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RESUMO

Introducéo: A ocorréncia do infarto do miocardio destaca-se dentre as doencas
cardiovasculares sendo necessario o desenvolvimento de novas estratégias
terapéuticas. A terapia com células-tronco tem este objetivo e para testa-las é
necessario o desenvolvimento de pesquisas pré-clinicas com a utilizacdo de
modelos experimentais, que se assemelham a condi¢éo clinica. A metodologia
de inducdo a doenca tem de ser detalhada e haver o conhecimento das
caracteristicas morfofuncionais cardiacas do animal de modo a atestar a eficacia
desta nova terapia. Objetivo: Avaliar as caracteristicas morfofuncionais
cardiacas de um modelo de inducdo ao infarto do miocardio em ratos para
utilizacdo nas pesquisas em terapia celular. Metodologia: Este estudo foi
aprovado no Comité de Etica no Uso de Animais da PUCPR (N° 540). Foram
utilizados ratos Wistar, machos (4 meses de idade). Os animais foram divididos
em quatro grupos: Sadio (S) ndo submetido a procedimento cirdrgico; Cirurgia
Simulada (CS) submetido a cirurgia de indu¢éo do IAM sem oclusédo da artéria
coronaria (AC); Evolucdo Natural (EN), com oclusdo da AC e fracdo de ejecao
(FE) <40%; Injecdo Meio (IM), com oclusédo da AC e FE <40%. FE foi avaliada
sete dias apés a inducdo da lesdo. Dois dias depois, 0 grupo IM recebeu uma
injecdo de 200uL de Iscove's Modified Dulbecco’s (IMDM). 30 dias apos a
injecdo foi realizada nova avaliacdo da FE e eutanasia dos ratos. Os coracfes
foram removidos, fixados, desidratados e embebidos em parafina. As secc¢des de
cinco micrbmetros foram cortadas e coradas com hematoxilina eosina (HE) e
tricromico de Masson (TM). Resultados: A analise dos parametros
ecocardiograficos possibilitou conhecer a funcédo cardiaca em animais sadios e
como esta € influenciada apos a indugdo ao infarto do miocardio, promovendo
aumento da area do VE e reducdo na FE. Esta avaliacdo também demonstrou
gue a injecdo do meio de cultura ndo promoveu nenhuma alteracéo funcional em
relacdo aos animais do grupo EN. A avaliacdo morfolégica em HE do grupo S
permitiu a compreensao dos aspectos normais. O grupo CS demonstrou que 0
procedimento cirdrgico ndo causa alteracées morfolégicas quando comparado ao
grupo S. O TM evidenciou nos grupos S e CS marcacéo para regides distintas de
fiboras de coldgeno no tecido conjuntivo perimuscular. Nos grupos EN e IM a
coloracdo em HE demonstrou que o infarto promoveu um remodelamento
tecidual com a morte de cardiomidcitos substituicdo por tecido conjuntivo fibroso.
A coloragdo para TM revelou areas de intensa substituicdo do miocéardio por
tecido conjuntivo rico em fibras colagenas. Conclusédo: Pelas avaliacdes
morfofuncionais cardiacas conclui-se que a metodologia utilizada de inducéo ao
infarto é eficaz no desenvolvimento da doenca e a utilizacdo da injecdo de meio
de cultura ndo promove alteracbes quando comparado aos animais que nao
receberam a inje¢cdo. Demonstrando que pode-se utilizar este modelo
experimental nas pesquisas em terapia celular com o objetivo do reestabelecer a
funcdo cardiaca apoOs o infarto do miocardio e que pode-se utilizar o meio de
cultura como veiculo na administracao da terapia celular.

Palavras chave: Infarto do miocéardio, Modelo experimental, Terapia celular,

Morfologia cardiaca.



ABSTRACT

Introduction: The occurrence of myocardial infarction stands out among
cardiovascular diseases requiring the development of new therapeutic strategies.
The stem cell therapy has this purpose and to test them is necessary to develop
pre-clinical research with the use of experimental models, which resemble the
clinical condition. The methodology of inducing the disease must be detailed and
have knowledge of the cardiac morphofunctional characteristics of the animal in
order to certify the effectiveness of this new therapy. Objective: Evaluate cardiac
morphofunctional characteristics of a model to induce myocardial infarction in rats
for use in research in cell therapy. Methods: This study was approved by the
Ethics Committee on Animal Use of PUCPR (No. 540). We used male Wistar rats
(4 months old). The animals were separated into four groups: Healthy (H) not
undergo surgical procedures; Sham-operated (SH) underwent surgery induction
of AMI with no occlusion of the coronary artery (CA); Natural Evolution (NE), with
occlusion of the CA and ejection fraction (EF) <40%; Medium Injection (MI), with
occlusion of the CA and EF<40%. EF was evaluated seven days after the lesion
induction. Two days after, the group Ml received an injection of 200uL of Iscove's
Modified Dulbecco’s (IMDM). 30 days after the injection was performed new
evaluation of FE and euthanasia of rats. The hearts were removed, fixed,
dehydrated and embedded in paraffin. Five micrometer sections were sliced and
stained with hematoxylin/eosin (H&E) and Masson’s trichrome (MT). Results:
The analysis of echocardiographic parameters, allowed to know cardiac function
in healthy animals and how this is influenced after induction with myocardial
infarction, increasing the area LV and reduced EF. This evaluation also
demonstrated that injection in the culture medium did not promote any functional
alteration in relation to animals NE. The morphological evaluation of the group H
allowed the understanding of the normal aspects. The SH group demonstrated
that the surgical procedure did not cause morphological alterations when group H
compare. The MT evidenced in the groups H and SH has marking for discrete
regions of collagen fibers in the perimuscular connective tissue. In groups NE and
MI myocardial infarction proved a tissue remodeling with death of cardiomyocyte
replacement by fibrous connective tissue. The staining for MT revealed areas of
intense replacement of myocardium by connective tissue rich in collagen fibers.
Conclusion: By morphofunctional cardiac evaluations concluded that the
methodology used to induce infarction is effective in disease development and
use of injecting culture medium does not promote changes when compared to
animals that did not receive the injection. Demonstrating that can use this model
in experimental research in cell therapy with the objective of restore cardiac
function after myocardial infarction and who can use the medium as a vehicle in
the administration of cell therapy.

Key words: Acute myocardial infarction, Experimental model, Cell therapy,
Cardiac morphology.
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1 INTRODUCAO

Pesquisadores buscam por novas abordagens terapéuticas para recuperar
a funcdo de oOrgdos ou tecidos lesados. Dentre as novas tecnologias
desenvolvidas para esta recuperacdo tem-se o uso de biomateriais que se
assemelhem aos sistemas biolégicos e a 0 uso da terapia celular que procura
recuperar ou substituir o tecido que ndo desempenha mais sua funcéo
adequadamente. A terapia celular teve inicio com a transfusdo de sangue,
posteriormente o transplante de medula éssea e como a descoberta das células-
tronco (CT) a busca pela recuperacao de tecidos especificos.

O conhecimento das CT, que possuem a capacidade de se diferenciar em
tipos celulares especificos de modo a auxiliar em reparos em todo organismo
tornaram-se objeto de estudo. Presentes desde o embrido até a vida adulta seu
uso terapéutico esta em teste em diferentes 4reas como na hematologia,
endocrinologia, dermatologia, neurologia, oftalmologia, pneumologia, doencas
autoimune, ortopedia e cardiologia. Na cardiologia os ensaios in vitro e in vivo
procuram recuperar o coracao lesado. Os testes pré-clinicos utilizam modelos
animas que possuem uma fisiologia semelhante a humana possibilitando a
avaliacdo da capacidade de recuperacdo e seguranca. Um modelo muito
utilizado € o rato, a inducédo a doenca neste modelo é realizada por um estimulo
quimico ou um procedimento cirargico. No caso do infarto do miocardio o
procedimento cirdrgico se demonstra eficaz. Ha véarias descricbes de
metodologias de inducdo a doenca, sendo importante a utilizacdo de um
protocolo bem descrito com caracterizacdo funcional e morfolégica do modelo
sadio e apds o desenvolvimento da doenca. Possibilitando avaliar se a terapia

celular proporciona um efeito benéfico recuperando o coracéo.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O coracao e adoenca isquémica cardiaca

O coracado dos mamiferos funciona como duas bombas independentes
entre as quais esta interposta a circulacdo pulmonar, que devem trabalhar em
regime de fluxo constante e pressfes variaveis, pois a circulacdo pulmonar é
cinco vezes menos resistente que a circulacdo geral. O arranjo anatémico-
funcional proporciona a homeostase dos gases oxigénio e gas carbdnico e de
outras substancias. E necessaria que uma camara do coracgdo funcione num
regime de pressdo muito baixo facilitando o retorno de sangue pelo sistema
venoso, e uma camara de saida com forca suficiente para bombear o sangue de
modo a garantir a circulacdo em todo organismo. Este bombeamento ocorre pela
contracdo do musculo cardiaco. A geometria do 6rgdo que é composta por
cavidades, feixes musculares e sistema de valvas permite transferir a energia da
contracdo gerada na parede para o0 sangue contido na cavidade
(KRIEGER, 2008 p.239).

O sangue entra nos ventriculos pelas valvas atrioventriculares, a valva
mitral no lado esquerdo e a valva tricispide no lado direito. Os folhetos dessas
valvas sao sustentados pelas cordoalhas tendineas, que sédo corddes tendinosos
fortes ligados pelos muasculos papilares a superficie interna da parede
ventricular. As artérias aorta e pulmonar sao guarnecidas pelas valvas aérticas e
pulmonar, respectivamente, cada uma contendo trés valvulas semilunares. A
parede do coracdo é composta por trés camadas: o epicardio mais externo,
miocardio no meio e endocardio internamente (Figura 1). O coracao é circundado
e envolvido pelos pericardios visceral e parietal, que estdo separados pela
cavidade pericardica (RUBIN, 2006 p. 536).
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Figura 1. Desenho esquematico das trés camadas que compdem a parede do coracao.
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(a) Parte do pericardio e da parede atrial do coracao, mostrando
as divisdes do pericérdio e as camadas da parede do coragao.

Fonte: RUBIN, 2006.

A entrada e saida de sangue no coracdo é regulada pelo ciclo cardiaco,
gue se refere a um padrdo repetitivo de contracdo e relaxamento do musculo
cardiaco. A fase de contracdo denomina-se sistole e a de relaxamento diastole.
Estes termos podem ser utilizados para referendar tanto atrios quanto
ventriculos. A contracdo atrial ocorre préximo do final da diastole quando os
ventriculos estdo relaxados. Quando os ventriculos se contraem durante a
sistole, os atrios estdo relaxados. Durante o tempo em que tanto 0s atrios como
os ventriculos estdo relaxados, o retorno de sangue venoso enche os atrios. O
aumento de pressao resultante faz com que as valvulas atrioventriculares se
abram e que o sangue flua dos éatrios para os ventriculos. O ventriculo direito
bombeia o sangue para os pulmdes onde ocorrerdo trocas gasosas oxigenando
0 sangue e o ventriculo esquerdo bombeia o sangue para a aorta que sera
distribuida na circulagéo sistémica (FOX, 2007 pag. 381).

A irrigacdo no coragdo € realizada pelas artérias coronarias esquerda e

direita que se originam nos seios de Valsalva da valva adrtica, ou imediatamente
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acima deles. Nos humanos o tronco da artéria coronaria esquerda se bifurca, no
primeiro e segundo centimetro de sua origem, nas artérias descendente anterior
esquerda (DAE) e circunflexa. A artéria coronaria DAE esta situada no sulco
interventricular anterior e fornece sangue para a porcdo anterior do ventriculo
esquerdo, parte anterior do ventriculo direito adjacente e metade a dois tercos
anteriores do septo interventricular. Na regido apical, a artéria DAE alimenta os
ventriculos circunferencialmente (Figura 2) (RUBIN, 2006 p. 538).

Figura 2: Artéria coronaria direita, artéria coronaria esquerda (DAE e artéria circunflexa
esquerda).

Artéria circunflexa
esquerda

Artéria
coronaria direita

Artéria
coronaria esquerda
(DAE)

Fonte: RUBIN (20086).

O fluxo sanguineo no miocéardio ocorre de fora para dentro, ou seja, a
partir do epicéardio para o endocardio. Assim o endocardio é mais vulneravel a
isquemia quando o fluxo através de uma importante artéria coronaria é
comprometido (RUBIN, 2006 p. 538).

A cardiomiopatia isquémica € caracterizada pela obstrucdo da circulacdo
coronaria (Figura 3), e € a mais comum dentre as doencas cardiovasculares
(LOPES et al., 2009). Apresentam duas formas de lesdes, uma com perda de um
segmento especifico do miocardio e outra com multiplas areas lesionadas com
grande cicatriz na parede ventricular (KAJSTURA et al., 2008). Muitos pacientes
sobrevivem ao infarto do miocéardio, porém progridem para a disfuncéo

ventricular esquerda (GOWDAK e SCHETTERT, 2005; KRIEGER, 2008 p.481).
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No Brasil a doenca isquémica do coracéo € a segunda maior causa especifica de
Obito (DATASUS, 2011; MANSUR & FAVARATO, 2012).

Figura 3: Obstrucéo da artéria coronaria descendente anterior esquerda. Em preto a ocluséo da
artéria e em verde a zona de infarto.

Posterior

Anterior

Infarto

Fonte: RUBIN (20086).

No infarto do miocéardio ocorre uma disfuncdo que leva ao baixo débito
cardiaco, e o coracdo procura realizar alteracdes compensatérias, com variacdes
moleculares, celulares e intersticiais. Em casos mais graves ocorre o risco de
morte (MATSUBARA E ZORNOFF, 1995). Estas alteracbes procuram
reestabelecer a fungdo normal do coracdo que durante a sistole com a contracéo
dos ventriculos ejetam cerca de 60% do sangue presente no ventriculo ao final
da diastole caracterizando a fracdo de ejecéo (FE) (RUBIN, 2006 p. 538).

O infarto do miocardio provocado pela interrupcéo do fluxo sanguineo em
uma regido do musculo cardiaco tem como consequéncia a hipOxia tecidual e
necrose devido a morte dos cardiomiécitos. A falta de oxigénio na célula
compromete a fosforilagdo oxidativa mitocondrial, perdendo a producéo de ATP
(adenosina trifosfato). Na falta de ATP a via glicolitica anaerdbia é incrementada,
gerando acumulo de lactato e de ions de hidrogénio. A acidose intracelular inibe
a glicdlise quanto ao metabolismo de &cidos graxos. A deficiéncia de ATP
promove alteragdes nos sistemas de transporte de ions tanto das organelas
como da membrana celular. O trocador idnico Na'-K* ATPase ¢é inibido,
intensificando a perda de K* e incrementando os niveis de Na*. O influxo de Na,

CI' e 4gua ocasiona o intumescimento da célula.
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Ocorre ainda o aumento de Ca™" citosolico, o que induz a ativacédo de
proteases e fosfolipases que clivam o citoesqueleto. A degradacdo dos
fosfolipidios e as alteracdes no metabolismo dos acidos graxos alteram a fluidez
e a funcdo da membrana provocando um aumento da permeabilidade que
resulta na ruptura desta. Em consequéncia da liberagdo do conteddo
citoplasmatico no espaco extracelular gera uma resposta inflamatoria aguda que
vem a prejudicar as células adjacentes (KRIEGER, 2008 p.544).

Na reparacao tecidual, macrofagos, neutréfilos, fibroblastos e células
endoteliais sdo recrutados para a regido afetada por vias especificas envolvendo
citocinas, alteracdes de matriz extracelular e moléculas de adesdo (GOWDAK et
al., 2004; GOWDAK e SCHETTERT, 2005; KRIEGER, 2008 p.481; NOVOTNY et
al.,, 2008; LOPES et al., 2009). Os fibroblastos produzidos aumentam a
quantidade de colageno, o ventriculo infartado torna-se remodelado e muitas
semanas depois o miocardio é substituido por tecido fibrético de baixa
celularidade (Figura 4). Estas mudancas estruturais promovem alteracfes
funcionais como o aumento do ventriculo esquerdo, diminuicdo da FE, alteracéo
da massa e geometria cardiaca (MATSUBARA E ZORNOFF, 1995; SOUZA,
2005; PSALTIS et al., 2008).
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Figura 4: Desenvolvimento do um infarto do miocérdio em humanos: A) Miocéardio normal. B)
ApoOs 12 a 18 horas, o miocardio infartado mostra eosinofilia (coloracdo avermelhada) nos cortes
do coracao corados com hematoxilina e eosina. C) Cerca de 24 horas apés o inicio do infarto,
neutrofilos polimorfonucleares se infiltram nos miécitos necréticos na periferia do infarto. D) Ap6s
cerca de 3 semanas, porcdes periféricas do infarto sdo compostas por tecido de granulacdo com
proeminentes capilares, fibroblastos, células linféides e macréfagos. Os restos necréticos foram
em grande parte removidos dessa area e uma pequena quantidade de colageno foi depositada.
E) Depois de 3 meses ou mais, a regido infartada foi substituida por tecido de cicatrizac&o.
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Fonte: RUBIN (2006).

2.2 Células-tronco na Regeneracéo cardiaca

O melhor entendimento dos complexos processos de reparacao tecidual
permitiu o surgimento de novas estratégias terapéuticas, entre elas a terapia
celular, a qual visa evitar ou reverter a perda celular e o declinio funcional do
orgao apos o infarto do miocardio (GOWDAK e SHETTERT, 2005; NOVOTNY et
al., 2008).
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Uma grande variedade de células estd em teste, disponibilizando dados
pré-clinicos e clinicos da eficacia funcional e seguranca relacionada ao risco de
rejeicdo destas no tratamento do infarto do miocéardio, dentre as quais incluem as
células-tronco embrionarias (RUFAIHAH et al., 2010), os mioblastos esqueléticos
(ZHU et al., 2009), as células mononucleares da medula 6ssea (OBRADOVIC et
al., 2009), as células progenitoras circulantes como as progenitoras endoteliais
(RUFAIHAH et al., 2010; SENEGAGLIA et al., 2010), as células-tronco
mesenquimais (CTM) (MIN et al., 2002a; REBELATTO at al., 2008; BROFMAN
et al., 2004; ZHU et al., 2009; BERARDI, 2010; BERARDI et al.,, 2011) e as
células-tronco residentes cardiacas (DAWN et al., 2005; NOVOTNY et al., 2008;
ORTAK et al., 2008; HWANGBO et al., 2010).

Ha varios aspectos a serem elucidados com relagcdo ao melhor tipo celular
como: fonte, via de transplante, estdgio da doenca para o transplante (MOTA;
SOARES; SANTOS, 2005), modelo animal e protocolo de inducdo de infarto a
ser utilizado (SOUZA, 2005). Pesquisas utilizando as CT da medula 6ssea,
demonstraram sua eficacia na recuperacdo da funcdo cardiaca (ORLIC et al.,
2001; PIAO et al., 2005; JIANG et al., 2006; HOU et al., 2007) e comprovaram
que a injecdo das células promove a melhora da perfusdo e desempenho
contrétil do coracao (KOCHER et al., 2001; BERARDI, 2010; BERARDI et al.,
2011).

A melhora observada pode ser devido a trés fatores: diferenciacdo em
cardiomiécitos, fusdo das CT com células existentes no proprio tecido e devido
aos efeitos paracrinos sobre as células vizinhas (BREHM; STANSKE;
STRAUER, 2008; STRAUER; BRHEM; SCHANNWELL, 2008; NOVOTNY et al.,
2008). Foi demonstrado que os efeitos paracrinos sao importantes no beneficio
do transplante e resultam em um aumento da espessura da parede do ventriculo
esquerdo, reduzindo o remodelamento patolégico, promovendo a funcédo de
contratilidade ventricular em pacientes pos-infarto do miocardio (BOCCHI e
ISSA, 2003; NOVOTNY et al., 2008). Estes efeitos também podem ser
antiapoptoticos para as CT residentes ou induzir a diferenciagdo destas células

em progenitores mais comissionados. Além disso, as CT podem ser mobilizadas
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da medula 6ssea para a circulacdo e subsequentemente para o local da lesdo
(VRIJSEN et al., 2009).

Desde a primeira descricdo do uso de CT para o tratamento da doenca
cardiaca (TOMITA, et al., 1999) diferentes técnicas de isolamento foram
testadas, o numero de estudos clinicos publicados aumentou e demonstrou a
seguranca e eficacia destas células em diversas condi¢des clinicas (BREHM;
STANSKE; STRAUER, 2008; STRAUER; BRHEM; SCHANNWELL, 2008), no
Brasil estes estudos comecaram em 2002 (SCHETTERT, 2008).

Mais estudos sdo necessarios para estabelecer os verdadeiros efeitos
terapéuticos do transplante de CT na disfuncdo cardiaca, e devem avaliar a
sobrevivéncia, proliferacdo e diferenciacdo desta no local lesionado e se ha
melhoria do tecido danificado (VRIJSEN et al., 2009).

2.30 rato Wistar como modelo experimental

O Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) elaborou uma
série de principios a serem analisados na escolha do modelo experimental a ser
utilizado. Os animais selecionados devem ser de espécie, qualidade, quantidade,
facilidade no manuseio e execucdo do procedimento técnico e de custo
operacional apropriado ao estudo (MINICUCCI et al., 2007). E dever do
pesquisador proporcionar assisténcia ao animal em sua dieta e higiene, com
utilizacdo de drogas anestésicas, analgésicos e antibiéticos no periodo pés-
operatoério (COBEA, 1991).

FAGUNDES e TAHA (2004) defendem a utilizacdo dos modelos animais e
propdem a nomenclatura “modelos de animais em doencas da espécie humana”
cujos mecanismos patologicos sdo suficientemente similares aqueles de uma
doenca humana. Esta doenca pode ser tanto induzida como de ocorréncia
natural. A utilizacdo do modelo animal tem sido desenvolvida para estudo das
causas, mecanismos e terapéutica das doencas humanas, proporcionando o
conhecimento da melhor espécie a ser utilizada como modelo, a viabilidade do

procedimento, as consequéncias fiosiopatoldgicas e a eficacia terapéutica.
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O uso tradicional de algumas espécies acaba por consagrar alguns
modelos experimentais que se tornam de uso frequente, devendo ter
caracteristicas suficientes para ser semelhante ao objeto imitado e ter a
suficiente capacidade de ser manipulado sem as limitacdes do objeto imitado. A
maior limitacdo no desenvolvimento de pesquisas com utilizacdo de seres
humanos é a limitacdo ética, pois sdo necessarios uma série de requisitos de
modo a resguardar a integridade fisica e psicoemocional dos investigados, e
ainda ha as limitacbes inerentes a propria doenca. Portanto é necessaria a
utiizacdo de modelos experimentais para a investigagdo das doencas
(FAGUNDES e TAHA, 2004).

Para a realizacdo de um estudo é preciso a avaliacdo de um Comité de
Etica que normatiza os critérios da pesquisa e proporciona ao investigado todo
esclarecimento e informacao a respeito dos eventuais beneficios ou maleficios
da conduta proposta (PINHEIRO e ACRA, 2007). H4 mais de cento e cinquenta
anos os modelos animais tém sido desenvolvidos para estudo das causas,
mecanismos e terapéutica. O modelo animal de doenca foi criado para contornar
obstaculos de ordem ética e de operacionalizagdo na pesquisa dos motivos
causais de doencas em seres humanos (FAGUNDES e TAHA, 2004).

O modelo animal proporciona melhor compreensao da fisiopatologia e
desenvolvimento de novos tratamentos terapéuticos. Para o estudo da
insuficiéncia cardiaca utiliza-se modelos experimentais que simulam esta doenca
em humanos (SOUZA, 2005).

Um modelo amplamente utilizado € o rato, pois nele é possivel realizar a
inducao da disfuncéo e hipertrofia cardiaca e uma variedade de intervencgdes, de
maneira a se aproximar da condicdo clinica (GABALLA e GOLDMAN, 2002;
MINICUCCI et al., 2011).

Segundo SOUZA (2005) e MINICUCCI e colaboradores (2011) o infarto do
miocardio em ratos determinado pela oclusdo da artéria coronaria esquerda,
provoca dilatacdo do VE, e mostra similaridade com a fase de remodelacao
ventricular ap6s o infarto do miocardio em humanos na pratica clinica. Esta
melhor compreenséo da fisiopatologia da doenca proporciona o desenvolvimento

de novos tratamentos terapéuticos para a disfuncdo cardiaca. Dentre estes
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tratamentos, estd a terapia celular, que €é amplamente estudada em
experimentos utilizando o rato como modelo animal (ETZION et al., 2001; MIN et
al., 2002 ; BROFMAN, et al., 2004; SALEMI et al., 2004; DAWN et al., 2005;
GELAPE et al., 2005; TANG et al. 2005; PIAO et al. 2005; HOU et al. 2007;
WERNECK-DE-CASTRO et al., 2006; MINICUCCI et al., 2007; WANG et al.,
2008; SANTOS et al.,, 2008; PABIS et al., 2008; KRIEGER, 2008 p.130;
BERARDI et al., 2010; LOUZADA et al., 2010; BERARDI et al., 2011,
KANASHIRO-TAKEUCHI et al., 2011; MINICUCCI et al.,2011; GOVINDAN et al.,
2012; GAO et al., 2011).

A anatomia cardiaca do rato € composta por dois atrios e dois ventriculos,
separados por valvas atrioventriculares (RODRIGUES et al., 1999). Sua artéria
coronaria esquerda tem a funcdo de irrigar o VE e pode ser vista a olho nu, a
oclusdo desta artéria ocasiona o infarto. O remodelamento fisiopatoldgico
ventricular apos o infarto do miocardio em ratos é similar ao que acontece em
humanos (MINICUCCI et al., 2011). No decorrer de 21 dias ocorre o
remodelamento tecidual, iniciado pelo afinamento da parede do miocardio na
regido do infarto com distensdo muscular ocasionado pela morte dos
cardiomiécitos. O tecido necrotico é absorvido e substituido por tecido fibroso
(MINICUCCI et al., 2007). J& na &rea néo infartada do musculo cardiaco hd um
espessamento devido a hipertrofia pelo aumento de estresse de maneira a
manter a funcdo mecéanica do ventriculo (GABALLA e GOLDMAN, 2002). Este
remodelamento gera uma cicatriz, com intensa deposicdo de colageno
(GABALLA e GOLDMAN, 2002).

Além da similaridade morfofuncional ha outras vantagens em se utilizar
ratos como modelo experimental de infarto do miocéardio, dentre elas podemos
citar: a oclusdo cirurgica é facilmente realizada e ndo requer equipamentos
sofisticados; a viabilidade econémica na aquisicdo e manutencdo dos animais.
Os coragfes sdo pequenos, por isso facilitando sua total avaliacdo histologica
frente ao infarto do miocardio, e, principalmente, demonstram reprodutibilidade
dos resultados nos estudos pré-clinicos (FISHBEIN et al., 1978; MINICUCCI et
al., 2007). Consequentemente possibilita a avaliacdo da eficacia de novas
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terapias de maneira a melhorar a funcdo cardiaca (SENEGAGLIA et al., 2010,
LOUZADA et al., 2010).

As cepas de ratos mais utilizadas como modelo pré-clinico sdo a Sprague-
Dawley e a Wistar. Ha varios estudos que induzem o infarto do miocardio no rato
Wistar e utilizam a terapia celular como tentativa de promover a recuperagao do
orgéo lesado (BROFMAN, et al., 2004; SALEMI et al., 2004; WERNECK-DE-
CASTRO et al., 2006; PABIS et al., 2008; BERARDI et al., 2010; BERARDI et al.,
2011; KANASHIRO-TAKEUCHI et al., 2011; MINICUCCI et al.,2011).

2.4 Avaliacao ecocardiografica

A remodelacdo cardiaca decorrente do infarto do miocardio promove
alteracdes na composicdo, na massa, no volume e na geometria ventricular. A
presenca e a intensidade desta remodelacédo estdo diretamente associadas ao
aparecimento e a progressao da disfungao ventricular (MINICUCCI et al., 2011).

Como método de avaliacdo da gravidade do infarto do miocardio in vivo &
utilizado o exame ecocardiografico, que em virtude dos avancos tecnoldgicos
nos equipamentos de imagem ultra-sonografica permitem apresentar resolucao
espacial e temporal de modo a se obter imagens acuradas. Pode ainda
determinar o tamanho das camaras cardiacas, massa ventricular, avaliacdo
hemodinamica e quantificacdo de valvopatias. E um exame n&o invasivo e é
utilizado na maioria das investigacdes pré-clinicas nos estudos em cardiologia
em animais de laboratério (MIN et al., 2002 ; BROFMAN, et al., 2004; SALEMI et
al., 2004; DAWN et al., 2005; GELAPE et al., 2005; TANG et al. 2005; PIAO et al.
2005; HOU et al. 2007; WERNECK-DE-CASTRO et al., 2006; MINICUCCI et al.,
2007; WANG et al., 2008; SANTOS et al., 2008; PABIS et al., 2008; KRIEGER,
2008 p.130; BERARDI et al.,, 2010; BERARDI et al.,, 2011; KANASHIRO-
TAKEUCHI et al., 2011; MINICUCCI et al.,2011; GOVINDAN et al., 2012; GAO et
al., 2011).

A imagem ultra-sonogréafica tem o potencial de substituir técnicas mais

invasivas. A ecocardiografia transtoracica pode avaliar a morfologia e a funcao
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do VE, determinando o débito cardiaco o que substitui o uso de implante
cirargico de transdutores para a medida do fluxo adrtico (KRIEGER, 2008 p.130).

As ondas de ultrassom sdo vibracbes geradas mecanicamente que
induzem refracbes e compressdes alternadas de qualquer meio que atravessam.
O transdutor utilizado em coracao de rato opera em frequéncias de 5 a 12 MHz,
e guanto maior a frequéncia utilizada menor é o poder de penetracdo. Como o
rato € um animal pequeno o uso de transdutores de alta frequéncia possibilita
uma boa resolucdo temporal com capacidade de distincdo entre dois eventos no
tempo. A resolucdo temporal é determinada pelo nimero de quadros que pode
ser adquirido por segundo geralmente expresso em Hz, ndo sendo empecilho
para a obtencdo de imagem mesmo com 300 a 500 batimentos cardiacos por
minuto. As ondas de ultrassom atravessam 0s meios como um feixe,
obedecendo aos principios fisicos de reflexdo e refracdo. Quando um feixe de
ultrassom é direcionado ao coracao, propaga-se em linha reta, até encontrar a
superficie de contato entre dois meios com impedancia acustica diferentes, como
por exemplo, entre o sangue e 0 musculo cardiaco. Nesta superficie, parte do
ultrassom é refletida, voltando ao transdutor, e parte é refratada, continuando
seu trajeto em direcdo a estruturas mais profundas. As imagens cardiacas séo
formadas a partir do ultrassom refletido pelas diferentes superficies, ou ecos, e
construidas de forma que sejam mostradas as distancias percorridas pelo feixe
de ultrassom para atingir as diferentes estruturas cardiacas (KRIGER 1993,
p.131).

Os parametros ecocardiogréaficos avaliados apés infarto do miocéardio do
VE sao: frequéncia cardiaca, area e volume sistélico e diastdlico final e FE,
possibilitando a avaliacdo morfolégica e funcional do miocardio in vivo
(GOWDAK e SHETTERT, 2005; NOVOTNY et al., 2008).

Muitos pesquisadores tomam como critério a inclusdo nos estudos
somente dos animais que apresentam uma disfuncdo ventricular grave que é
caracterizada pela FE menor que 40% no exame ecocardiografico (GELAPE et
al., 2005; MINICUCCI et al., 2007; PABIS et al., 2008; SENEGAGLIA et al., 2010;
TUCCI et al., 2011). Para obtencédo das medidas dos diametros sistolico final e

diastolico final e a espessura de parede do VE utilizamos o plano paraesternal
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longitudinal pela ecocardiografia bidimensional ou pelo modo M. Essas medidas
devem ser obtidas perpendiculares ao eixo longitudinal do VE, sempre com o
auxilio do tracado eletrocardiografico. Os volumes ventriculares e a FE séo
geralmente calculados usando algoritmos baseados na geometria do VE. A FE
do VE pode ser estimada a partir dos diametros ventriculares, mas este método
possui limitagdes quando ha alteracbes da contragdo segmentar ou na geometria
do VE, sendo utilizado o método Simpson, no qual os volumes ventriculares sédo
medidos a partir de imagens de planos apicais ortogonais de quatro e duas
camaras na diastole e na sistole (KRIGER 1993, p.132).

Ha pesquisas que realizam a avaliacdo ecocardiografica pré e pés-
tratamento comparando os valores obtidos para determinar se a terapia foi
efetiva (SALEMI et al., 2004; DAWN et al., 2005; TANG et al. 2005; PIAO et al.
2005; HOU et al. 2007; WERNECK-DE-CASTRO et al., 2006; WANG et al.,
2008; KANASHIRO-TAKEUCHI et al., 2011; MINICUCCI et al.,2011) uma outra
metodologia para avaliar se a terapia proporciona beneficio € utilizar animais
com disfuncéo grave e avaliar apés tratamento se ocorre alguma melhora clinica
(BROFMAN, et al., 2004; PABIS et al., 2008; BERARDI et al., 2010; BERARDI et
al., 2011).

2.5Histopatologia

O grande desafio da terapia celular na cardiologia é criar uma estratégia
que vise minimizar a morte dos cardiomiécitos com otimizacdo do reparo
cardiaco e eventual reducdo do remodelamento cardiaco apds infarto do
miocardio. O processo de remodelamento foi descrito por meio de estudos
histoldgicos, apés a oclusdo da artéria corondria ha a formacédo de edema, morte
celular pela privacdo de oxigénio e nutrientes, gerando hipertrofia do musculo
restante, as vias de sinalizacdo comandam a resposta inflamatoria que busca
reorganizar o tecido e entéo inicia a substituicdo do tecido necrosado por tecido
fibroso (ZORNOFF e SPADARO, 1997; VILAHUR et al. 2011). Estas alteracdes
histopatologicas caracterizaram o infarto do miocardio, apresentando dilatacao e

reducdo da espessura da parede livre do VE, com intensa deposicdo de
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coldgeno. O colageno € uma glicoproteina com tripla-hélice, rica em glicina e
prolina, principal componente da matriz extracelular e dos tecidos conjuntivos
que auxilia na resisténcia do tecido fibroso que substituiu os cardiomidcitos
(LODISH et al., 2005).

Os mecanismos de morte celular e substituicdo por novas células foram
compreendidos por meio da avaliagdo histolégica. Esta se desenvolveu muito
com o uso de coloracdes e de anticorpos que possibilitaram identificar todos os
acontecimentos ocasionado pela isquemia no coracao.

Este melhor entendimento dos complexos processos de reparagéo
tecidual (GOWDAK e SHETTERT, 2005; NOVOTNY et al., 2008) sugerem que
uma das contribuicbes das CT no reparo cardiaco seria também por meio dos
efeitos paracrinos associados a fatores de crescimento contribuindo com a
regeneracao tecidual (FORMIGA 2010).

E muito importante conhecer o funcionamento de um organismo saudavel
para entdo entender os mecanismos de acdo da doenca como o infarto do
miocardio e como combate-la. Ao utilizarmos modelos experimentais na busca
destes resultados faz-se necessario comprovar se a metodologia de inducao a
doenca é mesmo adequada para as pesquisas propostas isto € proporcionado
pelo conhecimento de sua anatomia e fisiologia. Na area da terapia celular estdo
em desenvolvimento pesquisas pré-clinicas e clinicas sendo importante avaliar
as metodologias propostas e a maneira de administracdo destas células
possibilitando determinar se ocorreu melhora apoés tratamento caracterizado

pelos resultados funcionais e histologicos obtidos.
3 OBJETIVO

Avaliar as caracteristicas morfofuncionais cardiacas de um modelo de

inducé&o ao infarto do miocardio para utilizacdo nas pesquisas em terapia celular.

4 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Mensurar a funcdo cardiaca por parametros ecocardiograficos.
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Avaliar a morfologia do miocardio do VE sadio, apds procedimento
cirirgico que simula a inducdo ao infarto do miocéardio, apds a realizacdo do

infarto do miocardio e apos receber injecado de meio de cultura.
5 METODOLOGIA

Este estudo possui aprovagdo do Comité de Etica em Uso de Animais da
Pontificia Universidade Catodlica do Parana (CEUA-PUCPR) sob o parecer
namero 540/2010 (Anexo 10.1, 10.2 e 10.3).

A manipulacdo dos animais seguiu as diretrizes postuladas pelo Colégio
Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA,1991) e a Lei n° 11.794 de 2008
(PRESIDENCIA DA REPUBLICA, 2011) quanto & criacdo e ao uso de animais
para atividade de ensino e pesquisa.

Os animais foram provenientes do Biotério da Pontificia Universidade
Catédlica do Parana. Estes foram alocados em gaiolas com no maximo cinco
individuos e mantidos em condi¢cdes padrbes de climatizacdo e com periodos
claro-escuro de 12 horas durante toda a duracdo do experimento. Foi fornecida
agua ad libitum e racdo padronizada (Nuvital®, Colombo) para a espécie. A
higiene das gaiolas foi realizada de acordo com os padrdes estabelecidos pelo
Biotério da PUCPR. A identificacdo dos animais foi realizada por marcacao
caudal com caneta de retroprojetor na cor azul (Pilot, Sdo Paulo) e reforcada
conforme a necessidade.

Os procedimentos cirargicos, avaliagdo ecocardiografica e eutanasia
foram realizados no Laboratério de Técnica Operatoéria e Cirurgia Experimental
da PUCPR. O processamento histolégico foi realizado no Laboratorio de
Anatomia Patolégica na Pesquisa Clinica e Experimental da PUCPR. A avaliagao
histoldgica foi realizada no Laboratorio Experimental de Cultivo Celular da
PUCPR.

5.1 Desenho do estudo

Foram utilizados 145 ratos (Rattus novergicus) machos, da linhagem

Wistar com 4 meses de idade, com a intengcéo de se obter um niamero minimo ao
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final do estudo de 40 ratos sendo 10 animais por grupo de estudo. O
procedimento de indugdo ao infarto nem sempre € eficaz, podendo ocorrer alta
mortalidade durante o procedimento cirdrgico ou no pds-operatorio devido a
disfuncéo cardiaca. Ha ainda os animais que ndo desenvolvem a miocardiopatia
que é caracterizada pela avaliacdo ecocardiografica com FE inferior a 40%.
Estes animais foram excluidos do estudo e submetidos a eutandsia seguindo o

protocolo padrédo descrito a seguir. A Figura 5 mostra o organograma do estudo.

Figura 5: Delineamento das etapas e grupos do estudo.

Ratos Wistar
4 meses de idade/machos

s

Simulagdo da
indugdo ao infarto
do miocardio

Indugdo ao infarto
do miocardio

12 Ecocardiografia
7 dias ap6s procedimento
cirargico

|

23 Ecocardiografia
30 dias apos a injegao de
meio e eutandsia

Avaliagao histologica

- J

Fonte: a autora.

5.2 Grupos de estudo

Foram delimitados quatro grupos de estudo: Animais Sadios (S), Cirurgia
Simulada (CS), Evolucédo Natural (EN) e Injecdo de Meio (IM).
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O grupo S teve o intuito de caracterizar a funcdo cardiaca e a morfologia
do 6rgdo saudavel, sem a presenca da doenca ou submissdo a procedimento
cirdrgico.

No grupo CS os animais passaram por simulacdo do procedimento
cirargico de inducdo ao infarto do miocéardio, mas sem a oclusdo da artéria
coronéaria demonstrando se o procedimento causa alguma alteracao funcional ou
morfologica.

No grupo EN os animais foram submetidos ao procedimento de inducéo
ao infarto do miocardio. Os individuos que ndo apresentaram FE inferior a 40%
na primeira avaliacdo ecocardiografica do VE, o que caracteriza a disfuncéo
ventricular grave, foram excluidos do estudo.

O grupo IM os animais com disfuncéo ventricular grave foram submetidos
a simulacdo do tratamento terapéutico com injecdo “meio de cultura”, este é
utilizado para nutrir as células em cultura in vitro sendo um “veiculo” adequado

para a administracdo da terapia celular.

5.3 Pesagem dos animais

Todos os ratos foram pesados com a balanca eletrbnica de precisao
Toledo modelo 9094C/4 (Toledo®, Sdo Paulo) no primeiro e no ultimo dia do
estudo, para a avaliagdo do ganho e/ou perda de peso e célculo das dosagens

dos anestésicos e medicamentos utilizados.

5.4 Inducédo ao infarto do miocéardio

A inducdo ao infarto do miocardio seguiu o protocolo descrito por
WERNECK-DE-CASTRO e colaboradores (2006) com algumas adaptacdes. Os
ratos foram pré-medicados 5 minutos antes da cirurgia com a administracao
intramuscular de atropina (Atropion®, Ariston, Sao Paulo) 0,04mg/kg e
meperidina (Petinan®, BioChimico®, Rio de Janeiro) 10mg/kg. Os ratos foram
induzidos e mantidos anestesiados com Halotano (Tanohalo, Cristalia, Itapira-
SP). A inducéo anestésica foi realizada com auxilio de uma camera de inducao

anestésica (Chiarorn, Brasil) com ~4% de Halotano (Figura 6).
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A técnica cirdrgica aplicada utilizou materiais esterilizados, os ratos
tiveram seus pelos removidos do sitio cirdrgico com o auxilio do aparelho de
tricotomia com lamina n°40. Apos preparacao, o rato foi posicionado em decubito
dorsal, com os membros anteriores fixados com esparadrapo. Sendo entdo
realizada a antissepsia com auxilio de &lcool 70% (Companhia Nacional de
Alcool Piracicaba-SP) e clorexidina 2% (Riohex® 0,5%, Rioquimica, S0 José do
Rio Preto-SP). Nova dose de anestésico foi administrada por mascara facial
contendo algoddo embebido em Halotano ~4%, conforme a necessidade e com
respiracdo espontanea (Figura 7). Foi realizada uma incisdo na pele na regido do
5° espaco intercostal. Os musculos peitoral e grande dorsal foram separados e
uma sutura continua com fio de algodao (Mapfios, Sdo José dos Pinhais) que foi
preparada envolvendo estes musculos para realizacdo da toracorrafia
imediatamente apds a oclusdo da artéria coronaria, conforme figura 8. Em
seguida, foi realizada a toracotomia lateral esquerda da regido do quarto ou
quinto espaco intercostal com auxilio de uma pinca de Crile de 16 cm (Figura 9).
O espaco intercostal foi escolhido de acordo com a visualizacdo da maior
intensidade do batimento cardiaco. Neste local foi realizada a toracotomia e a
compressédo do gradil costal direito rompendo o pericardio e luxando o coragao
para fora do gradil costal. Neste momento o animal passou a receber ventilacao
controlada com auxilio de um respirador nasal, conforme figura 10. Ap6s o
coracao ser exteriorizado, a artéria coronaria esquerda foi identificada e ligada
aproximadamente 2 mm de sua origem, entre o sulco da artéria pulmonar e a
auricula atrial esquerda utilizando um fio de seda 4.0 (Shalon® Suturas, Séo
Luis de Montes Belos-GO) (Figura 11). ApoOs oclusdo da coronéria o coracao foi
imediatamente reposicionado para dentro da cavidade toracica e a sutura
previamente preparada foi ligada (Figura 12).

Durante a cirurgia e no periodo de recuperacao, os ratos foram mantidos
em mesa aquecedora (Master Digital SA300, Ch@mpion/Eletronics, Franca) a
37°C. Na recuperagdo o0s ratos receberam suporte ventilatorio e massagem
toracica externa quando necessario. Também foi administrado conforme

necessidade medicacdes de emergéncia, tais como adrenalina, furosemida e
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aminofilina na tentativa de restaurar a funcé@o cardiorrespiratéria em decorréncia
dos efeitos deletérios apos infarto.

ApOs a recuperacdo da anestesia foi fornecido agua e racdo. As
medicacfes poés-cirurgicas incluiram a administracdo de enrofloxacina 10mg/kg
(Floxiclin, Biofarm, Jaboticabal-SP) pela via intramuscular e flunixim meglumine
2,5mg/kg (Megluminato de Flunixina, Flunixina, Uzinas Chimicas Brasileiras,

Jaboticabal, SP) por via subcutanea por dois dias a cada 12 horas.

Figura 6: Indugéo anestésica por via inalatéria em campanula com algodéo embebido em
Halotano.

Fonte: a autora.
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Figura 7: Manutengdo anestésica por administracdo de mascara facial contendo algodéo
embebido em Halotano.

Fonte: a autora.

Figura 8: Sutura em bolsa com fio de algodéo n°10.

Fonte: a autora.
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Figura 9: Visualizacéo da toracotomia lateral esquerda para exposi¢éo cardiaca.

Fonte: a autora.

Figura 10: Ventilagdo pulmonar manual.

Fonte: a autora.
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Figura 11: Ocluséo da artéria coronaria descendente anterior. A seta indica a artéria.

Fonte: a autora.

Figura 12: Toracorrafia.

Fonte: a autora.
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5.5 Avaliacédo ecocardiografica

O calendario do estudo foi elaborado em relacdo ao grupo IM, sendo a
primeira avaliacdo ecocardiogréfica realizada no sétimo dia pds-leséo
miocéardica, a injecdo de meio foi dois dias ap0s a primeira ecocardiografia e a
segunda avaliacdo no 30° dia ap0s a injecdo de meio, ambas as avaliacdes
ecocardiograficas seguiram a mesma metodologia. Este calendario foi transposto
a todos os grupos do estudo.

No sétimo dia ap0s a inducéo ao infarto os ratos foram anestesiados com
a administracdo de cetamina (50mg/kg) associada a xilazina (5mg/kg) (Kensol®,
Kdnig, Santana de Parnaiba-SP) por via intramuscular. Apés remocéao dos pelos
da regido toracica esquerda, os animais foram posicionados em decubito dorsal,
em canaleta especialmente projetada, a qual permite leve rotacdo lateral
esquerda para a realizacdo do exame. Foram conectados nos membros 0s
eletrodos pediatricos (Maxicor®, Pinhais-PR) conforme padréo para monitoracao
da frequéncia cardiaca e obtencédo do tracado eletrocardiografico (Figura 13).

Foi realizada uma ecocardiografia transtoracica bidimensional com o
equipamento Sonos 5500 (Hewlett Packard, USA) utilizando um transdutor
multifrequencial (linear 15L67-15mHz) especifico para pequenos animais, o qual
foi posicionado na porgéo antero-lateral esquerda da parede toracica (Figura 14).

Foram obtidas imagens no corte paraexternal longitudinal, no qual se
visibilizavam o atrio esquerdo, a valva mitral, o VE, a valva adrtica e a aorta
(Figura 15 e 16). Foram analisados os parametros: area diastdlica e sistdlica final
e FE do VE. Com a mensuracao da area foi calculado o volume e a FE utilizando
o método de Simpson. O calculo para determinacdo da FE utiliza os valores de
(VDF-VSF/VDF)x100. Todas as medidas foram obtidas em trés ciclos cardiacos
por um Unico observador e posteriormente calculadas suas médias. As imagens
foram gravadas em fita VHS e em disco Optico.

Nos grupos EN e IM foram excluidos do estudo o0s animais que
apresentaram FE maior que 40%, o0 que ndo caracteriza a disfuncao ventricular

grave.
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Figura 13: Monitoramento cardiaco.

Fonte: a autora.

Figura 14: Avaliagdo ecocardiogréfica.

Fonte: a autora.
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Figura 15: Corte paraesternal longitudinal do coragao.

Fonte: a autora.

Figura 16: Desenho esquematico das regides do coragéo visualizadas durante a ecocardiografia.
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-

Fonte: a autora.
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5.6 Injecdo de meio de cultura

Os ratos receberam medicacdo pré-anestésica atropina (0,04mg/kg)
associada a meperidina (10mg/kg) por via intramuscular e Cetamina (12,5mg/kg)
associado ao Diazepam 0,5% (Teuto, Andpolis) (1,25 mg/kg) por via
intraperitonial.

A inducao anestésica foi realizada com auxilio de uma camera de inducao
anestésica (Chiarorn, Brasil) com ~4% de Halotano. A vaporizacdo do anestésico
inalatorio foi ajustada conforme necessario para manter um plano cirargico de
anestesia. Entdo foi administrado por via oral Cloridrato de Bupivacaina com
Epinefrina (Neocaina Cristalia, Sdo Paulo) para facilitar a obtencdo das vias
aéreas por meio de intubacdo orotraqueal (Figura 17) com cateter intravenoso
periférico numero 16 (BD Angiocath™, Juiz de Fora) que foi conectado ao
sistema de ventilagcdo mecéanica controlada (HAVARD®, Inc., respirador modelo
683, Massachusetts, USA). Ajustado a uma frequéncia respiratoria de 60
movimentos por minuto e um volume inspiratério de 2,5mL.

Entdo o rato foi posicionado em decubito dorsal com os membros
anteriores fixados com esparadrapo e realizou-se a antissepsia da regiao
conforme descrito previamente. Foi realizada uma incisdo na pele sobre o
esterno, desde o processo xifoide até a altura da 4° espaco intercostal. O esterno
foi cortado medialmente com auxilio de uma tesoura 10cm (Figura 18). Com o
auxilio de um afastador autostatico (Quinelato, Rio Claro) e uma pinca Kelly
(Quinelato, Rio Claro) prende-se a musculatura toracica possibilitando a
visualizacdo do coracdo no mediastino. Utilizou-se uma haste flexivel com
algodao (Cotonetes® da Johnson & Johnson, Sao Paulo) estéril para romper e
afastar o pericardio e de aderir o coracdo da musculatura toracica quando
necessario. ApoOs a identificacdo visual da area infartada observada pela
presenca da area palida no miocérdio, foi realizada uma injecdo com 200 pL de
meio Iscove's Modified Dulbecco’s (IMDM) (Gibco — Invitrogen, Grand Island —
NY - USA), por meio de uma seringa com capacidade de 1mL com agulha
0,45x13 (Advantive, Masif Artigos Médicos e Hospitalares, Curitiba - PR) na
regido de transicdo entre o tecido integro e o lesionado, conforme Figura 19.

Apés a injecdo, as bordas do osso esterno foram aproximadas e fechadas
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através de uma sutura continua simples com fio monofilamentar de nylon 4-0
(Shalon® Suturas, Sdo Luis de Montes Belos-GO). A pele foi suturada com
pontos isolados simples com fio de nylon 4-0. Apds o retorno da respiracao
espontanea o animal foi desconectado do sistema de ventilacdo mecéanica e
removido o cateter. Os cuidados na recuperagcdo dos animais foram similares

aos descritos na metodologia de indugao ao infarto.

Figura 17: Obtencao da via aérea por meio de intubagao orotraqueal.

—

Fonte: a autora.
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Figura 18: Toracotomia mediana.

Fonte: a autora.

Figura 19: Inje¢do de meio na area de transicao entre o tecido lesionado e sadio.
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Fonte: a autora.
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5.7 Eutanasia

ApOs a realizacdo da segunda avaliagdo ecocardiografica os animais
foram submetidos a eutanasia.

Os ratos foram eutanasiados de forma individual e sem a presenca de
outros animais. A eutanasia foi realizada por overdose anestésica com a
administracdo de Cetamina 240mg/kg associada a Xilazina 30 mg/Kg por via
intramuscular. Apés anestesia profunda os ratos foram alocados em uma camara
de inducdo anestésica com halotano ~4%. A parada cardiocerebrorrespiratoria
foi diagnosticada por meio de auscultacdo cardiorrespiratoria verificando a
auséncia de batimentos cardiacos e movimentos respiratorios, também foi
avaliado a perda total dos reflexos protetores, tais como: palpebral, corneano e
podal (pincar a falange).

Em seguida, foi realizada a necropsia realizando uma toracotomia
mediana (Figura 20) para a remocao do coragcdo. Apds remogdo o mesmo foi
lavado com solucéo fisiologica de Cloreto de Sédio 0,9% (Irriguefisio, Segmenta,

Ribeirdo Preto-SP) para a remocéo do excesso de sangue.

Figura 20: Toracotomia mediana para retirada do coracéo.

Fonte: a autora.

45



5.8 Fixacao e procedimentos histotécnicos

Apoés a remocdao e lavagem o coracéo foi fixado em formalina 10% (Biotec,
Labmaster, Pinhais-PR) por 24 horas (Figura 21). Apés a fixacdo, o coracao foi
clivado em quatro fragmentos por cortes paralelos da base ao apice (Figura 22) e
acondicionado em cassete para processamento histolégico (Figura 23). A
desidratacdo e emblocagem foram realizadas pelo Laboratério de Patologia
Experimental da PUCPR. O processamento foi realizado no histotécnico (Leica
TP1020). Isto é feito em dois estagios: 1° Substituicdo da agua por alcool etilico
(Merck, Darmstadt-Alemanha) - passando o tecido em solucbes de na
concentracdo 70%, 80% e 90%. 2° Clarificacdo ou Diafanizacao, substituicdo do
alcool por um solvente de parafina miscivel com o alcool. Utilizamos o Xilol (F.
Maia Industria e Comércio, Cotia-SP) e o tecido foi submetido a trés banhos até
gue o alcool foi substituido por este.

A amostra impregnada por xilol foi submetida a trés trocas de parafina
(Biotec, Pinhais) liquida aquecida a 65°C. O tecido logo ficou inteiramente
saturado com parafina, sendo que, a parafina liquida passa a ocupar todos os
espacos do tecido, que antes continha agua. A parafina endurece a medida que
esfria, onde monta-se o bloco de parafina (inclusao) (Figura 24), para que possa
ser cortado em fatias delgadas. Os banhos sdo sucessivos com duracdo de uma
hora cada, totalizando 12 horas de processamento. A inclusdao do bloco de
parafina utilizou o Inclusor Leica EG1160.
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Figura 21: Fixacdo do 6rgdo em formalina 10%.

Fonte: a autora.

Figura 22: Clivagem da amostra em quatros fragmentos paralelos apés a fixacéo.

Fonte: a autora.
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Figura 23: Acondicionamento da amostra em cassete para processamento histolégico.

Fonte: a autora.

Figura 24: Bloco em parafina contendo a amostra.

Fonte: a autora.
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5.9 Coloracdo em hematoxilina e eosina

Apé6s a inclusdo os blocos passaram por microtomia realizada no
microtomo Leica RM2145. Os cortes histolégicos com espessura entre 4 e 5
micras foram “esticados” em banho histologico (Leica) contendo agua a
aproximadamente 50°C e retirados do banho com lamina silanizada
(ImmunoSlide, Easy Path, S&o Paulo-SP) para uma melhor aderéncia do corte a
lamina. As laminas passaram por secagem de uma hora em estufa 60°C.
Estando prontas para coloracao.

Realizou-se a coloracdo com Hematoxilina e Eosina (HE) para
identificacdo do local lesionado pelo infarto. As laminas com os cortes foram
banhadas em xilol a 65°C por trés vezes de 5 minutos. Apds a retirada da
parafina as laminas passaram por trés banhos em alcool nas concentragdes
99%, 95% e 70% de 1 minuto cada para reidratacdo. Entdo foram lavadas em
agua por 5 minutos. Apos retiradas da agua foi colocado o corante Hematoxilina
(Alfatec Quimica Fina, Barueri) por 8 minutos. Nova lavagem em agua por 5
minutos foi realizada e entdo colocado o corante Eosina (Alfatec Quimica Fina,
Barueri) por 3 minutos. Nova lavagem em agua por 5 minutos foi realizada. As
laminas entdo foram desidratadas por alcool 95% por 1 minuto e alcool absoluto
por trés vezes de 1 minuto, e entdo diafanizadas em 3 banhos por 1 minuto em
xilol. Para a montagem da lamina utilizamos a resina Erv-mount (Easy Path, S&o
Paulo-SP) e laminula (Easy Path, Sdo Paulo-SP) (Figura 25). Esta coloracéo

cora em azul os nucleos e em rosa o citoplasma celular.
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Figura 25: Laminas coradas com Hematoxilina e Eosina possibilitando a identificacdo do

ventriculo esquerdo (VE) e possiveis locais com leséo.

Fonte: a autora.

5.10 Confecc¢éo do micro arranjo de tecido artesanal

A visualizacdo das laminas apés a coloracdo em HE nos grupos EM e IM
possibilita a identificacdo da area infartada no VE e da area de transi¢do entre a
regido isquémica ocasionada pelo infarto e a regido de tecido saudavel,
denominadas area central do VE e lateral do VE localizada préximo ao septo do
coracao. Esta localizacdo foi utilizada como parametro nos grupos S e CS que
nao possuem o infarto, como demonstrado na Figura 26.

Por meio da técnica de Micro Arranjo de Tecidos Artesanal (TMA) foi
confeccionado um novo bloco em parafina contendo somente as areas lateral e
central. Como as amostras sdo pequenas foi possivel montar em um Unico bloco
as amostras de todos os animais do grupo de estudo, possibilitando ainda
economia na utilizagdo de corantes na andlise histoldgica. A identificagdo das

amostras utilizou um mapa do tipo plano cartesiano onde as colunas foram
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identificadas com os numeros e as linhas com as letras (Figura 27). Formando
no total quatro blocos respectivos aos grupos de estudo.

Figura 26: Desenho esquemético do corte transversal do cora¢do, demonstrando &rea lateral que
corresponde a regi@o de transi¢cdo entre tecido isquémico e sadio nos grupos EM e CS, e a area

central correspondente a regido infartada.

Area lateral
o
487 N

Area central

Fonte: a autora.

Figura 27: A- Desenho esquemaético do plano cartesiano de identificacéo do bloco de TMA,
composto por dez individuos com duas amostras, uma da area lateral e outra da &rea central. B-
Bloco em parafina contendo o TMA.

Fonte: a autora.
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5.11 Avaliacéao histolégica do TMA

Os blocos contendo o TMA foram cortados no microtomo com espessura
entre 4 e 5 micras os cortes foram “esticados” em banho histolégico contendo

agua a aproximadamente 50°C e retirados do banho com lamina silanizada.

5.11.1 Coloracao tricromio de Masson

Para deteccdo da fibrose no musculo cardiaco foi utilizado a coloracéo
Tricrobmio de Masson que cora em azul o tecido fibrético e em vermelho as fibras
musculares.

Nesta coloragao utilizamos o kit Tricomio de Masson (com Azul Anilina)
fabricado pela Easy Path (Bio-Optica Milano s.p.a., Mildo — Italia). Seguimos a
metodologia descrita pelo fabricante.

Resumidamente as laminas foram desparafinizadas em xilol por 5
minutos. Entdo se iniciou o processo de hidratacdo da amostra por banhos
subsequentes em alcool 99%, 95% e 70% lavando entdo a amostra em agua. Foi
preparada uma solu¢do com os reagentes A e B em igual proporcédo, ambos os
reagentes eram de Hematoxilina Férrica de Weigert, esta solucdo foi utilizada
para cobrir as amostra por 10 minutos. Entdo a lamina foi lavada em agua
corrente e seca. O reagente C (Acido Picrico) foi colocado de modo a cobrir a
amostra permanecendo por 6 minutos. Nova lavagem com agua destilada foi
realizada. E entdo colocado o reagente D (Fucsina) que agiu por 4 minutos.
Seguida por nova lavagem da lamina em &agua corrente. Colocamos entao o
reagente E (Acido Fosfomolibdico) que agiu por 5 minutos. Entdo as laminas
foram secas e sobre a amostra foi colocado o reagente F (Azul de Anilina) por 5
minutos. As laminas foram lavadas em &gua destilada e submetidas a
desidratacdo em série de alcool ascendente até o xilol e entdo montadas com

Erv-mount e laminula.
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5.12 Analise estatistica

Inicialmente, os grupos de animais S, CS, EN e IM foram comparados em
relacdo as variaveis FE, Area Sistolica Final (ASF) e Area Diast6lica Final (ADF),
em cada um dos momentos de avaliacdo (7 dias pos-lesdo miocardica e 30 dias
pos injecdo de meio) e em relacdo a diferenca entre as duas avaliagdes. Para
tanto, testou-se a hipétese nula de que as médias sdo iguais nos 4 grupos,
versus a hipotese alternativa de que pelo menos um dos grupos tem média
diferente dos demais. Para as variaveis que tiveram a rejeicdo da hipétese nula
(igualdade das médias), os grupos foram comparados dois a dois.

Em seguida, dentro de cada grupo, foram comparadas as duas
avaliacOes. Para tanto, testou-se a hipétese nula de que a média na primeira
avaliacdo € igual a média na segunda avaliacao, versus a hip6tese alternativa de
médias diferentes.

Os resultados obtidos no estudo foram descritos por médias, medianas,
valores minimos, valores maximos e desvios padrdes. Para a comparac¢do dos
grupos em relacdo as variaveis quantitativas, foi considerado o modelo de
analise de variancia com um fator (ANOVA). Para as comparac6es multiplas foi
usado o teste LSD (least significant difference). A comparacdo entre as duas
avaliacdes, dentro de cada grupo, foi feita considerando-se o teste t de Student
para amostras pareadas. A condicao de normalidade das variaveis foi avaliada
pelo teste de Shapiro-Wilks. Valores de p<0,05 indicaram significAncia
estatistica. Os dados foram analisados com o programa computacional Statistica
v.8.0.

6 RESULTADOS
6.1 Mortalidade dos animais no decorrer do estudo

Iniciamos o estudo com 145 animais que foram divididos entre 0s grupos
avaliados chegando ao final do estudo um total de 51 animais, a Tabela 1 nos

demonstra 0 numero de animais utilizados em cada grupo, a mortalidade,
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momento dos Obitos e quantos animais foram incluidos no estudo quando

necessario o critério de FE do VE inferior a 40%.

Tabela 1- Apresentacdo dos nimeros de animais utilizados: ébitos, momento do 6bito, aprovacéo
dentre os critérios de inclusdo no estudo. NA — nao se aplica.

Cirurgia Evolucéao Injecéo
Simulada Natural Meio

n° de ratos/ Grupos

Procedimento de inducgéo ao

infarto do miocardio Aa = ~0 e

Obito durante procedimento
de infarto do miocéardio NA

Obito apos o procedimento

de infarto do miocardio NA 0 S 19

. 3 ——
Submetidos g 1 f,;l\{allagao 11 14 22 42

ecocardiografica
FE <40% NA NA 11 18
Injecéo de meio NA NA NA 18
Obito relacionado ao
procedimento de injecdo de NA NA NA 3
meio

. 3 ——

Submetidos a 22 avaliagdo 11 14 11 15

ecocardiogréfica

Nos grupos S e CS o indice de sobrevivéncia foi de 100 %, demonstrando
gue o procedimento cirargico sem a oclusdo da artéria coronaria ndo oferece
risco. No grupo EN o indice de sobrevivéncia a cirurgia de oclusdo da artéria
coronéria foi de 55%, dentre estes 50% ndo se enquadravam na FE inferior a
40%, ndo ocorrendo novos Obitos apoés esta classificacdo. No grupo IM o indice
de sobrevivéncia a oclusdo coronaria foi de 52,5% e dentre estes animais
obteve-se 42,9% de aprovacdo no critério ecocardiografico, 83,3% dos animais
submetidos a segunda cirurgia para a injecao de meio, sobreviveram até o ultimo

dia do estudo.

6.2 Variagao do peso

A avaliacao do peso corporal dos animais foi realizada em dois momentos:
no dia do inicio do estudo e ao término apos 39 dias de acompanhamento
(Tabela 2). Nas tabelas abaixo sé&o apresentados os resultados obtidos para
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cada variavel. O Grafico 1 possibilita comparar entre os grupos a variagdo de
peso no decorrer do estudo.

Tabela 2- Comparacdo da Média, Mediana, Minimo, Maximo, Desvio Padrdo do peso obtido nos
diferentes grupos nas duas avaliagfes.

Variavel

Peso inicial S 11 37455 380,00 300,00 41500 28,82

cs 14 37129 369,50 315,00 423,00 28,97

EN 11 331,91 33500 300,00 372,00 24,32

IM 15 352,20 351,00 329,00 38500 1553 <0,001
Peso final S 11 403,64 410,00 330,00 467,00 40,98

cs 14 418,43 41350 369,00 450,00 22,73

EN 11 394,36 400,00 31500 430,00 34,68

IM 15 377,00 377,00 34500 41500 19,76 0,005
Diferenca S 11 20,09 40,00 -60,00 68,00 40,29
(I';'ir;?;l; cs 14 4714 4950 27,00 80,00 13,10

EN 11 62,45 5800 10,00 9500 24,70

IM 15 2480 2300 500 61,00 12,85 0,001

Gréfico 1 — Apresentacd@o da média, mediana e desvio padrdo da mensuracdo do Peso dos
animais nas duas avaliacdes.
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Considerando-se que houve diferenca significativa entre os 4 grupos,
estes foram comparados dois a dois. Na Tabela 3 sdo apresentados os valores

de p dessas comparagoes.

Tabela 3 - Comparages entre os valores de p obtidos das variaveis de peso dos animais.

SXCS SxXxEN SxIM CSXEN CSxIM ENXxIM
Peso inicial 0,744  <0,001 0,027 <0,001 0,042 0,043
Peso final 0,220 0,465 0,028 0,049 <0,001 0,145

(ﬁr[]);‘;e_r?r"‘i%?al) 0067 0002 0653 0119 0015  <0,001

Na Tabela 4 e no Gréfico 1 sdo apresentados, para cada grupo, os valores

de p das comparacdes entre 0s momentos de avaliacao.

Tabela 4 - Comparagéo entre os valores de p entre os momentos de avaliagdo do Peso.

S 0,038
CS <0,001
EN <0,001
M <0,001

6.3 Avaliacédo ecocardiogréfica

A avaliacdo ecocardiografica possibilitou a mensuracdo da frequéncia
cardiaca, ADF, ASF e a FE.

6.3.2 Frequéncia cardiaca

A monitoracdo da frequéncia cardiaca com a obtencdo do tracado
eletrocardiografico unido a imagem ecocardiografica permitiu determinar com
precisdo 0s momentos de sistole e diastole no miocardio possibilitando a
demarcacao do local a ser medido para o calculo de area do VE. Temos na
Tabela 5 a apresentacdo dos valores obtidos para frequéncia cardiaca em
ambas as avaliacbes. No Gréfico 2 podemos observar a médias dos valores

obtidos para frequéncia cardiaca nos dois momentos de avaliacao.
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Tabela 5 — Comparacdo da Média, Mediana, Minimo, Maximo, Desvio Padrdo da Frequéncia
Cardiaca obtida nos diferentes grupos nas duas avaliacées.

Variavel

12 Avaliacéo S 11 237,36 237,00 202,00 303,00 28,35
frequéncia CS 14 227,29 225,00 161,00 279,00 34,86
cardiaca EN 11 256,55 266,00 98,00 331,00 65,28
M 15 224,87 239,00 120,00 322,00 52,67 0,350
22 Avaliacao S 11 231,73 227,00 191,00 308,00 34,24
frequéncia CS 14 250,29 251,50 182,00 333,00 38,48
cardiaca EN 11 230,55 224,00 195,00 277,00 24,33
IM 15 230,53 246,00 61,00 297,00 59,11 0,557
Diferenca S 11 -5,64 -2,00 -67,00 37,00 31,86
(Final - CS 14 23,00 12,50 -60,00 100,00 47,42
Inicial) EN 11 -26,00 -35,00 -83,00 117,00 60,84
IM 15 5,67 1,00 -189,00 177,00 83,43 0,253

Gréfico 2 — Apresentacdo da média, mediana e desvio padrdo da mensuracdo da Frequéncia
Cardiaca nas duas avaliagdes.
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Comparamos também os valores de p, para cada grupo, entre as duas

avaliacdes (Tabela 6).
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Tabela 6 - Comparacédo entre os valores de p entre os momentos de avaliacdo da Frequéncia

Cardiaca.

S 0,570
CS 0,093
EN 0,187
IM 0,796

6.3.3 Area diastolica final

A mensuracdo da ADF foi realizada na imagem obtida pela
ecocardiografia no momento de didstole sendo delimitado toda a area interna do
VE. O Grafico 3 possibilita observar a diferenca da area ventricular, temos
medidas proporcionais entre 0s grupos S e CS, bem como entre os grupos EN e
IM havendo diferencga significativa quando comparado grupos que possuem 0
infarto em relacdo aos que ndo possuem. Temos na Tabela 7 a apresentacao

dos valores obtidos na mensuracéo da area do VE.

Tabela 7 — Comparacéo da Média, Mediana, Minimo, Maximo, Desvio Padréo da Area Diastolica
Final obtida nos diferentes grupos nas duas avaliacdes.

Variavel

123 Avaliacdo S 11 1,06 1,05 0,88 1,21 0,11
da ADF CSs 14 1,09 1,06 0,97 1,20 0,08
EN 11 1,25 1,28 1,12 1,45 0,10

IM 15 1,28 1,28 1,19 1,39 0,06 <0,001
22 Avaliacao S 11 1,12 1,16 0,89 1,31 0,15
da ADF CSs 14 1,15 1,16 0,93 1,28 0,10
EN 11 1,40 1,42 1,00 1,90 0,26

IM 15 1,45 1,43 1,22 1,72 0,14 <0,001
Diferenca S 11 0,06 0,06 -0,07 0,26 0,10
(Final - CS 14 0,05 0,04 -0,10 0,20 0,11
Inicial) EN 11 0,15 0,18 -0,22 0,45 0,21

IM 15 0,17 0,16 0,03 0,36 0,12 0,077
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Gréfico 3 — Apresentacdo da média, mediana e desvio padrdo da mensuragio da Area Diastdlica
Final do ventriculo esquerdo nas duas avaliagdes.
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Considerando-se que houve diferenca significativa entre os 4 grupos,
estes foram comparados dois a dois. Na tabela abaixo sdo apresentados 0s

valores de p dessas comparacoes.

Tabela 8 — Comparacdes entre os valores de p obtidos das variaveis da Area Diastélica Final dos
animais.

Variavel Valor de p
SXCS SXEN SXIM CSXEN CSXIM ENXIM

12 Avaliacéo
da ADE 0,340 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,463

22 Avaliagao
da ADF

0,727 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,468

Na Tabela 9 sdo apresentados, para cada grupo, os valores de p das

comparacdes entre os momentos de avaliacao.
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Tabela 9 — Comparacdo entre os valores de p entre os momentos de avaliacdo da Area

Diastdlica Final.

S 0,064
CS 0,100
EN 0,042
IM <0,001

6.3.4 Area sistélica final

A mensuracdo da ASF foi realizada da mesma maneira que a ADF na
imagem obtida pela ecocardiografia durante a sistole. O Grafico 4 nos possibilita
observar a diferenca entre 0s grupos que possuem infarto ou ndo. Temos na

Tabela 10 a apresentacéo dos valores obtidos na mensuracao da area do VE.

Tabela 10 — Comparacdo da Média, Mediana, Minimo, Maximo, Desvio Padrdo da Area Sistélica
Final obtida nos diferentes grupos nas duas avaliacdes.

Variavel

123 Avaliacdo S 11 0,64 0,61 0,49 0,74 0,09
da ASF CSs 14 0,60 0,59 0,43 0,77 0,08
EN 11 1,02 0,99 0,88 1,22 0,10

IM 15 1,05 1,02 0,92 1,30 0,10 <0,001
22 Avaliacao S 11 0,69 0,70 0,43 0,94 0,16
da ASF CS 14 0,70 0,71 0,43 0,90 0,11
EN 11 1,15 1,24 0,57 1,62 0,30

IM 15 1,19 1,18 0,90 1,59 0,20 <0,001
Diferenca S 11 0,06 0,00 -0,11 0,29 0,13
(Final - CS 14 0,10 0,14 -0,14 0,29 0,13
Inicial) EN 11 0,13 0,19 -0,40 0,40 0,23

IM 15 0,14 0,18 -0,17 0,33 0,16 0,571
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Gréafico 4 — Apresentacdo da média, mediana e desvio padrdo da mensuracdo da Area Sistolica
Final do ventriculo esquerdo nas duas avaliagdes.
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Considerando-se que houve diferenca significativa entre os 4 grupos,
estes foram comparados dois a dois. Na Tabela 11 sdo apresentados os valores

de p dessas comparagoes.

Tabela 11 — Comparages entre os valores de p obtidos das variaveis da Area Sistélica Final dos
animais.

Variavel Valor de p

SXCS SXEN SXIM CSXEN CSXIM ENXIM

12 Avaliagdo 0,336 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,471
da ASF

22 Avaliacdao 0,934 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,576
da ASF

Na Tabela 12 s&o apresentados, para cada grupo, os valores de p das

comparacdes entre os momentos de avaliacao.
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Tabela 12 — Comparagéo entre os valores de p entre os momentos de avaliagdo da Area

Sistélica Final.

6.3.5 Fracéo de ejecao

S

CS
EN

IM

0,176
0,012
0,103
0,003

A FE foi calculada de acordo com o método de Simpson, demonstrando

guanto de sangue € pelo ventriculo esquerdo para a circulacédo corporea (Tabela

13 e Gréfico 5).

Tabela 13 - Comparacao da Média, Mediana, Minimo, Maximo, Desvio Padréo da Fragéo de
Ejecéo obtida nos diferentes grupos nas duas avaliagbes

Variavel

12 Avaliacdo S 11 56,21 55,30 50,10 62,50 4,41
da FE CS 14 61,67 60,60 48,90 74,80 7,23
EN 11 27,98 24,20 21,10 37,50 5,96

IM 15 27,95 30,03 11,37 35,90 7,56 <0,001
22 Avaliagao S 11 53,02 53,70 36,90 68,10 9,27
da FE CS 14 5497 52,75 41,70 73,10 7,93
EN 11 28,79 24,40 13,20 62,70 14,25

IM 15 27,72 27,20 15,77 43,00 8,15 <0,001
Diferenca S 11 -3,19 -2,80 -15,40 12,80 10,37
(Final - CS 14 -6,71 -8,67 -19,20 16,90 11,06
Inicial) EN 11 0,81 -2,10 -9,50 28,60 11,05

IM 15 -0,24 0,50 -12,83 20,50 8,19 0,237
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Gréfico 5 - Apresentacao da média, mediana e desvio padrdo da mensuragéo da Fragdo de
Ejecédo do ventriculo esquerdo nas duas avaliacées.
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Considerando-se que houve diferenca significativa entre os 4 grupos,
estes foram comparados dois a dois. Na tabela abaixo (Tabela 14) sé&o

apresentados os valores de p dessas comparacoes.

Tabela 14 - Comparacdes entre os valores de p obtidos das variaveis da FE dos animais.

Variavel Valor de p

SXCS SXEN SXIM CSXEN CSXIM ENXIM

12 Avaliacdo 0,044 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,992
da FE

22 Avaliacdo 0,629 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,787
da FE

Na Tabela 15 s&o apresentados, para cada grupo, os valores de p das

comparacdes entre os momentos de avaliacao.
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Tabela 15- Comparacéo entre os valores de p entre 0s momentos de avaliacdo da FE.

S 0,332
CS 0,041
EM 0,812
IM 0,913

6.4 Avaliacdo morfoldgica

ApoOs a remocao do coracdo vemos macroscopicamente a diferenca entre
0 orgao que nao foi submetido ao infarto (Figura 28) com aspecto integro e o
infartado (Figura 29) que possui aspecto acinzentado, flacido e distorcido.

Figura 28: Aparéncia do coragdo saudavel ap6s remocéo do érgéo.
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Figura 29: Aparéncia do coracéo infartado, apés a remocao do 6rgao.

Fonte: a autora

6.4.1 Hematoxilina e eosina

Na visdo macroscépica do coracdo quando comparado os individuos
sadios em relacdo aos que passaram pelo procedimento cirdrgico de inducdo ao
infarto foi possivel visualizar que o infarto promoveu a remodelacgao tecidual com
reducdo na espessura da parede do ventriculo esquerdo e aumento da cavidade
ventricular esquerda (Figura 30).

A coloracdo por HE nos possibilita identificar as fibras musculares no
tecido saudavel e o local lesionado em decorréncia do infarto que apresenta a
perda do alinhamento de feixes musculares e regides em que o tecido muscular
foi substituido por tecido conjuntivo fibroso.

A avaliagdo histolégica demonstra os aspectos de normalidade do
musculo cardiaco no grupo S e também no grupo CS. A avaliacdo das laminas
dos grupos EN e IM apresenta aspectos histopatol6gicos com areas de reparo
por substituicdo onde o musculo cardiaco afetado pelo infarto foi substituido por
tecido conjuntivo fibroso na érea central do VE correspondendo ao infarto (Figura
31) e na area lateral do VE proximo ao septo interventricular correspondendo a
area de transicao (Figura 32).
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Figura 30: Visdo macroscépica dos cortes corados em Hematoxilina e Eosina. A) grupo S; B)
grupo CS; C) grupo EN; D) CS. VE= ventriculo esquerdo, VD= ventriculo direito.

Fonte: a autora.
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Figura 31: Coloracdo HE, apresentando os grupos de estudo nos aumentos de 100x e 400x na
regido central do VE. + = aspecto normal, * = remodela¢éo tecidual.
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Fonte: a autora.
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Figura 32: Coloracdo HE, apresentando os grupos de estudo nos aumentos de 100x e 400x na

regido lateral do VE. + = aspecto normal, * = remodelacao tecidual.
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Fonte: a autora.
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6.4.2 Tricromio de Masson

O método histoquimico que utiliza o Tricrémio de Masson mostra as areas
com fibras colagenas em azul e em vermelho o tecido muscular.

A avaliacdo das laminas do grupo S e CS apresenta marcacao discreta
para fibras colagenas nas regides de tecido conjuntivo perimuscular.

Nos grupo EN e IM a histoquimica revela areas de intensa substituicdo do
miocardio por tecido conjuntivo rico em fibras colagenas, confirmando a
alteracao tecidual ocasionada pelo infarto, ocorrendo a perda do tecido muscular
que promove a contracdo cardiaca alterando a funcionalidade do coracdo. Area
central do VE correspondendo ao infarto (Figura 33) e area lateral do VE

correspondendo a area de transicéo (Figura 34)
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Figura 33: Coloracdo Tricromio de Masson, apresentando 0s grupos de estudo nos aumentos de
100x e 400x na regido central do VE. + = aspecto normal, * = deposi¢éo de colageno.
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Figura 34: Coloracéo Tricrdmio de Masson, apresentando os grupos de estudo nos aumentos de
100x e 400x na regido lateral do VE.. + = aspecto normal, * = deposi¢édo de colageno.
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7 DISCUSSAO

O infarto do miocardio € composto por varios eventos sequenciais, cerca
de 10 segundos apdés a oclusdo da artéria coronaria, o tecido do musculo
cardiaco se torna cianotico e, em vez de se contrair, faz um abaulamento
durante a sistole. Nos humanos, visualmente nas primeiras 12 horas ndo €
possivel identificar macroscopicamente o infarto. Em 24 horas, o infarto pode ser
reconhecido por sua coloracdo palida na superficie do ventriculo acometido.
ApoOs 3 a 5 dias, o infarto se torna mosqueado e mais nitidamente delineado,
com uma regido palida, amarelada e necrética limitada por uma zona hiperémica
(RUBIN, 2006 p. 559). Estes eventos ocorrem quando o0 coracdo apesar da
disfuncédo ventricular que estd se desenvolvendo ainda consegue manter sua
capacidade de bombear o sangue de modo a conduzir nutrientes e oxigénio a
todo organismo. Quando isto ndo é possivel ocorre o 6bito.

No desenvolvimento da inducdo ao infarto do miocardio nos modelos
experimentais pesquisados encontramos resultados de mortalidade que sé&o
semelhantes aos estudos de Zornoff e colaboradores (2009) que apresentaram o
indice entre 40 e 60% dos animais, Werneck-de-Castro e colaboradores (2006)
de 35%, no estudo de Pabis e colaboradores (2008) foi de 34,5%. Esta
mortalidade deve-se em decorréncia do trauma cirurgico, disfuncdo cardiaca e
edema agudo de pulméo. A mortalidade pode ser de 100% quando o local da
oclusdo da artéria coronaria é muito préxima a origem e ocorre 0
comprometimento da artéria septal e quando a area do infarto € maior que 65%
do musculo (Werneck-de-Castro et al., 2006).

No estudo de Gao e colaboradores (2011) ocorreram 22,1% de 6bitos no
momento da inducado ao infarto e 2,2% 6bitos no grupo Sham, que corresponde
ao grupo CS, onde ndo houve nenhum o6bito. O grupo IM foi submetido a uma
segunda cirurgia na qual foi administrada a injecdo de meio, neste houve a
necessidade de intubacdo orotraqueal do animal devido ao tempo necessario
para a realizacdo do procedimento e pelo fato que os animais ja estavam com
comprometimento cardiaco demonstrado pelo exame ecocardiografico. A
ocorréncia de Obitos foi atribuida a disfuncdo ventricular e a intubacdo

orotraqueal que é as cegas pode ocasionar traumatismos de vias aéreas, edema
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de glote, hemorragias e complicacdes associadas que ocasionam a morte
(SEIDEL et al., 1997).

Estas informacdes a respeito dos efeitos da intubacdo orotraqueal nos
remetem a importancia da utilizacdo de outras metodologias de ventilacdo
pulmonar como a bomba de ventilagdo manual que utilizamos no procedimento
de inducg&o ao infarto que se demonstrou eficaz e ndo promoveu danos as vias
aéreas. Foram excluidos do estudo os animais que nao apresentaram FE inferior
a 40% o que correspondeu a 45,3% dos animais avaliados pela ecocardiografia,
no estudo de Pabis e colaboradores (2008) foi de 26,5% esta variagcao pode ser
pela metodologia empregada na indugdo ao infarto que nao foi idéntica a
utilizada.

Outro fator que pode levar ao Obito no procedimento que simula o
transplante de células € o volume de meio de injetado na musculatura cardiaca
infartada que ja esta afetada e com uma menor espessura da parede do VE. O
volume de 200ul que utilizamos ja havia sido testado anteriormente em nosso
grupo (BROFMAN, et al., 2004; BERARDI, 2010; BERARDI et al.,, 2011;
OTTOBONI, 2012) e demonstrou ser seguro sua utilizacdo e adequado.
Escolhemos como local de injecéo a transicao entre a leséo e tecido saudavel,
pois neste local a espessura da parede do VE é maior que na lesao facilitando a
aplicacao e reduzindo o risco de perfuracéo total da parede do VE. Neste local
também tem uma melhor oferta de nutrientes e oxigénio para promover a
integracdo das células transplantadas no miocardio. De acordo com Tousoulis e
colaboradores (2008) comentaram 0s mecanismos de entrega e o0s tipos de
células aplicadas nos estudos de regeneracao do coracdo como a injecdo direta
na parede do ventriculo lesionado mais eficaz desde que néo seja aplicada
diretamente no local isquémico ou cicatricial uma vez que nestes locais hd um
fornecimento insuficiente de sangue. Com estas informagbes optamos pela
aplicacao na regido da borda cicatricial.

Uma das analises foi o acompanhamento da variacdo de peso que
possibilitou a verificacdo de tendéncias a correlagdes entre 0s grupos, 0S grupos
S e CS demonstraram valores diferentes dos grupos EN e IM. Pode-se verificar

em geral que houve um ganho de peso em todos 0s grupos 0 que pode ser
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atribuido ao fato de nossos animais ainda estarem em fase de crescimento. O
rato € considerado adulto apds atingir 267 gramas, mas continua em crescimento
chegando aos 500 gramas (SIROIS, 2007) com expectativa de vida de trés anos
e meio (LAPCHIK; MATTARAIA; KO, 2009, p.241). Gao e colaboradores (2011)
apés oito semanas de acompanhamento ndo obteve variacdo de peso com
diferenca estatistica em relacdo a animais infartados e o grupo Sham. Este
resultado pode ser atribuido ao fato de nédo ter sido utilizado critérios para
classificar a intensidade do infarto, podendo estes animais ter apenas infartos
que ndo levam a um comprometimento grave do musculo cardiaco.

Este comprometimento pode ser avaliado pela ecocardiografia que vem
ganhando espaco nos estudos morfoldgicos e funcionais em ratos infartados
(SIROIS, 2007) com fundamental importancia no diagndstico das
miocardiopatias. Permite a quantificacdo do grau de comprometimento da funcéo
sistdlica, importante marcador prognostico em pacientes com insuficiéncia
cardiaca, assim como a deteccdo de alteragcbes da contracdo segmentar,
indicativo de doenca arterial coronariana. Em pacientes com infarto do miocardio,
a ecocardiografia € amplamente utilizada para o diagnostico, avaliagcao funcional,
estratificacdo de risco e deteccdo de complicagbes, tais como comunicacao
interventricular, ruptura do musculo papilar, pseudo-aneurisma, trombo e ruptura
da parede livre do VE (KRIEGER 2008, p.137).

Um dos parametros que pode-se avaliar durante a ecocardiografia é a
frequéncia cardiaca que em ratos varia de 250 a 450 batimentos por minuto sob
anestesia. Autores como Harkness (1993, p. 49) e Sirois (2007) demonstraram
gue os anestésicos como halotano, diazepam, cetamina e xilazina interferem na
frequéncia cardiaca. No estudo utilizamos a associagao de cetamina e xilazina e
obteve-se grande variacdo nos valores obtidos ndo corroborando com Sirois
(2007) e quando comparado ao estudo de Harkness (1993) obtivemos
frequéncias cardiacas abaixo e acima de seus valores de referéncia. Mesmo
com alteragbes nos resultados ndo proporcionaram diferenca estatistica
significante entre os grupos avaliados. A variagao na frequéncia cardiaca pode
estar ligada a acdo do anestésico utilizado para a realizacdo da ecocardiografia

em cada organismo como demonstrou Sirois (2007).
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A avaliacao ecocardiografica também permite visualizar e aferir a area e o
volume do VE tanto em sistole quanto em diastole. Quando em diastole,
corresponde ao momento do ciclo cardiaco em que o VE relaxa a musculatura
acomodando um adequado volume de sangue para entdo a distribui-lo pelo
organismo levando oxigénio e nutrientes, e na sistole corresponde a contracéo
deste VE e proporciona a ejecdo do sangue que sai pela aorta sendo direcionado
pelos vasos sanguineos para ser distribuido por todo organismo (KRIGER 1993,
p.140).

O conhecimento da area e volume diastdlicos e sistolicos finais
mensurados pelo ecocardiograma possibilita avaliar a funcionalidade do VE em
bombear o0 sangue. Govindan e colaboradores (2012) utilizaram a
ecocardiografia transtoracica em ratos Sprague-Dawley (330gr) sadios obtendo o
valor da FE de 57% corroborando com nossos resultados. J& Gao e
colaboradores (2011) obtiveram a FE de 81% nos animais Sham e Hwangbo e
colaboradores (2010) mensuraram a FE em 71,2% também no grupo Sham.
Ambos o0s pesquisadores obtiveram valores de FE superiores na primeira
avaliacdo ecocardiografica. Apdés 4 semanas eles repetiram a avaliacdo
ecocardiografica onde ocorreu uma reducao de 5% na FE, em nossos resultados
na segunda avaliagao tivemos a reducao de 10% na FE.

Na analise da ADF ndo foram observadas altera¢cdes quando comparados
0s grupos S com CS ou EN com IM. A disfuncéo ventricular pode ser observada
3 horas ap0s a oclusdo coronariana por comprometimento da contratilidade do
miocardio (ZORNOFF et al., 2009). A primeira avaliacdo foi com 7 dias apés a
oclusdo, momento em que o miocardio apresenta muito bem os efeitos
ocasionados pelo infarto. Quando comparamos 0s animais ndo submetidos ao
infarto em relacdo aos infartados foi observado que a dilatacdo ventricular
ocorreu em ambas as avaliacdes ecocardiograficas. Sabe-se que a dilatacado
ventricular ocorre durante o processo de remodelamento apdés o infarto,
determinando o aumento do volume diastélico final (VDF) do VE e o
comprometimento da funcéo sistélica ventricular (PFEFFER & BRAUNWALD,
1990).
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Apo6s o infarto do miocardio ocorre o remodelamento tecidual do VE
ocasionando a disfun¢do ventricular. Quando na avaliagdo ecocardiografica do
VE a FE é menor que 40% caracteriza-se uma disfuncdo ventricular grave
(BROFMAN, et al., 2004; MINICUCCI et al., 2007). Este parametro foi tomado
como critério de inclusdo na pesquisa, sendo aplicado aos grupos EN e IM o que
comprova a lesédo e o acometimento do muasculo cardiaco.

Nem todos os pesquisadores utilizam como critério de inclusdo no estudo
o valor da FE menor que 40%, Gao e colaboradores (2011) utilizaram animais
infartados com a FE média de 46,3%. Hwangbo e colaboradores (2010) que
também nao utilizaram o critério tiveram a FE média de 71,2+6,7% no grupo
Sham, e que apds quatro semanas de acompanhamento foi para 66,3+8,3%, ja
no grupo que recebeu injecdo de PBS a FE média de 35,5+5,5% aumentou para
45,7+9,3%, este valor ndo foi significativo. Guo e colaboradores (2007) injetou
meio de cultura DMEM e a mensuracdo da FE foi de 58,3%. Tanto nos estudos
dos grupos que receberam a injecao de tampéo fosfato-salina (PBS) quanto a de
meio demonstraram que estes ndo resultam em alteracdo funcional do coracao.
Este resultado foi semelhante ao do nosso grupo IM. Tanto o PBS quanto o meio
de cultura que utilizamos eram apenas o0 veiculo para a administracdo das
células, estes resultados comprovam que 0sS mesmos nao determinaram
qualquer alteracdo funcional, permanecendo a dilatacdo e 0 pouco
espessamento da parede do VE.

A pesquisa pré-clinica possibilita obter resultados funcionais como os
apresentados pela avaliacdo ecocardiografica, havendo também a possibilidade
da avaliacdo histolégica que permite compreender como o 6rgao responde a
leséo e como ocorre o processo de remodelamento ventricular ao nivel celular.

Apés 39 dias da inducdo ao infarto observou-se na avaliacdo histolégica
um tecido jA remodelado onde apresentaram aspecto de fase reparadora da
inflamacé&o. Minicucci et al. (2007) nos explica que no rato este processo de
remodelacdo leva 21 dias. Apés o infarto o tecido necrético € reabsorvido e
substituido por tecido fibroso de cicatrizagdo com deposicdo de colageno e
posterior contracdo da area fibrotica. Simultaneamente a necrose das miofibrilas,

h& desintegracdo do colageno interfibrilar. Esse fato ocasiona perda do tecido de
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sustentacdo, o que torna a regido mais distensivel e, consequentemente, mais
suscetivel a deformagBes. Assim, pode ocorrer deslizamento de areas
musculares necrgticas, com realinhamento do midcitos na parede infartada.
Como resultado, ha afilamento da regido e dilatacdo do segmento infartado.
Essa dilatacdo aguda, caracterizada por adelgacamento e distensdo da regiao
infartada, € denominada expansao do infarto (ZORNOFF e SPADARO, 1997).

Na visdo macroscopica foi possivel identificar o infarto, pois a regiao fica
deprimida e macia, com aspecto flacido e distorcido, além da coloracdo palida e
acinzentada do tecido cicatrizado (RUBIN, 2006 p. 559). A possibilidade da
identificacdo desta area também foi um dos motivos para a escolha da injecéo
intracardiaca do meio de cultura de modo a simular a utilizacdo da terapia celular
e comprovar gue o mesmo nao promove alteracées morfofuncionais. A aplicacdo
da injecdo foi na transicdo do tecido saudavel para isquémico, ndo foi no centro
da lesdo, pois neste local a parede ventricular € muito fina podendo ocorrer uma
perfuracdo da parede ocasionado hemorragia. Além disso, nesta regido
comprometida ha pouco fornecimento de sangue e nutrientes que iriam prover as
células transplantadas.

Com a oclusao da artéria coronaria esquerda ocorre o infarto das paredes
apical, anterior e ante-septal do ventriculo esquerdo. Primeiro ocorre a necrose
no subendocardio e posteriormente no subepicardio em um periodo de varias
horas resultando entdo um infarto transmural o qual foi identificado nas
avaliagdes (RUBIN, 2006 p. 559; ZORNOFF, et al., 2009; DASKALOPOULOS, et
al. 2012).

A sobrecarga no coracdo em curto prazo leva a um imediato aumento na
sintese de colageno. A fibrose intersticial, que ocorre em praticamente todas as
formas de disfuncdo ventricular, constitui um aspecto obrigatério da resposta
hipertréfica. O acumulo de proteinas da matriz resulta, pelo menos em parte, da
estimulacdo de fibroblastos cardiacos pelo TGF-B (fator de crescimento
transformador beta - citocina que regula a formacgéo e degradacao de matriz
extracelular) e Angiotensina Il (peptideo que regula a pressdo sanguinea e
homeostase dos fluidos corporais). Apos infarto do miocardio, o processo de

fibrose substitui os midcitos necréticos e impede a ruptura cardiaca. Tal como
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muitas respostas adaptativas do coracgdo, a fibrose miocéardica por fim interfere
no relaxamento diastdlico e desregula a difusdo de oxigénio e nutrientes (RUBIN,
2006 p. 542; KRIEGER, 2008 p.240).

A perda do alinhamento de feixes musculares no coracdo com infarto
cicatrizado determina o comprometimento da fungéo sistélica da camara néo s6
em decorréncia da perda de midcitos, mas também pela area do infarto, pois as
diferentes localizacdes podem comprometer de modo diverso a capacidade do
miocardio de reduzir o volume da camara no momento da sistole (KRIEGER,
2008 p.240).

A coloracdo em HE possibilitou a comparagéo no estudo do tecido sadio
em relacdo ao isquémico nos demonstrando a perda do alinhamento de feixes
musculares no coracdo com infarto cicatrizado, a perda dos cardiomiocitos e a
posicéo do infarto (KRIEGER, 2008 p.240).

Pela coloracdo de Tricromio de Masson foi evidenciado grande deposicao
de colageno na area fibrotica corroborando com a descri¢ao histologica de Jin e
colaboradores (2012) e Guo e colaboradores (2010). O acumulo de matriz
extracelular e miofibroblastos em areas de leséo tecidual apés isquemia induzida
pelo infarto do miocardio apresenta uma barreira potencial que prejudica a
penetracdo de células-tronco reparadoras ou progenitoras mobilizadas a partir de
reservatorios periféricos. O papel desempenhado pelos fibroblastos cardiacos na
producdo e degradacdo da matriz extracelular pode ser crucial na regulacdo da
remodelacdo cardiaca e em permitir a mobilizacdo de células-tronco e/ou
progenitoras no miocéardio infartado (DAl et al., 2011). A realizacdo do
transplante celular intramiocardico pode apresentar uma maior eficiéncia, ja que
as células-tronco/progenitoras tém dificuldade em chegar ao local isquémico.

Um dos objetivos da terapia celular é a busca pela angiogénese, processo
responsavel pela formacdo de novos vasos sanguineos, que sdo mediados por
fatores angiogénicos como o VEGF (Fator de crescimento do endotélio vascular).
As células endoteliais sdo ativadas por aquele fator, que resulta no aumento da
permeabilidade do vaso, migracdo celular e proliferacdo auxiliando na
recuperacdo do miocardio apds o infarto (WU et al, 2008; FORMIGA et al.,

2010). Ainda séao desconhecidas muitas das acoes da terapia celular, sendo por
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tanto necessario observar como estas agem no local lesionado e
sistemicamente.

Os resultados da avaliacdo do modelo de infarto do miocardio que
realizamos demonstram que o modelo animal e a metodologia utilizada sao

eficazes para os estudos pré-clinicos de desenvolvimento de tratamentos para o
infarto.
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8 CONCLUSOES

1 - Concluimos apos as avaliac6es morfofuncionais cardiacas que a metodologia
utilizada de inducdo ao infarto do miocéardio € eficaz sendo adequada para
pesquisas pré-clinicas.

2 - A injecdo do meio de cultura ndo determinou nenhuma alteragéo em relagcao
aos animais do grupo EN sob a lesdo e a disfuncao ventricular.

3 - A andlise dos parametros ecocardiograficos, area e volume sistolicos e
diastolicos finais e FE, possibilitou conhecer como € a fungdo cardiaca em
animais sadios e infartados.

4 - A funcao cardiaca € influenciada ap6s procedimento cirargico de inducdo ao
infarto do miocardio, promovendo aumento da area do VE e reducao na FE.

5 - Durante a analise morfologica foi possivel visualizar macroscopicamente a
alteracdo de aspecto e coloracao da regido do VE nos animais infartos quando
comparado aos animais que nao possuiam infarto.

6 - Na avaliacdo histologica a coloracdo em HE nos possibilitou a identificacao
do infarto pela reducdo da espessura da parede do VE e pelo remodelamento
tecidual no local. A coloracao por Tricromio de Masson possibilitou a verificacao
dos locais onde ocorreu a substituicdo do tecido muscular cardiaco pelo tecido

conjuntivo devido a deposicao de colageno.
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10 ANEXO

10.1 Parecer do Comité de Etica em Uso de Animais da PUCPR 12 Versao

NUCLEO DE BIOETICA

COMITE DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

PONTIFiCIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO PARANA

PUCPR PARECER DE PROTOCOLO DE PESQUISA

REGISTRO DO PROJETO NO CEUA: 540 — 12 vers&o

TiTULO DO PROJETO:

Curitiba, 27 de maio de 2010.

Transplante de células progenitoras endoteliais e células tronco mesenquimais. humanas tratadas com

doador de 6xido nitrico (DEA/NO) em ratos com infarto do miocardio.

PESQUISADOR RESPONSAVEL:

Fabiane Barchiki

EQUIPE DA PESQUISA:

Fabiane Barchiki, Paulo Roberto Slud Brofman, Carmem Lucia Rebelatto.

INSTITUIGAO:

PUCPR

CATEGORIA DO EXPERIMENTO — CATEGORIA D

ESPECIE DE ANIMAL

SEXO

IDADE E/OU PESO

QUANTIDADE

Ratos Wistar (Rattus Novergicus)

Macho

4 meses, 300-400 g

250

O colegiado do CEUA em reunido no dia 27/05/2010, avaliou o projeto e emite o seguinte

parecer: COM PENDENCIA:

v Justificar a perda de animais em percentuais, com relagéo ao nimero total;

v Verificar o veterinario responsavel e equipe de pesquisa que efetivamente fara o

experimento;

v" Rever posologia e via de administragéo dos medicamentos;

v Rever anestesia (As informagdes referentes a anestesia contidas na Folha de Rosto,

difere do projeto).

O pesquisador tem 60 dias, apés a ciéncia do parecer com pendéncia para responder aos
quesitos formulados pelo CEUA-PUCPR em seu parecer. Ap6s este prazo o projeto sera considerado

“retirado”. (RESOLUGAO N.° 23/2006 - CONSUN).

Atenciosamente,

Prof?: meida e Oliveira

Coordenadora

Comité de Etica no Uso de Animais - PUCPR
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10.2 Parecer do Comité de Etica em Uso de Animais da PUCPR 22 Versao

PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO PARANA
NUCLEO DE BIOETICA
COMITE DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

PARECER DE PROTOCOLO DE PESQUISA

Curitiba, 5 de agosto de 2010.
REGISTRO DO PROJETO NO CEUA: 540 — 22 versao

TiTULO DO PROJETO:

Transplante de células progenitoras endoteliais e células tronco mesenquimais' humanas tratadas com
doador de 6xido nitrico (DEA/NO) em ratos com infarto do miocardio. '

PESQUISADOR RESPONSAVEL:
Fabiane Barchiki

EQUIPE DA PESQUISA:
Fabiane Barchiki, Paulo Roberto Slud Brofman, Carmem Lucia Rebelatto.

INSTITUICAO:
PUCPR

CATEGORIA DO EXPERIMENTO - CATEGORIA D

ESPECIE DE ANIMAL SEXO IDADE E/OU PESO | QUANTIDADE
Ratos Wistar (Rattus Novergicus) Macho 4 meses, 300-400 g 250

‘ O colegiado do CEUA em reunido no dia 05/08/2010, avaliou o projeto e emite o seguinte
parecer: APROVADO.

Eventuais modificagées ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEUA-PUCPR
de forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificado e as suas justificativas.

Se a pesquisa, ou parte dela for realizada em outras instituicbes, cabe ao pesquisador ndo
inicia-la antes de receber a autorizagéo formal para a sua realizagdo. O documento que autoriza o inicio
da pesquisa deve ser carimbado e assinado pelo responsavel da instituicdo e deve ser mantido em
poder do pesquisador responsavel, podendo ser requerido por este CEUA em qualquer tempo.

Lembramos ao senhor pesquisador que é obrigatério encaminhar o relatério anual parcial e
relatério final da pesquisa a este CEUA.

Atenciosamente,
Prof2. %da%‘a—;a D’Almeida e Oliveira
Coordenadbera

Comité de Etica no Uso de Animais - PUCPR
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10.3 Parecer do Comité de Etica em Uso de Animais da PUCPR 32 Verséo

PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO PARANA
NUCLEO DE BIOETICA
COMITE DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

PARECER DE PROTOCOLO DE PESQUISA

Curitiba, 16 de setembro de 2010.
REGISTRO DO PROJETO NO CEUA: 540 — 32 versao

TITULO DO PROJETO:

Transplante de células progenitoras endoteliais e células tronco mesenquimais. humanas tratadas com
doador de 6xido nitrico (DEA/NO) em ratos com infarto do miocardio.

PESQUISADOR RESPONSAVEL:
Fabiane Barchiki

EQUIPE DA PESQUISA:
Fabiane Barchiki, Paulo Roberto Slud Brofman, Carmem Llcia Rebelatto.

INSTITUIGAO:
PUCPR

CATEGORIA DO EXPERIMENTO — CATEGORIA D

ESPECIE DE ANIMAL SEXO IDADE E/OU PESO | QUANTIDADE
Ratos Wistar (Rattus Novergicus) Macho 4 meses, 300-400 g 250

O colegiado do CEUA em reunido no dia 16/09/2010, avaliou o projeto e emite o seguinte
parecer: APROVADO.

Eventuais modificagbes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEUA-PUCPR
de forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificado e as suas justificativas.

Se a pesquisa, ou parte dela for realizada em outras instituiges, cabe ao pesquisador ndo
inicia-la antes de receber a autorizacéo formal para a sua realizagdo. O documento que autoriza o inicio
da pesquisa deve ser carimbado e assinado pelo responsavel da instituicdo e deve ser mantido em
poder do pesquisador responsavel, podendo ser requerido por este CEUA em qualquer tempo.

Lembramos ao senhor pesquisador que é obrigatério encaminhar o relatério anual parcial e
relatério final da pesquisa a este CEUA.

Atenciosamente,

Ve 408 7l

Prof Peter Gabe irschnik
Coordenadgr
Comité de Etica no Uso de Animais - PUCPR
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10.4 Parecer do Comité de Etica em Uso de Animais da PUCPR 32 Verséo,
Titulo do Projeto Atualizado

Pontificia Universidade Catoélica do Parana

Nucleo de Bioética
Comité de Etica no Uso de Animais

Curitiba,16 de fevereiro de 2011.

PARECER DE PROTOCOLO DE PESQUISA

REGISTRO DO PROJETO: 540 — 32 verséo

TITULO DO PROJETO: “Analise funcional e histolégica do modelo experimental de infarto para
ensaios pré-clinicos em cardiologia

PESQUISADOR RESPONSAVEL: Fabiane Barchiki

EQUIPE DE PESQUISA:

Fabiane Barchiki

INSTITUICAO:

Pontificia Universidade Catélica do Parana

CENTRO / CURSO:
PUCPR
ESPECIE DE ANIMAL SEXO | IDADE/PESO | CATEGORIA | QUANTIDADE
Ratos Wistar(Rattus Novergicus) | Macho | 4 meses/ 300- D 250

400g

O colegiado do CEUA em reuniéo no dia 16/02/2012, avaliou o projeto e emite o seguinte
parecer: APROVADO.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEUA-
PUCPR de forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificado e as suas
justificativas.

Se a pesquisa, ou parte dela for realizada em outras instituicdes, cabe ao pesquisador ndo
inicia-la antes de receber a autorizacéo formal para a sua realizagéo. O documento que autoriza o
inicio da pesquisa deve ser carimbado e assinado pelo responsavel da instituicdo e deve ser
mantido em poder do pesquisador responsavel, podendo ser requerido por este CEUA em qualquer
tempo.
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Lembramos ao pesquisador que & obrigatério encaminhar o relatério anual parcial e relatério
final da pesquisa a este CEUA.

Atenciosamente,
Prof* ga'cinda Marianﬁmeida e Oliveira
Coordenadora Adjunta

Comité de Etica no Uso de Animais
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10.5 Apresentacdo de resumo na Mostra de Pesquisa da Pds-Graduacéo
PUCPR

CADERNO DE RESUMOS: XVIII SEMIC | VI PIBIC Jr | XIl Mostra de Pesquisa da P6s-Graduagao

MCS36

TRANSPLANTE DE CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS HUMANAS TRATADAS COM DOADOR DE OXIDO
NITRICO (DEA/NO) EM RATOS COM INFARTO DO MIOCARDIO

Fabiane Barchiki

Paulo Roberto Slud Brofman - Orientador

Carmen Liicia Kuniyoshi Rebelatto, Luiz Guilherme Capriglione, Nelson Miyague, Alexandra Cristina Senegaglia, Paula Hansen Suss - Colaboradores
Programa de Pés-Graduagio em Ciéncias da Satide - CCBS

Introdugao: O infarto agudo do miocirdio (IAM) est4 entre as principais causas de ébito no Brasil. O IAM causa a morte dos
cardiomidcitos, que sao substituidos por tecido fibrético, ocasionando o aumento do ventriculo esquerdo e a diminuicio da fracio
de ejecao (FE). Testes pré-clinicos utilizam o rato como modelo experimental por conta de sua similaridade no remodelamento
cardiaco apés o IAM. As células-tronco mesenquimais (CTM) provenientes da medula 6ssea (MO) e administradas por injegio
intracorondria possuem potencial terapéutico, promovendo redugio da drea enfartada, melhora da perfusio e revascularizagao.
O éxido nitrico (NO) possui vérias funcbes fisiolégicas, como a regulagao da proliferagio ¢ a diferenciagio de vérios tipos celulares
modulando a 4ngiogénese. CTM tratadas com NO poderiam promover uma diferenciagio destas a um fenéripo associado 2
angiogénese ¢ ou cardiomiogénese. Objetivos: Avaliar os efeitos dos transplantes das CTM tratadas com doador de 6xido nitrico
(DEA/NO) em ratos Wistar infartados. Métedo: As CTM serio isoladas da MO de pacientes, com cardiomiopatia dilatada,
cultivadas e tratadas com DEA/NO. O infarto por ligadura da artéria descendente anterior serd realizado em 50 ratos Wistar
machos, com peso entre 350 e 400 gramas. A andlise ecocardiografica avaliard a FE, a drea sistélica (ASF) e diastélica final (ADF)
e o volume sistélico (VSF) e diastélico final (VDF). Os animais com FE inferior a 40% caracterizam a disfun¢io do ventriculo
esquerdo, sendo incluidos no estudo composto por seis grupos: animais sadios nao submetidos ao infarto, cirurgia simulada,
evolugio natural do infarto, infartado com transplante de meio, infartado com transplante de CTM e infartado com transplante
de CTM tratadas com DEA/NO. Um més apés o transplante serd realizada nova anilise ecocardiogrifica, eutanisia e andlise
histolégica do coracio por coloracio hematoxilina e eosina para contagem de vasos capilares. Resultados: Foi concluida a fase in
vivo do grupo cirurgia simulada (n = 10) com média de FE de 62,2%, ASF 0,591 mm, VSF 0,226 mL, ADF 1,08 mm, VDF 0,590
mL; no grupo evolucdo natural n = 06 a média da FE foi de 26,5%, ASF 1,02 mm, VSF 0,551 mL, ADF 1,23 mm, VDF 0,746
mL. Conclusio: O primeiro resultado da andlise ecocardiogrifica demonstra a diferenca entre animais nao infartados em relagio
aos infartados.
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RESUMO

Introdugdo: Os tratamentos teraputicos com células-tronco para o infarto agudo do miocardio (JAM) sdo estudados inicialmente em
modelos experimentais que mimetizam a doenca humana. O rato € um dos modelos mais utilizados. Ha varias descricbes de metodologias
de induc&o (IND) ao IAM sendo a toracotomia lateral esquerda com oclusdo da artéria coronaria (AC) a mais eficaz. E para a mensuragéo
da disfuncdo ventricular & realizada a ecocardiografia. Objetivos Avaliar os pardmetros ecocardiograficos em grupos controles criando um
banco de dados a ser utilizado em pesquisas futuras na terapia celular. Método: Este estudo foi aprovado pelo Comité de Efica em Uso
Animal da PUCPR (n°® 540). Cento e quarenta e seis ratos Wistar machos com quatro meses de idade foram utilizados neste estudo. Sete
dias apos a IND ao IAM os animais foram submetidos a primeira avaliacdo ecocardiografica (1°ECO) que mensurou a fracéo de ejecdo (FE),
area diastdlica final (ADF) e area sistdlica final (ASF). Dois dias ap6s os animais receberam injecdo de meio. Trinta dias apos a inje¢do os
animais foram submetidos a segunda avaliacdo ecocardiografica (2°ECQO). Os animais foram divididos em quatro grupos: Sadios (S) que
n&o foram submetidos a procedimento cirdrgico; Cirurgia Simulada (CS) que foram submetidos a cirurgia de IND ao IAM sem oclusdo da AC;
Evolugdo Natural (EM), com oclusdo da AC e FE <40%: Injecdo de Meio (IM), com oclusdo da AC e FE <40% que receberam injecédo de 200
uL de meio IMDM no miocardio. Resultados: Obteve-se 53,3% de sobrevivéncia a IND ao IAM, 45,4% apresentou FE <40%, o indice de
sobrevivéncia a IM foi de 83,3%. O grupo S (n=11) apresentou na 1°*ECO: FE de 56,2%, ASF 0,637 mm2 e ADF 1,059 mm2, 2°ECO: FE de
53,0%, ASF 0,692mm2 e ADF 1,123mm2. Grupo CS (n=14) apresentou na 1°ECO: FE de 61,6%, ASF 0,600mm2 e ADF 1,09mm2; 2°.ECO:
FE de 54,9%, ASF 0,699mm2 e ADF 1. 1dmm2. Grupo EN {n=11) apresentou na 1*ECO: FE de 27,9%, ASF 1.02mm2 e ADF 1.255mm2;
2*ECO: FE de 28,8%, ASF 1,14mm2 e ADF 1.40mm2. Grupo IM (n=153) apresentou na 1*ECO: FE de 27,9%, ASF 1.,05mm2 e ADF
1,28mm2; 2°ECO: FE de 27,7%, ASF 1,19mm2 e ADF 1,45mm2. Cenclusdo: O grupo CS demonstrou que o procedimento cirdrgico néo
influencia os pardmetros ecocardiograficos em relacsio ao grupo S. A andlise da IM em relacdo a EN demonstrou que a injec&o de meio ndo
promoveu alteracfes os pardmetros avaliados. Estes resultados permitiram a formag&o de um banco de dados para nossas pesquisas.

Palavras-chave: Modelo experimental. infarto do miocardio. ecocardiografia. fracéio de ejecdo.
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INSTITUICAO:N(cleo de Tecnologia Celular - Pontificia Universidade Catdlica do Parana

Introduction and Objectives: The therapeutic treatments with stem cells for acute
myocardial infarction (AMI) were first studied in experimental models that mimic human
disease. The rat is the most widely used animal model. There are several descriptions of
methods of induction (IND) of AMI. The ventricular dysfunction is measure by
echocardiography (ECHO). We evaluated the ECHO parameters in a set of control groups
to create a database to be used in future pre-clinical studies on cell therapy. Methods: This
study was approved by the Ethics Committee on Animal Use of PUCPR (No. 540). One
hundred forty six male Wistar rats four months of age were used for this study. Seven days
after IND of AMI the animals were submitted the 1st ECHO to measure the ejection fraction
(EF), end-diastolic area (EDA) and end-systolic area (ESA). Two days after the animals
received an injection of medium. Thirty days after injection the animals were submitted to
a 2nd ECHO. The animals were divided into four: healthy (H) did not undergo surgical
procedures; sham (SH) underwent surgery IND of AMI without occlusion of the coronary
artery (CA); natural evolution (NE), with occlusion of the CA and EF <40%; medium
injection (MI), with occlusion of the CA and EF <40% which received 200 pL of IMDM.
Results: 53.3% of the animals survived to IND of AMI and 45,4% presented EF<40%, the
survival index of the Ml was 83.3%. Echocardiographic parameters are described below:
Groups ECHO Parameters H (n=11) SH (n=14) NE (n=11) Ml (n=15) % EF 1 st
56,206+4,409 61,674+7,23 27,979+5,955 27,953+7,562 EF 2 nd 53,018+9,274
54,967+7,931 28,791+14,247 27,718%8,15 mm2 EDA 1 st 1,059+0,109 1,092+0,083
1,255+0,095 1,280+0,058 EDA 2 nd 1,123%+0,149 1,146+0,096 1,403+0,256
1,451+0,139 mm2 ESA 1 st 0,637+0,089 0,600+0,085 1,023+0,102 1,050+0,101 ESA 2
nd 0,692+0,161 0,699+0,111 1,148+0,305 1,194+0,200 Conclusion: The SH group
showed that the surgical procedure does not influence the ECHO parameters in relation to
the group H. The analysis of Ml compared to NE demonstrated that injection of medium do
not change the parameters evaluated. These results allow to establish a database for our
research. Financial Support: Fundacdo Araucaria No 416/2009.
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HISTOLOGICAL ANALISYS OF MYOCARDIAL INFARCTION IN WISTAR RATS

Barchiki F, Moura SAB, Capriglione LGA, Miyague NI, Miyague L, Suss PH, Brofman PRS
Introduction and Objectives: The rat can be used as an experimental model to study of the acute
myocardial infarction (AMI) by mimic the human disease. After the infarction, several
histological alterations occurs in the heart, beginning with the inflammatory process evolving to
the repair process. It is necessary to understand how is the morphology of the injured tissue to
determine whether the application of stem cell therapy promotes benefices ischemic tissue.
Methods: This study was approved by the Ethics Committee on Animal Use of PUCPR (No. 540).
We used 51 male Wistar rats (4 months of age). The animals were separated into four groups:
healthy (H) did not undergo surgical procedures; sham-operated (SH) underwent surgery
induction of AMI with no occlusion of the coronary artery (CA); natural evolution (NE), with
occlusion of the CA and ejection fraction (EF) <40%; medium injection (MI), with occlusion of
the CA and EF<40% which received 200 uL of IMDM. EF was evaluated seven days after the
induction. Two days after, the group MI received an injection of medium. Euthanasia was
performed 32 days following the evaluation of EF. The hearts were removed, fixed, dehydrated
and embedded in paraffin. Five micrometer sections were sliced and stained with
hematoxylin/eosin (H&E) and Masson’s trichrome (MT). Results: The EF was obtained: H
56,2%(+4,40) (n=11), SH 61,6%(x7,23) (n=14); NE 27,9%(%5,95) (n=11), MI 27,9%(£7,56)
(n=15). The groups H and SH show similar results by staining with H&E appearance of normal
heart muscle. The MT has marking for discrete regions of collagen fibers in the perimuscular
connective tissue. The groups infarcted (NE and MI) stained with H&E showed areas of repair by
replacement of the affected heart muscle by fibrous connective tissue. The staining for MT
revealed areas of intense replacement of myocardium by connective tissue rich in collagen fibers.
Conclusion: The morphological and functional evaluation of the group H allowed the
understanding of the values and normal aspects. The SH group demonstrated that the surgical
procedure did not cause morphological and functional changes. In groups NE and MI myocardial
infarction proved a tissue remodeling with death of cardiomyocyte replacement by fibrous
connective tissue with loss of contractile function of cardiac muscle. The injection medium did
not cause any alteration, demonstrating that it can be used as vehicle in the administration of cell
therapy.
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