; #P<0,05 em relacao ao grupo IM-CDM. (Teste: ANOVA duas vias)
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3.4.4 AvaliacOes da adesdo pds-cardiomioplastia

A figura 32 mostra a CDM ao final do protocolo experimental em um animal do
grupo IM-CDM, podendo-se observar o adesdo do GD ao miocardio. A figura 33
contém uma seqiiéncia de fotos realizada durante a separagdo do GD do coragdo. E
importante notar que o musculo estava bastante aderido ao ventriculo esquerdo,

principalmente na regido do IM.

3.4.5 Avaliacdes do tamanho do infarto do miocardio

A CDM nao alterou o tamanho do infarto nos animais infartados (44 + 2 vs 45 +

3 %VE nos IM-CDM, Teste t-student).
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Figura 32- Cardiomioplastia apés 8 semanas em um rato do grupo IM-

CDM.

Coracao

Figura 33— Seqiiéncia de fotografias mostrando a separacdo do grande dorsal do

coragao ap6s 8 semanas de cardiomioplastia em um rato do grupo IM-CDM.
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3.5 Efeitos do VEGF: comparacao entre os grupos C-CDM, IM-CDM e

IMCDM-VEGF

3.5.1 Avaliacoes hemodinamicas sistémicas

A tabela 20 apresenta os parametros hemodinamicos
sistémicos nos grupos submetidos a CDM. O grupo de ratos
tratado com VEGF apresentou PAS, PAM, PAD e FC
semelhante aos demais grupos submetidos a CDM (Tabela 20,
Figura 34). O DC (Figura 35), 0 IC, 0 VS e a RVP também
foram similares entre o grupos submetidos a CDM (Tabela
20).

1

C-CDM IM-CDM IMCDM-VEGF

Figura 34- Pressao arterial média (mmHg) nos grupos C-
CDM (n=8), IM-CDM (n=8) e IMCDM-VEGF (n=5). (Teste:
ANOVA uma via)
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Tabela 20- Avaliacoes hemodinamicas sistémicas nos grupos C-CDM, IM-CDM e

IMCDM-VEGEF.

C-CDM IM-CDM IMCDM-VEGF
PAS (mmHg) 114+ 4 116 £2 110£2
PAM (mmHg) 107 £ 4 106 + 2 100 £2
PAD (mmHg) 94 +4 9512 9112
FC (bpm) 335+13 355+9 323+9
DC (ml/min) 77,415 76,4 £ 12 76 £ 10
IC (ml/min/kg) 208 £ 16 192,5 £ 36 209 +£24
VS (ml) 0,25+ 0,03 0,21 £0,03 0,27 £ 0,03
RVP 4,1+04 4,5+0,8 3,8+0,2
(mmHg/ml/min/kg)

Valores representam média £ EPM. c-CDM (n=8), IM-CDM (n=8) ¢ IMCDM-
VEGF (n=5). PAS: Pressdo arterial sistélica, PAM: pressio arterial média; PAD: pressdo

arterial diastolica; FC: freqiiéncia cardiaca; DC: débito cardiaco; IC:
indice cardiaco; VS: volume sistolico; RVP: resisténcia vascular
sistemica. *P<0,05 em relacdo ao grupo C-56. (Teste: ANOVA uma via)
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Figura 35— D¢bito cardiaco (ml/min) nos grupos C-CDM (n=8), IM-CDM

(n=8) e IMCDM-VEGF (n=5). (Teste: ANOVA uma via)
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A figura 36 mostra um registro original da pressao ventricular esquerda de
um rato do grupo IMCDM-VEGF. Conforme mostra a tabela 21 a PSV, a PDF
(Figura 37) e a contratilidade ventricular foram semelhantes entre os grupos C-

CDM, IM-CDM ¢ IMCDM-VEGF.

150.00

IMCDM-VEGF

2.19
2=2 mmHg

—10.00

Figura 36 — Registro da pressao ventricular esquerda em um rato do grupo

IMCDM-VEGEF.

Tabela 21— Pressoes e derivadas do ventriculo esquerdo nos grupos C-CDM, IM-

CDM e IMCDM-VEGTF.

C-CDM IM-CDM IMCDM-VEGF
PVS (mmHg) 119 +7 116 +6 105+7
PDF (mmHg) -0,4+2 4,8=+1,7 39+2
+ dP/dt (mmHg/seg) 3243 £ 328 3907 £ 358 4399 + 442
-dP/dt (mmHg/seg) -2560 266  -3170 £ 270 -3039 + 353

Valores representam média = EPM. C-CDM (n=8), IM-CDM (n=8) ¢ IMCDM-VEGF
(n=5). PVS: pressao ventricular sistolica; PDF: pressao diastdlica final do ventriculo
esquerdo; +dP/dt: derivada de contra¢do do ventriculo esquerdo; -dP/dt: derivada de

relaxamento do ventriculo esquerdo. (Teste: ANOVA duas vias)
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Figura 37— Pressdo diastolica final (mmHg) nos grupos C-CDM (n=8), IM-

CDM (n=8) e IMCDM-VEGF (n=5). (Teste: ANOVA uma via)

3.5.2 Avaliacoes hemodinamicas regionais

A aplicagdo de VEGF na artéria do GD nao modificou o fluxo coronariano dos

animais submetidos a CDM (C-CDM: 3,15 £ 0,39; IM-CDM: 3,35 + 0,36 ¢ IMCDM-

VEGF: 4,25 + 0,63) conforme pode ser observado na figura 38.
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Figura 38— Fluxo sangiiineo coronariano (ml/min/g) nos grupos C-CDM (n=8),

IM-CDM (n=8) e IMCDM-VEGF (n=5). (Teste: ANOVA um via)

Os ratos submetidos a CDM apresentaram fluxos sangliineos renais similares

conforme pode ser observado na tabela 22.
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Tabela 22- Fluxos sangiliineos renais (ml/min/g) nos grupos C-CDM, IM-CDM e

IMCDM-VEGEF.
C-CDM IM-CDM IMCDM-VEGF
Rim direito 2,78 £ 0,34 3,26 £ 0,44 2,92 £0,58
Rim esquerdo 3,23+ 0,6 3,18+ 0,33 3,5+04
Rins 3,06 £ 0,4 3,26 £ 0,38 3,21 £ 0,49

Valores representam média + EPM. C-CDM (n=8), IM-CDM (n=8) e IMCDM-VEGF (n=5).
(Teste: ANOVA uma via)

A tabela 23 mostra o numero de esferas azuis nos tecidos
cardiaco e renal nos grupos C-CDM, IM-CDM e IMCDM-
VEGF. O grupo tratado com VEGF apresentou maior
numero de esferas no coracio em relacao ao grupo C-CDM
(Tabela 23). Os grupos submetidos a CDM nao mostraram
diferencas no nimero de esferas azuis nos tecidos renal
(Tabela 23).

Tabela 23— Numero de esferas azuis no coragdo, rim direito e rim esquerdo nos grupos

C-CDM, IM-CDM e IM-CDM-VEGF.

C-CDM IM-CDM IMCDM-VEGF
Coragdo 12761 £ 1740 13870 + 1409 18173 + 1457+
Rim direito 12209 £974 15944 + 932 12326 + 1027
Rim esquerdo 16040 + 2235 16538 + 1825 13271 £ 1213

Valores representam média = EPM. C-CDM (n=8), IM-CDM (n=8) ¢ IMCDM-VEGF
(n=5). P<0,05 em relagdo ao grupo C-CDM. (Teste: ANOVA uma via)

A aplicacdo de VEGF nos animais submetidos a CDM
reduziu a resisténcia vascular coronariana (22,07 = 2,01
mmHg/ml/min/g) em relacdo ao grupo C-CDM (37,78 + 4
mmHg/ml/min/g) (Figura 39). O grupo IM-CDM (30,61 =3
mmHg/ml/min/g) apresentou resisténcia vascular coronariana
semelhante aos grupos C-CDM e IMCDM-VEGF.
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A resisténcia vascular renal foi semelhante entre os
grupos submetidos a CDM conforme pode ser observado na
tabela 24.

45
40
35
30
25
20
15
10
5
0 -

Resisténcia coronariana (mmHg/mi/min/g)

C-CDM IM-CDM IMCDM-VEGF

Figura 39— Resisténcia vascular coronariana (mmHg/ml/min/g) nos grupos C-
CDM (n=8), IM-CDM (n=8) e IMCDM-VEGF (n=5). 1P<0,05 em relagdo ao grupo C-

CDM. (Teste: ANOVA uma via)

Tabela 24— Resisténcia vascular renal (mmHg/ml/min/g) nos grupos C-

CDM, IM-CDM e IMCDM-VEGF
C-CDM IM-CDM VEGF-IMCDM

Rins 43,1 +4 33,97 £ 4 32+5

Valores representam média £ EPM. C-CDM (n=8), IM-CDM (n=8) ¢ IMCDM-

VEGF (n=5). (Teste: ANOVA uma via)
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3.5.3 Avaliacoes de fluxo sangiiineo colateral
O fluxo sangiiineo colateral foi avaliado no sentido do coracdo para o GD (FCO

CORACAO-GD), sendo expresso em valores negativos, € no sentido do GD para o coragao
(FCO Gp-scoracio), sendo expresso em valores positivos. A tabela 25 mostra o niimero
de animais avaliados em cada grupo com relagdo ao fluxo colateral, além do niimero e
do percentual de animais nos quais foi observado FCO coracio—ap € FCO Gp-scoracaio.
Observe que o niimero de animais avaliados com relag@o ao fluxo FCO gp_,coracio €
menor do que os avaliados no sentido contrario. Isso se deve ao fato da infusdo das
esferas amarelas na artéria principal do GD ndo ter sido efetuada com sucesso em razado
da dificuldade de acesso e de identificagdo da artéria do GD entre os varios vasos e
ramificagdes da regido braquial, fazendo com que, por vezes, as esferas amarelas
injetadas ndo atingissem o GD. Além disso, os animais que apresentaram microesferas
amarelas no tecido renal foram descartados desta avaliacao.

Nos animais normais submetidos a CDM observa-se um predominio do FCO
CORACAO—-GD, €nquanto nos animais IM-CDM observou-se o predominio no sentido
inverso FCO gp_,coracio (Tabela 25 e Figura 40). No grupo IMCDM-VEGF o fluxo
colateral foi observado em ambos os sentidos.

A tabela 26 apresenta os dados de fluxo colateral absolutos (%) e normalizados
pelo peso dos tecidos (%/g) nos animais submetidos a CDM. O FCO coracio—cp foi
semelhante entre os grupos C-CDM e MI-CDM, quando avaliado em valores absolutos
(Tabele 26, Figura 41 e 42). O grupo VEGF apresentou um aumento do FCO
CORACAO-GD €m relagdo ao grupo MI-CDM, quando avaliado em valores normalizados

(Tabela 26, Figura 42).
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Tabela 25- Percentual de ratos avaliados que desenvolveram fluxo colateral nos grupos

C-CDM, IM-CDM e IMCDM-VEGF.

C-CDM IM-CDM IMCDM-VEGF
Total de ratos avaliado FCO coracio—Gp 7 7 6
Ratos com FCO coracio-Gp 5 2 5
% ratos com FCO coracio—GD 71,4 28,6 83,3
Total de ratos avaliado FCO gp_scoracio 5 5 5
Ratos com FCO gp-scoracio 1 5 5
% ratos com FCO gp_,coracAO 20 100 100
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Figura 40- Percentual de ratos avaliados que desenvolveram fluxo colateral nos grupos

C-CDM, IM- CDM e IMCDM-VEGEF.

O FCO gp-scoracio aumentou no grupo IM-CDM em relacdo ao grupo C-CDM

quando avaliado em valores normalizados, conforme pode ser observado na Figura 42.

A aplicacdo de VEGF¢s resultou em aumento do FCO gp_coracio em relagdo aos

grupos C-CDM e MI-CDM, tanto em valores absolutos como em valores normalizados

(Tabela 26, Figura 41 e 42)
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Tabela 26- Fluxo colateral no sentido do coragdo para o grande dorsal (FCO

coraCAo-Gp) € do grande dorsal para o coragdo (FCO gpcoracio) em valores

absolutos (%) e normalizados (%/g) nos grupos C-CDM, IM-CDM e IMCDM-VEGF.

C-CDM IM-CDM  IMCDM-VEGF
FCO coracioncp (%) | -5.49+235 -3,88+2,34 29,5+ 2,66
FCO Gpcoracio (%) 0,88+ 0,89 4,43+145  24,85+1031%
FCO coracioscp (%/g) | -3,03+ 1,13 -234+144  -447+ 1,46}
FCO Gpocoracio(%/g) | 1,42+ 142 7,66 +2,34F 62,29 +23 2711

Valores representam média = EPM. 1P<0,05 em relagdo ao grupo C-CDM. {P<0,05 em
relagdo ao grupo MI-CDM. (Teste: ANOVA uma via)
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Figura 41— Fluxo colateral absoluto (%) no sentido do grande dorsal para o
coragdo (Gp-»coracio) € do coragdo para o grande dorsal (coracio—Gp) nos grupos C-
CDM, IM-CDM e IMCDM-VEGF. 1P<0,05 em relacdo ao grupo C-CDM. {P<0,05 em

rela¢do ao grupo MI-CDM. (Teste: ANOVA uma via)
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Figura 42— Fluxo colateral normalizado por grama de tecido (%/g) no sentido
do grande dorsal para o coragdo (Gp-coracio) € do coragdo para o grande dorsal
(coracio-Gp) nos grupos C-CDM, IM-CDM e IMCDM-VEGF. 7P<0,05 em relagdo ao

grupo C-CDM. {P<0,05 em relacdo ao grupo MI-CDM. (Teste: ANOVA uma via)

O fluxo colateral do grande dorsal para o coracio nos grupos submetidos a
cardiomioplastia estava positivamente correlacionado ao volume sistélico (r=0,7,
P<0,05) e ao fluxo coronariano (r=0,7, P<0,05). Dessa maneira, conforme ilustra a
figura 43, fluxos colaterais do GD-coracio maiores foram correlacionados com

maiores volumes sistolicos, bem como com maiores valores de fluxo coronariano

(Figura 44).
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Figura 43- Correlagao positiva entre o fluxo colateral
extramiocardico do GD para o cora¢ciao com o volume sistolico (ml).
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Figura 44- Correlacdo positiva entre o fluxo colateral extramiocardico do GD

para o coracdo com o fluxo coronariano (ml).

5.5.4 Avaliacio da adesao pos-cardiomioplastia

Apos 8 semanas de cardiomioplastia os animais controles
e infartados apresentavam adesio do GD ao miocardio
conforme pode ser observado nas figuras 45 e 46.
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Figura 45 — Fotografia mostrando a cardiomioplastia em um rato do grupo C-

CDM ap6s 8 semanas.

Figura 46— Fotografia mostrando a cardiomioplastia em um rato do grupo IM-

CDM apos 8 semanas.
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As figuras 47 e 48 mostram fotografias da regiao de adesdo do
GD ao miocardio em animais dos grupos C-CDM e IM-CDM,
respectivamente. Nesta regiio pode-se observar pequenos vasos
sugerindo a presenca de fluxo colateral entre estes tecidos.

Figura 47- Fotografias mostrando vasos na regido de adesdo do grande dorsal ao

miocérdio em um rato do grupo C-CDM

155



Figura 48- Fotografia mostrando vasos na regido de adesao do grande dorsal ao

miocérdio em um rato do grupo IM-CDM
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A figura 49 mostra a parede ventricular esquerda infartada apos a separacao do

grande dorsal do coragdo em um rato do grupo IM-CDM.

s ;Area infartada do VE &°

'.‘{'i

J..

Figura 49- Fotografia mostrando a parede ventricular esquerda
infartada de um rato do grupo IM-CDM apos a separacido do grande
dorsal do coracao.
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5.5.5 Imunohistoquimica

A imunohistoquimica para musculo liso vascular mostra a
presenca de vasos na parede ventricular esquerda nos ratos estudados
conforme pode ser observado nas figuras a seguir. Comparando as
figuras pode-se observar um grande afinamento da parede ventricular
esquerda no rato do grupo IM-56 (Figura 51) em relacio ao rato
controle (Figura 50) e ao rato infartado com VEGF e cardiomioplastia
(Figura 52). Observe também a desorganizacio da parede ventricular
nos animais infartados (Figura 51) em relacdo ao controle (Figura 50).

As figuras 53, 54 e 55 mostram as mesmas regioes das fotografias
anteriores porém com maior aumento. Comparando estas trés figuras
¢ possivel observar que a desorganizacio da parede ventricular
esquerda nao é tio acentuada no rato VEGF-IMCDM (Figura 55) em
relacio ao rato do grupo IM-56 (Figura 54). E importante observar o
grande numero de vasos nas regioes adjacentes do coracio e do grande
dorsal no grupo IMCDM-VEGEF (Figura 55), demonstrando um tecido
bastante vascularizado e sugerindo que alguns desses vasos possam ser
responsaveis pelo fluxo colateral observado pela técnica de
microesferas coloridas.

Figura 50— Imunohistoquimica para musculo liso vascular da
parede ventricular esquerda (VE) de um rato do grupo C-56.
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Figura 52— Imunohistoqu
vascular da parede ventricular esquerda (VE) e do grande

dorsal (D) de um rato do grupo VEGF-IMCDM
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Figura 53— Imunohistoquimica para musculo liso
vascular da parede ventricular esquerda (VE) de um rato do
grupo C-56.

" Iunohistduimica para musculo liso
vascular da parede ventricular esquerda (VE) de um rato do
grupo IM-56.
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Figura 54—
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Figura 55— Imunohistoquimica para musculo liso
vascular da parede ventricular esquerda (VE) e do grande
dorsal (GD) de um rato do grupo VEGF-IMCDM.
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3.5.5 AvaliacOes morfométricas

O peso corporal foi semelhante entre os grupos C-CDM (37519
g), IM-CDM (374 + 8 g) e IMCDM-VEGF (364 = 7 g). Os grupos
submetidos a CDM apresentaram peso ventricular (C-CDM: 1,04 *
0,04 g, IM-CDM: 1,11 £ 0,04 ¢ e IMCDM-VEGF: 1,12 £ 0,06g) (Figura
56) e razao peso corporal/peso ventricular (C-CDM: 2,77 £ 0,09 mg/g;
IM-CDM: 2,94 + 0.09 mg/g e IMCDM-VEGF: 3,02 + 0,14 mg/g)
(Figura 57) semelhantes. £ importante salientar que a hipertrofia
ventricular, avaliada pela razido do peso ventricular/peso corporal,
verificada nos animais submetidos ao IM, também nao foi observada
no grupo IMCDM-VEGF.
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Figura 56— Peso ventricular (g) nos grupos C-CDM (n=8), IM-CDM (n=8) e

IMCDM-VEGF (n=5). (Teste: ANOVA uma via)
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Figura 57— Razdo peso ventricular/ peso corporal (mg/g) nos grupos C-CDM

(n=R), IM-CDM (n=8) e IMCDM-VEGF (n=5). (Teste: ANOVA uma via)

Foi obtida uma correlacao positiva (r=0,8, P<0.05) entre a PDF e a razio
pv/pc, mostrando que maiores valores de PDF estavam correlacionados com maior

hipertrofia ventricular, avaliada pelo peso ventricular nos grupos estudados

(Figura 58).
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Figura 58- Correlagdo positiva entre a pressdo diastdlica final do ventriculo
esquerdo (PDF, mmHg) e o razio peso ventricular/peso corporal (pv/pc, mg/g).

3.5.6 Avaliacdes do tamanho do infarto do miocardio

Apesar de ndo ter alterado a maior parte dos pardmetros hemodinamicos
sistémicos e dos parametros morfométricos a aplicagdo do VEGF nos animais infartados
e submetidos a CDM reduziu o tamanho do IM no VE. O grupo IMCDM-VEGF (36 + 3
% do VE) apresentou menor tamanho de IM em relag¢do aos grupos IM-56 (44 = 2 % do

VE) e IM-CDM. (45 £ 3 % do VE) (Figura 59).
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Figura 59- Tamanho do infarto do miocérdio (% do VE) nos grupos IM-56
(n=8), IM-CDM (n=8) ¢ IMCDM-VEGF (n=5). #P<0,05 em relagdo ao grupo IM-56. j:
P<0,05 em relagao ao grupo IM-CDM. (Teste: ANOVA uma via)

Areas de infarto maiores foram correlacionados com maior PDF (r=0,6, P<0,05)

nos animais infartados (56 dias). Uma correlacdo negativa (r=0,8, P<0,05) foi obtida

entre o volume sistolico e o tamanho do infarto do miocardio, mostrando que, nos

166



animais infartados avaliados, menores volumes sistolicos foram observados em ratos
com maior area de infarto (Figura 60). Da mesma forma, uma correlagdo menor, porém
significativa foi obtida entre o indice cardiaco (r=0,6, P<0,05) e o tamanho do infarto,
no qual maiores valores de indices cardiacos foram inversamente correlacionados com

menores areas de infarto.
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Figura 60- Correlagdo inversa entre a tamanho do infarto (% do VE) e o volume

sistolico (VS, ml).

Além disso, a area do infarto foi inversamente
correlacionada com o fluxo colateral do GD-coracao (r=0,7,
P<0,05), demonstrando que o aumento de fluxo colateral
extramiocardico do GD para o corac¢iao estava correlacionado
com menor cicatriz pos IM (Figura 61).
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Figura 61- Correlacdo inversa entre a area infartada (% do VE) e o o fluxo

colateral extramiocardico entre o grande dorsal e o corag@o (fluxo CO Gp-coragio, %0)-
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5. SUMARIO DOS RESULTADOS E CONCLUSOES

No presente estudo foi estabelecido e padronizado o modelo cronico de
CDM passiva em ratos. Este procedimento foi realizado em ratos controles e infartados,
submetidos ou ndo a aplicagdo de uma dose de 25ug de VEGF165 na artéria principal
do GD.

As alteracdes induzidas pelo IM foram avaliadas aos 14 e aos 56 dias e
comparadas com os controles permitindo quantificar as modificagdes temporais dos
parametros hemodinamicos, morfométricos e do tamanho da cicatriz do infarto. Ratos
infartados (14 ou 56 dias) apresentaram: 1) hipotensao, 2) aumento da PDF e 3) redu¢ao
da derivada de relaxamento do VE. No grupo com 56 dias de IM observou-se maior
comprometimento hemodinamico dos animais evidenciado por: 1) grande aumento da
PDF (vs C-56 e vs IM-14), 2) menor débito cardiaco (vs IM-14), 3) reducao da +dP/dt
(vs C-56), 4) redugao no fluxo sangiiineo renal, 5) aumento da massa do VE e da razdo
pv/pc (vs C-56) e 6) maior tamanho de IM do VE (vs IM-14).

A CDM passiva induziu redugdo das derivadas de contracao e relaxamento
do VE nos ratos controles, com manutencao dos demais parametros avaliados. Os
animais infartados submetidos a CDM passiva (apos 14 dias de IM) quando comparados
ao grupo controle ndo apresentaram: 1) hipotensao, 2) reducdo de DC, 3) aumento da
PDF, 4) redugdo de fluxo renal e 5) aumento da massa do VE e da razdo pv/pc.

Entretanto, a CDM p6s IM nao modificou a redu¢dao de contratilidade do VE e o
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tamanho do IM observadas no grupo IM-56. Estes resultados, associados a correlagdo
positiva entre a PDF e a razdo pv/pc (r=0,8), sugerem que a CDM passiva previne

parcialmente o remodelamento e a disfung@o ventricular p6s IM em ratos.

O grupo de ratos submetidos a administraciao de uma
dose unica de 25ug de VEGF165 na artéria principal do GD
no momento da CDM (14 dias pos IM) apresentou melhora

semelhante ao grupo IM-CDM dos parametros
hemodinamicos e morfométricos em relacio ao grupo com 56
dias de infarto. O fluxo colateral extramiocardico avaliado
através do uso da técnica de microesferas coloridas nos
animais submetidos 4 CDM passiva demonstrou
predominincia do fluxo do coracio-GD no grupo C-CDM e
no sentido inverso no grupo IM-CDM. Nos animais tratados
com VEGTF o fluxo colateral foi observado em 83% dos ratos
no sentido coracao-GD e em todos os animais no sentido
inverso. O VEGF165 induziu aumento de fluxo colateral
extramiocardico do GD-corac¢ao, que pode estar associado a
uma melhora de perfusao das regioes isquémicas do
miocardio. Apesar do uso do VEGF165 no GD nao ter

induzido melhoras hemodinamicas sistémicas e
morfométricas em relacao ao grupo infartado submetido a

CDM, correlacoes positivas entre o fluxo GD-coracio e o VS
(r=0,7) e o fluxo coronariano (r=0,7), sugerem uma melhora
funcional nos ratos do grupo IMCDM-VEGF. O menor
tamanho da cicatriz do IM observado no grupo tratado com
VEGF 45 em relacao ao grupo IM-CDM e IM-56, associado a
correlacio inversa obtida entre o fluxo colateral GD-coracio e
o tamanho do IM no VE (r=0,7), reforcam a hipdtese de
melhora de perfusao das regioes isquémicas pos IM. Além
disso, correlacao positiva entre a PDF e o tamanho do IM
(r=0,7), e a correlacao inversa obtida entre o tamanho do IM e
o volume sistolico (r=0,72), sugerem que a diminui¢ao da
evolucao da cicatriz leva a um menor comprometimento
hemodinamico.
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D

2)

3)

4)

Os dados obtidos no presente trabalho permitem concluir que:
o rato pode ser usado como modelo bioldgico para a realizagdo da CDM cronica
passiva;
o IM em ratos produz (ap6s 14 dias) hipotensdo acompanhada de disfungdo do VE,
caracterizada por aumento da PDF e prejuizo da contratilidade. Essas alteragdes sdo
mais evidentes aos 56 dias de IM quando também se observa diminui¢do do DC,
aumento da massa do VE e do tamanho do infarto;
a CDM passiva previne parcialmente a disfun¢do hemodinamica e o remodelamento
do VE em ratos infartados sem, no entanto, alterar a contratilidade e o tamanho do
IM;
a aplicacdo de 25ug de VEGF¢s na artéria principal do GD induz diminui¢do do
tamanho do IM que pode estar associada ao aumento do fluxo colateral
extramiocardico do GD-coragdao observado neste grupo tratado com VEGF. Estes
resultados sugerem que o uso de fatores angiogénicos, como o VEGF 45, pode
induzir melhora da perfusao das regides isquémicas do coracao infartado, limitando
a perda tecidual, que associada ao efeito de compressao passiva do VE infartado
pelo GD pdés CDM, pode atenuar as disfungdes decorrentes de isquemias

miocardicas cronicas .
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