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RESUMO

INTRODUCAO: Poucas publicaces sdo encontradas sobre infarto do
miocardio (IM) na infancia. O rato tem sido usado como modelo para estudo do
infarto em jovens. Estudo funcional mostra que a evoluc¢do do infarto do miocéardio
em ratos jovens pré-pubere é diferente dos ratos adultos. Assim como a evolucéo
funcional, o coracdo de ratos jovens pré-puberes deve apresentar recuperacdo
anatomopatoldgica diferente do rato adulto. OBJETIVO: Verificar se existe diferenca
anatomopatologica na evolucdo poés-infarto do miocéardio entre ratos jovens pré-
puberes e ratos adultos. METODO: Estudo experimental randomizado em |aminas
originadas de blocos parafinados, de fragmentos de corac¢6es de ratos pré-puberes e
adultos pos-infarto (grupo experimental) e pos-cirurgia simulada (grupo controle)
obtidas de necropsias de 7, 30, 60 dias apds o infarto. Nestas laminas foram
analisados os seguintes parametros: tamanho do infarto na microscopia, espessura
da parede livre do ventriculo esquerdo e septo ventricular, e laminas de fragmentos
de coracdo longe e proximo ao infarto ou cirurgia simulada para reacdo de
imunoistoquimica para anticorpos de investigacao do ciclo celular (PCNA) e reacéo
de imunoistoquimica para investigacdo para proteina contratii (HFF35).
RESULTADOS: O grupo de rato jovem pré-pubere infartado apresenta maior
espessura da parede livre do ventriculo esquerdo (p< 0,05) no momento 60 dias
guando comparado ao seu controle e ao grupo de rato adulto pés-infarto. Quanto a
reacdo de imunoistoquimica, encontramos no grupo rato pré- pubere infartado
expressao protéica (HHF35) mais intensa no momento sete dias longe do infarto
guando comparado ao seu controle (p=0,008).E quando comparado ao grupo rato
adulto aos 60 dias pos-infarto, o rato pré-pubere apresenta maior expressao protéica
proximo (p=0.042) e longe p=0,02 do infarto. Em relacdo a atividade proliferativa
(PCNA), o rato jovem pré-pubere apresenta proliferacdo celular aos sete dias
préximo ao infarto p=0,016 e aos 60 dias proximo p=0,016 e longe p=0,016 do
infarto quando comparado ao controle. O rato adulto pds-infarto, quando comparado
ao seu controle, apresenta maior expressao protéica (HHF35) longe do infarto aos
sete dias (p=0,017) e aos 60 dias (p= 0,022) e atividade proliferativa ( PCNA )
proximo (p=0.014) e longe (p= 0,014) do infarto aos 60 dias. CONCLUSOES: O
rato jovem pré-pubere infartado apresenta evolucdo morfologica diferente do rato
adulto infartado, com maior expressao proteica na evolugdo e precocidade na
proliferacédo celular. O rato adulto apresenta maior expresséo proteica e proliferacao
celular quando comparado ao seu controle.

Palavras-chave: Infarto do miocardio. Rato. Imunoistoquimica. Proliferacdo.celular
Hipertrofia



ABSTRACT

INTRODUCTION: Few publications can be found on myocardial infarction (MI)
among children. Mice have been used as a model for the study of MI in young
people. The functional study has shown that the evolution of myocardial infarction in
young prepubescent mice is different from that in adult mice. As well as the functional
evolution, the heart of young prepubescent mice must show anatomopathologic
recuperation different from that of adult mice. OBJECTIVE: To check if there is
anatomopathologic difference in the evolution of post myocardial infarction between
prepubescent young mice and adult mice. METHOD: Randomized experimental
study in slides originated from paraffin blocks with fragments of hearts of
prepubescent mice and adult mice (experimental group) and simulated post-surgical
(control group) obtained from necropsies corresponding to 7, 30 and 60 days post-
infarction. The following parameters were analyzed from the slides: size of infarction
in microscopy, thickness of the left ventricular free wall and the ventricular septum,
slides with heart fragments close and away from the infarction moment or simulated
surgery for immunohistochemical reaction to investigation cell cycle antigens (PCNA)
and immunohistochemical reaction to investigation contractile protein antigens
(HFF35). RESULTS: The group of young prepubescent infarcted mice showed
thicker left ventricular free wall (p< 0.05) when compared with its control group and
with the group of adult mice at 60 days post-infarction. Considering the
immunohistochemical reaction, protein expression (HHF35) was more intense in the
prepubescent infarcted mice group 7 days away from the infarction moment, when
comparing with its control group (p= 0.008). And when compared with the adult mice
group at 60 days post-infarction, the prepubescent mice show higher protein
expression (p=0.042) close to and p=0.02 away from infarction moment. Considering
proliferation activity (PCNA), young prepubescent mice show cell proliferation at 7
days pos-infarction (p=0.016) and at 60 days post-infarction (p=0.016) close to and
p=0.016 away from infarction, when compared with the control group. Post-infarcted
adult mice, when compared with its control group, show higher protein expression
(HHF35) away from infarction at 7 days (p=0.017) and at 60 days (p=0.022), and
proliferation activity (PCNA) close to (p= 0.014) and away from (p=0.014) from
infarction at 60 days. CONCLUSIONS: Young prepubescent infarcted mice show
different morphological evolution from that of adult mice, with higher level of protein
expression in evolution and early cell proliferation. Adult mice show higher level of
protein expression and cell proliferation when compared with its control group.

Key-words: Myocardial infarction. Mice. Immunohistochemical. Cell Proliferation.
Hypertrophy.
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1 INTRODUCAO

As doencas cardiovasculares sao as principais causas de morte nos
paises desenvolvidos ou em desenvolvimento. @

Nos Estados Unidos da América (EUA), as doencas cardiovasculares
representam a causa mais comum de morte, ocorrendo 600.000 6bitos a cada
ano. ® % Isso é similar no Brasil, onde estas doencas sdo responsaveis por
32% dos 6bitos e constituem a terceira causa de internacéo hospitalar.

O infarto do miocardio (IM) é considerado raro na infancia, porém estudo
tém demonstrado ser mais prevalente do que se acredita. ¥

Na populacéo infantil o IM ndo acontece habitualmente como na idade
adulta. As causas mais comuns sao embolias, doencas congénitas da artéria
corondria, pds-operatério de cardiopatias congénitas e doenca de Kawasaki. ¥

Também s&o causas de infarto do miocérdio nessa faixa etaria o uso de
cocaina por adolescentes, trauma toracico, transplante cardiaco, miocardite,
doenca vascular do colageno, homocisteinuria, sindrome nefrética, linfoma,
infarto do miocardio subendocardico idiopatico, progeria, pseudoxantoma
elastico, mucopolissacaridoses, doenca de Fabry, alcaptondria, sindrome de
Huler e doenca de Pompe. A dislipidemia familiar, etiologia importante de
doenca coronariana do adulto, pode levar ao infarto do miocardio antes dos 20
anos de idade.

No periodo neonatal pode-se encontrar Infarto do miocardio por
hipoxemia severa, coagulacdo intravascular disseminada, trombose de artéria
renal e sepsis. V)

Fatores de risco para doencas cardiovasculares estdo presentes desde
o periodo fetal e continuam ao longo de todo curso da vida. Quando o ambiente
intrauterino é desfavoravel, o feto pode apresentar retardo do crescimento ou
macrossomia, e estas condi¢des clinicas foram associadas ao desenvolvimento
tardio de diabetes, doenca cardiovascular, dislipidemia e hipertensao arterial.
Além disso, as mudancas de estilo de vida e habitos alimentares vém tornando
as criancas obesas e sedentarias, levando a maior risco de evento

cardiovascular precoce.
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A origem andémala da artéria coronaria esquerda do tronco da artéria
pulmonar é a doenga coronariana congénita mais frequente. A baixa pressao
sanguinea na artéria pulmonar e a menor saturacdo de oxigénio ocasionam
isquemia miocardica e infarto. Apds tratamento cirdrgico, as criancas
apresentam evolucao favoravel com recuperacéo da funcéo ventricular.®®

O mecanismo da melhora da funcéo cardiaca em jovens ainda nédo esta
bem esclarecido na literatura. Anversa, et al. produziram infarto do miocardio
em ratos Wistar com idade de 80 dias, e ap0s estudo morfolégico 40 dias apos
o infarto, observaram que apenas por hipertrofia o coracdo seria incapaz de
retornar a funcdo adequada. Levantaram a hipétese de que o coracdo sendo
submetido a grande estresse pode desencadear a regeneragédo celular como
mecanismo auxiliar de compensac&o."”

Sugere-se na literatura que a evolucdo do infarto do miocardio no rato
jovem é diferente da do rato adulto, pois foi observado maior infiltrado
inflamatorio nos ratos jovens, e nos ratos mais velhos o edema persiste por
mais tempo e ocorre o actimulo de substancias como mucopolissacarideos.®

Pabis, FC, em sua Dissertacdo de Mestrado na Pontificia Universidade
Catdlica do Parana, observou, por meio de estudo ecocardiogréfico, melhora
da fracdo de ejecdo nos ratos jovens infartados em relagdo ao grupo controle,
piora da fracdo de ejecdo dos ratos adultos em relacdo aos animais controle,
melhora da fracdo de ejecdo dos animais jovens infartados em relacdo aos
adultos infartados.  Nesse estudo, os animais jovens foram analisados com
idade inferior a 60 dias.

Na literatura consultada, os ratos considerados jovens nos estudos
encontravam-se com idade igual ou maior que 2 meses. Os ratos atingem a
puberdade com 50 + 10 dias, sendo considerados adultos, pois se encontram
aptos & reproducao.’? Portanto, todos os ratos dos estudos consultados, com
a denominacédo de jovem, eram animais adultos, com excecdo do trabalho de
Pabis et al. em que os animais eram pré-pubere.

Como néo existem outros trabalhos de infarto em animais pré-puberes
na literatura, este estudo foi elaborado para analisar por meio da anatomia
patolégica os coracdes dos ratos utilizados no trabalho de Pabis et al.

Provavelmente a melhora funcional dos coracdes de ratos jovens pré-puberes
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em comparacdo com o0s ratos adultos pode estar associada a uma

diferenciacdo anatomopatolédgica entre estes dois grupos.
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2 OBJETIVO

2.1 GERAL

- Analisar alteracdes anatomopatolégicas de coracdes com infarto do
miocardio em ratos jovens pré-puberes e adultos.

2.2 ESPECIFICO
-Testar a hipotese de que existe diferenca na evolucéo da hipertrofia e

ou hiperplasia do ventriculo esquerdo pés-infarto entre ratos pré-puberes
e ratos adultos.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 O CORACAO DO RATO

O coracao do rato cresce por hiperplasia das células no periodo fetal e
apresenta desenvolvimento rapido, com inicio das contracdes na metade do
periodo gestacional. Se for submetido a sobrecarga de volume durante a
gestacao, apresentara maior nimero de células ao nascimento. ¥

O aumento de células ocorre mais no periodo fetal e neonatal, com a
taxa de proliferacdo celular cardiaca em torno de 17% no final da gestacéo,
13% no primeiro dia de vida e 0,2% no adulto.*?

Ao nascimento ocorre mudanca da anatomia, fisiologia e bioquimica do
coracdo, o que leva a mudanca da principal forma de crescimento, passando
da forma hiperplasica para hipertréfica.®3-04

Nos primeiros onze dias ap0s 0 nascimento ocorre grande aumento de
miofibrilas, mitocondrias e sistema reticulo endoplasméatico com perda da
matriz citoplasmatica, sendo detectado aumento de 100% de miocitos no
ventriculo esquerdo. Os midcitos aumentam em sec¢do transversa e em
volume celular por nucleo e dobram em comprimento. Observa-se aumento de
6,2 vezes nNo peso e apenas 2,7 vezes na espessura da parede.(13)

A forma hipertréfica leva as células musculares a mudar da
orientacdo longitudinal para transversal, sendo que o tamanho maximo do
cardiomiécito é alcancado com a maturidade do animal."® O aumento da
massa cardiaca acontece por acumulo de proteinas contrateis, moléculas de
adesdo e filamentos intermediarios.™

Evidéncias sugerem que em coracdo de ratos os cardiomidcitos
possuem capacidade de replicacdo e sao substituidos lentamente durante toda

a vida, porém em taxa menor que as perdas por morte ou apoptose. ¢
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3.2 INFARTO DO MIOCARDIO

O IM ocorre quando o suprimento sanguineo é interrompido. ¢

O coragdo infartado pode ser dividido em trés regides: a area infartada, a
zona de transicdo e a zona remota. Na area infartada ocorre migracdo de
células inflamatorias, proliferacéo de fibroblastos com depdsito de colageno e,
posteriormente substituicdo do tecido necrético por fibrose, levando ao
afilamento da parede cardiaca e mudanca do formato do ventriculo esquerdo.
Dependendo da espécie animal, pode durar dias ou meses, em humanos este
processo acontece entre dois e trés meses.®”

Na regido ndo infartada, desenvolve-se hipertrofia compensatéria, com
aumento do tamanho dos cardiomiocitos. Na zona de transicdo ocorre 0
deslizamento dos cardiomiécitos para a zona de necrose.®”

Estudos em rato, carneiro e cultura de células miocéardicas isoladas
demonstram que os cardiomiécitos imaturos mantém a capacidade de
replicagdo, enquanto os cardiomidcitos em estado adulto teriam apenas na
hipertrofia um meio de aumentar a massa cardiaca.®®

Os cardiomidcitos de ratos adultos ndo estédo totalmente diferenciados,
podendo, portanto, o coracdo de adulto apresentar regeneracéo 2% Supge-
se que o coracdo de mamiferos é constantemente renovado, e a demonstracao
de 11 ndcleos exibindo mitose por milhdo de células ou 59.000 ndcleos no
ventriculo esquerdo de coracdo em insuficiéencia cardiaca, indica que a
identificagdo da mitose é dificil, e, de acordo com estimativa, 10% de novos
miécitos seriam gerados no periodo de um ano.®*?

Apos lesdo isquémica no ventriculo direito de camundongos das espécies
MRL e C57BL/6 (B6), as dimensdes do ventriculo direito retornaram ao normal
em trés meses e com 60 dias apds a injuria, os animais da espécie B6
apresentaram indice mitético de 1-3% enquanto os da espécie MRL
apresentaram 10-20%, demonstrando que o indice mitético pode ser diferente
entre espécies.®®

Avaliando as consequéncias do infarto do miocardio seguido de
reperfusdo em ratos adultos jovens e adultos velhos observou-se que os
animais velhos tém diminuicdo da capacidade oxidativa da mitocondria e maior

fragilidade da membrana celular.®®
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Gold et al, observaram que 0s animais jovens apresentam maior area
de infarto apés ligadura cirargica da artéria coronaria esquerda do que os
animais adultos, entretanto, na evolugéo, 0s animais jovens apresentam menor

taxa de insuficiéncia cardiaca e mortalidade.®?

3.3 O REMODELAMENTO VENTRICULAR

O remodelamento ventricular é definido como mudanga do formato
natural do coracéo, tanto na area afetada como na nao afetada pela injuria,
causando alteracdes estruturais e funcionais®”: ¢34

E um processo dinamico e tempo dependente ¥, podendo ser
consequéncia do infarto do miocéardio, ou fisiolégico como acontece na
crianca.®?

Na resposta ao infarto do miocardio ocorre uma sequéncia de eventos
como mudancgas estruturais e da composi¢cédo do coracao. Neste processo sao
envolvidos sinalizagdo hormonal, processo inflamatério, remodelamento da
matriz  extracelular e  processo adaptativo dos  cardiomiocitos
remanescentes.®®@®  Em torno de 72 horas apés o infarto do miocardio, o
coracdo como um todo estd em remodelagdo, tendo ocorrido dilatagdo
ventricular com alteragdo da forma e desencadeamento de hipertrofia das
areas nao infartadas.?

Experimentalmente, a inibicdo da apoptose e necrose do midcito em
modelos de cardiopatia isquémica atenua a dilatagéo ventricular e a hipertrofia
reativa da parede, demonstrando que a morte celular é crucial no

remodelamento ventricular. ¢”

3.4 O CICLO CELULAR

O ciclo celular é dividido em fase M, em que ocorre a divisdo do nucleo,
e a interfase, que € o periodo de atividade celular. A interfase é dividida em trés
fases G1, S e G2.%®

A proliferacdo da célula é regulada na fase G1, chamada ponto de

restricio. Nesta fase o ciclo celular pode ou ndo seguir em frente na
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dependéncia da presenca ou auséncia de fatores de crescimento. Se as
células ficam bloqueadas entram num estagio inativo denominado GO em que
ndo ocorre proliferacdo.®

Na fase S ocorre a sintese de proteinas e na fase G2 continua a sintese
de proteinas e ha inicio da mitose.”

Na fase M ocorre ruptura da membrana nuclear, condensagcédo dos
cromossomos, alinhamento equatorial, replicacdo da cromatina, formacéo de
dois nlcleos separados e divisdo do citoplasma.®”

Em camundongos ocorre hiperplasia na vida fetal e imediatamente apos
0 nascimento da-se a formacdo dos cardiomiécitos binucleares sem diviséo,
ocorrendo apenas aumento da massa contratil.®Y A binucleacdo do
cardiomiocito € considerada um marcador precoce de crescimento hipertréfico
e pode ser resultado da mitose sem citocinese.®?

Em estudos de miocardiopatia dilatada e infarto do miocéardio em ratos
observou-se, nos que apresentavam insuficiéncia cardiaca moderada a grave,
replicacéo de cardiomidcitos. 27 33

Os mecanismos do ciclo celular ainda ndo foram totalmente elucidados,
podendo existir mecanismos naturais que impe¢am a regeneracdo miocardica

por inibig&o de alguma fase do ciclo celular.29:(4

3.5 APOPTOSE

E um mecanismo programado para eliminar excesso celular ou células
somaticas lesadas, por isso denominado morte celular programada.®®

Estudos tém demonstrado que os cardiomiécitos apresentam apoptose
na isquemia, sobrecarga hemodinamica e falha cardiaca. Em resposta a
isquemia do miocardio, a apoptose frequentemente precede a necrose, e a
inibicdo da apoptose por uma variedade de intervengfes pode resultar em
infarto menor. 9"

Na apoptose o DNA cromossomal esta fragmentado, a cromatina
condensa e 0 nucleo se dissolve em pequenos pedacos, a célula diminui de
volume e dissolve-se em fragmentos que sdo fagocitados por histiocitos
(macrofago fixo), sendo estas células removidas do tecido sem inflamacgéo. Ja

na morte celular por injaria ocorre aumento de volume, lise e liberacdo do
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contelido celular levando & inflamacdo. @9 Estudos sugerem que os
cardiomidécitos sdo substituidos em taxas menores apdés perda por morte ou

apoptose.28)
3.6 HIPERTROFIA

Nos ratos a hipertrofia pds-infarto ocorre em grau importante nos trés
primeiros dias.?” O aumento de volume dos miécitos pode chegar a 70% no
diametro transverso, sendo 0 aumento no comprimento controverso!"¢:(39.(40)
bem como o comprimento da fibra, quando comparado com outras
dimensoées.®!

Estudos de morfometria sugerem que o remodelamento ventricular
estaria em funcdo principalmente da modificacdo dos cardiomiécitos e da
adicdo de novos cardiomiécitos em série.“?

A perda de células contrateis do coracdo desencadeia uma série de
reacoes cardiacas, com o intuito de compensar a perda da massa ventricular, o
miocardio fica submetido a sobrecarga de volume e pressédo, e este aumento
seria 0 responsavel pelo estimulo para a célula reentrar no ciclo celular®” e
(ou) desencadear a hipertrofia nas areas nao infartadas, dependendo da fase
de desenvolvimento em que se encontra o coragéo.™?

Esse evento levaria a ativacdo de mecanismo para sintese rapida de
elementos contrateis, chegando a aumento de 28% no tamanho dos
cardiomociotos; com esta hipertrofia hd diminuicdo do estresse da parede

ventricular.®

3.7 HIPERPLASIA

No rato a sintese de DNA e divisdo mitética dos cardiomiécitos pos-
infarto do miocardio sdo aparentes, tendo sido detectada hiperplasia em ratos
com hipertenséo prolongada.“”

Nos ratos, os cardiomiocitos binucleados aumentaram em 34,5 vezes
no ventriculo esquerdo e 22,6 vezes no ventriculo direito entre 0 primeiro e o

11° dia pés-natal.*®
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Nos primeiros quatro dias ap0s 0 nascimento, o crescimento do
coragao no rato se faz por hiperplasia, ocorrendo transicao entre seis a 14 dias
e ap6s isto, o crescimento ocorre por hipertrofia.*V

No desenvolvimento do coracdo de ratos, devido a mudancas
hemodinamicas ocorridas ao nascimento, ha maior proliferacdo de miéciotos no
ventriculo esquerdo, provavelmente pela sobrecarga hemodinamica imposta a
este, levando bom desempenho ao musculo do ventriculo esquerdo.“?

Estudos demonstram a ocorréncia de hiperplasia apdés agravo
isquémico, porém com capacidade limitada, ndo sendo, portanto, suficiente

para restaurar a funcéo cardiaca. 473)(44).(45)

3.8 REGENERACAO MIOCARDICA

Existem controvérsias sobre regeneracdo miocardica, porém tem-se
demonstrado que células sdo continuamente repostas formando jovem
populacdo de midcitos, bem como células endoteliais. A questdo fundamental &
se a regeneracao ocorre em adulto ou é restrita a vida pré-natal.“?

Estudo de proliferacdo celular com PCNA em doenca cardiaca em
adultos chegou a conclusédo que o miocardio pode aumentar o DNA e renovar
ou reparar-se. ©?

Ha possibilidade de que exista uma célula multipotente no coracéo e
parece ter habilidade para gerar novo miocardio independente da funcéo
celular, podendo promover a formagédo de vasculatura coronariana e miécitos

funcionalmente competentes.“*

3.9 METODO DE PESQUISA EM CELULAS CARDIACAS

3.9.1 Investigagéo das Proteinas Contrateis

O HHF-35 é um marcador policlonal que tem boa atividade em
coracOes de rato. Este marcador cora as fracdes alfa e gama da actina.
A alfa-actina sarcomérica € uma das precursoras na estrutura das

miofibrilas.*®
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Tanto a alfa-actina sarcomérica cardiaca como a esquelética estéo
presentes no coracdo de ratos jovens, sendo que no coragédo de rato adulto
predomina a alfa-actina sarcomérica cardfaca.“®

Durante periodos de rapido crescimento como no crescimento
fisiolégico e hipertrofia cardiaca, ha necessidade da alfa-actina esquelética. "

A miofibrilogenese e a reorganizacdo da contratilidade podem ser
consideradas processos adaptativos e estes estdo presentes na hipertrofia do
coracao, e a imunoistoquimica tem significante contribuicdo no esclarecimento

do mecanismo celular deste processo.*®

3.9.2 Investigacao do Ciclo Celular

Como os cardiomidcitos perdem sua capacidade de proliferacdo apos
0 nascimento, a resposta ao crescimento, lesédo ou carga de trabalho faz-se por
meio da hipertrofia de cardiomiécitos maduros, assim a diferenciagcéo destes os
retira permanentemente do ciclo celular. Entretanto, a visdo que o0s
cardiomidcitos ndo podem entrar no ciclo celular tem sido contestada. ¢448-49)

Para identificacdo da atividade mitotica dos cardiomidécitos, dispde-se
de métodos diretos e indiretos para andlise da sintese de DNA no ciclo celular.
O meétodo do PCNA (proliferating cell nuclear antigen) € meétodo indireto,
detecta a atividade celular nas fases do ciclo em que ocorre mitose, corando o
nicleo das células em proliferacdo.®® O PCNA é um antigeno da proteina
assessoria, co-fator da polimerase beta necesséria para sintese de DNA, que é
vital para a replicacdo celular nos mamiferos.“*"(43):G0)

O PCNA tem sido usado em pesquisas como a de Anand et al., que
demonstrou como a atividade deste diminuiu gradativamente nos coracdes de
ratos da fase gestacional para a neonatal e, ainda mais para a fase adulta,

demonstrando uma queda na taxa de proliferacdo com a idade.“?
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4 METODO

4.1 DELINEAMENTO DO ESTUDO

Para a realizacdo desta pesquisa, delineou-se um estudo experimental
com coracdes de ratos jovens pré-puberes e adultos pés-infarto (grupo
experimental) e pods cirurgia simulada (grupo controle), para avaliacédo
morfométrica e imunoistoquimica.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da
Pontificia Universidade Catélica do Parana (registro na CEUA/PUCPR n° 373
com a denominacéo de “Estudo anatomopatolégico comparativo pos infarto do

miocardio em ratos jovens e adultos”.

4.2 AMOSTRA

Foi composta por 68 laminas originadas de blocos parafinados de
fragmentos de coracdes de ratos jovens pré-puberes e adultos pés-infarto
(grupo experimental) e pds cirurgia simulada (grupo controle) e nove laminas
de blocos multiamostrais (TMA) longe e préximo do infarto ou cirurgia simulada

para reacao de imunoistoquimica.

4.3 LOGISTICA DO ESTUDO

As pecas anatomicas deste estudo foram obtidas de um projeto
experimental original com ratos jovens pré-puberes e adultos submetidos ao
infarto do miocéardio por meio de ligadura cirargica da artéria coronaria
esquerda.

Para a realizacdo desse projeto de pesquisa desde o seu inicio, foram
utilizados 168 ratos machos (Rattus Norvegicus Albinus Rodentia Mammalia),
da linhagem Wistar, provenientes do Instituto de Tecnologia do Parana .

Os animais foram divididos em dois grupos: O grupo jovem,
denominado grupo J, composto por 35 animais com idade inicial de 28 dias, e 0
grupo adulto, denominado grupo A, composto por 37 animais adultos com
idade inicial de 153 dias.
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A definicdo de rato jovem pré-pubere foi a mesma utilizada como rato
jovem no estudo de Pabis et al.,, que consideraram os ratos adultos quando
atingem a idade entre 50 a 60 dias, @ ®Y sendo considerados jovens pré-
puberes os animais com idade inferior a 60 dias.

Cada grupo foi subdividido em dois subgrupos: subgrupos infartados,
denominados J1 para os ratos jovens e Al para os ratos adultos. Cada
subgrupo foi composto de 22 e 24 animais, respectivamente. Os subgrupos
controles, denominados J2 para os ratos jovens e A2 para ratos adultos, foram
compostos por 13 ratos cada. Os animais foram identificados adequadamente
com um numero inscrito na cauda, no dia da realiza¢é@o do ato cirargico.

Os animais dos subgrupos J1 e Al foram submetidos a ligadura
cirdrgica da artéria coronaria esquerda para inducdo do infarto do miocardio
com idades de 28 dias e 153 dias, respectivamente. Nos subgrupos controles
(subgrupos J2 e A2), os animais foram submetidos a operacao simulada (sham
operation), com abertura do torax, do pericardio e posterior fechamento do
térax, sem ligadura da artéria coronaria.

Todos os animais foram submetidos a estudo ecocardiografico para
analise da evolucdo funcional do infarto do miocardio em ratos jovens e
adultos. O estudo ecocardiogréfico foi realizado com 7, 30 e 60 dias ap0s o
infarto do miocardio. Nesses periodos do estudo alguns animais foram
eutanasiados apos selecao por sorteio, 0s quais constituiram a amostra deste
estudo.

Sete dias apos a realizacdo do infarto do miocéardio, todos os animais
foram submetidos ao estudo ecocardiografico. Os ratos com fracdo de ejecao
maior que 40% foram excluidos, assim como 0s animais com anomalias
estruturais do coragdo, morte ndo programada durante o estudo e problemas
de identificagéo.

Os resultados do estudo ecocardiografico compuseram a Dissertacéo
de Mestrado do Dr. Francisco Pabis que foi apresentada nesta Instituicao.

Todos os animais receberam cuidados em concordancia com o0s
“Principios de Cuidados com Animais de Laboratério”, formulado pela
Sociedade Nacional de Pesquisa Médica e Guia de Cuidados com Animais de

Laboratério, preparada pela Academia Nacional de Ciéncias e publicado pelo
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Instituto Nacional de Saude, segundo os principios do Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA, 1999).

4.4 VARIAVEIS ESTUDADAS

Neste estudo foram analisados 0s seguintes aspectos: 1) peso coracao e
relacdo peso coragcao/peso corporal (dados previamente coletados); 2)
espessura das paredes do ventriculo esquerdo; 3) tamanho do infarto na
microscopia que foi classificado em tipo | e II; foi denominado tipo | o que
atingia acima de 25% da area total do ventriculo esquerdo, e tipo Il quando
menor que 25%; 4) Imunohistoquimica para indice proliferativo (PCNA) e

proteinas contrateis (HHF-35).

4.5 AVALIACAO MORFOMETRICA

Todos os animais foram submetidos a eutandsia e seus coracdes
retirados para analise morfométrica .

Cada um dos coragcbes foi seccionado em quatro partes no sentido
coronal, sendo uma do apice, uma da base e duas fatias coronais da por¢éo
média. Os quatro fragmentos foram montados em um uUnico bloco de parafina
para posterior retirada dos niveis de cortes histologicos.

De cada bloco parafinado foi realizada uma lamina com os quatro
fragmentos ja citados, corados com solu¢édo de H&E para anélise morfométrica.

Os exames foram realizados em microscopio optico (Olympus®RX50)
(figura 20) acoplado a uma camera de video, que captura a imagem digital a
um computador com programa de analise de imagens (digitais Image Pro-plus -
Média Cybermetics, Silver Spring, Mayland, USA). Para o estudo dessas

laminas, utilizou-se objetiva de 4x.
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Figura 1 - Microscopio 6ptico Olympus® RX 50 utilizado
Fonte: A Pesquisadora

As laminas obtidas foram avaliadas pela patologista que verificou o
tamanho do infarto pela microscopia, e depois foram realizadas 30 medidas do

septo e da parede livre do ventriculo esquerdo em todas as laminas.

Figura 2 — Corte histolégico de parede livre do VE
objetiva quatro vezes
Fonte: A Pesquisadora
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4.5 AVALIACAO IMUNOISTOQUIMICA

Apbs leitura das laminas em relacdo a morfometria, foi dado inicio a
confecgdo de blocos multiamostrais ou Tissue Microarray (TMA). Esta consiste
na montagem de blocos de parafina com multiplas amostras, para confeccéo
de laminas histologicas a fim de realizar técnicas imunoistoquimicas.

As laminas ja confeccionadas para a morfometria foram dirigidas ao
patologista, para observa-las e proceder a localizacdo de regides
representativas do infarto do miocéardio, bem como de regifes distante dele,
sendo que estas &reas foram marcadas com caneta de retroprojecdo. Por
meio do sistema de espelho, a lamina marcada foi utilizada para localizacao
das mesmas regides nos blocos de parafina (blocos-doadores).

As &reas marcadas nesses blocos foram puncionadas com punch para
a construcéo de blocos multiamostrais (TMA) ou blocos-receptores.

Para que as amostras de TMA fossem posteriormente localizadas no
bloco-receptor, conforme sua identificacéo inicial, foi confeccionado um mapa
que serviu de apoio, do tipo plano cartesiano, onde as colunas foram
identificadas com as letras A, B,C e D (duas amostras por caso), e as linhas,
com nuameros que variaram entre 1 e 4 ou 5, representando os casos do
grupo.

Uma vez montado o mapa, os blocos-doadores foram organizados na
bancada anexa aquela da confec¢do do bloco-receptor, conforme o mapa, da
forma que foram utilizados em sequéncia, para montagem do bloco-receptor
final.

Esse processo de organizacdo minimizou possiveis erros na localizacéao
das amostras durante a montagem do bloco-receptor. Utilizando-se de um
punch de 3mm pré-aquecido foram retiradas amostras do bloco-doador, que
foram inseridas numa caixa identificadora para depois ser montado o bloco-
receptor.

As duas amostras retiradas de um bloco-doador foram colocadas no

bloco-receptor, conforme este mapa. Foram confeccionadas nove TMAS
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denominados M1, M2, M3, M4, M5, M6, M7, M8, M9 com trés a dez casos
cada; em cada TMA do estudo foram colocadas duas amostras, area infartada

e nédo infartada, para cada caso, conforme figura abaixo

Figura 3 — Blocos de TMA
Fonte: A Pesquisadora

Apés a confeccdo do bloco-receptor foram feitas as laminas para a

realizacdo das provas imunoistoquimicas.
Na técnica padrao da imunoistoquimica foram utilizados os anticorpos primarios,

seguindo as suas caracteristicas de andlise, conforme segue.
1) Para estudo do ciclo celular:
Antiantigeno nuclear de proliferacdo celular = PCNA (Dako®): reage
com o antigeno nuclear de proliferacédo celular (PCNA), onde cora o
nacleo de células proliferativas (em fase de mitose) em todos os

tecidos humanos;
2) Na analise de proteina contratil:

Antiactina muscular - HHF 35 (Dako®): a qual € capaz de marcar a
fracdo gama e alfa da actina em células musculares lisas, estriadas
esqueléticas e cardiacas.

Para a leitura das laminas de imunoistoquimica, tendo em vista que as

amostras obtidas por TMA sé&o circulares, estas foram divididas em cinco
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campos no caso de HHF-35 e trés campos no PCNA, e analisados de maneira
guantitativa (simples ou morfométrica).

Tais métodos de leitura levaram em conta a especificidade de
cada anticorpo e sua expressao no tecido estudado.

4.5.1 Método de Leitura do Anticorpo de Investigacdo de Proteina Contratil

O HHF35 é um marcador citoplasmatico que cora a fracdo alfa e gama
da actina, que constitui os sarcobmeros musculares.

Para a leitura deste foi realizada a morfometria. Este método detecta a
intensidade da cor e a converte numa medida de &rea, tendo como unidade o
micrometro. Utilizou-se a microscopia 6ptica, objetiva com aumento de 200
vezes, microscopio binocular marca Olympus® modelo BX50, acoplado a um
computador marca DELL® onde se encontra instalado o software Image Pro
PluS® para realizagdo da analise.

A partir da digitalizacdo da imagem do campo o software, tendo como
referéncia uma cor padronizada pelo observador, que no caso da
imunoistoquimica é o castanho, calcula a area da amostra, que apresenta
aguela cor referente. Esta fase da pesquisa foi realizada por um observador,
gue analisou cada lamina sem o conhecimento do grupo amostral e do

anticorpo utilizado.

Figura 5 — Corte histoldgico do anticorpo HHF35
Aumento 20 vezes
Fonte: A Pesquisadora
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4.5.2 Método de Leitura do Anticorpo de Investigagéo do Ciclo Celular

As laminas do anticorpo PCNA foram analisadas por meio do método
guantitativo simples, tendo em vista as suas caracteristicas. O PCNA é um
anticorpo, cujo sitio marcador € o nucleo celular e sua funcdo é corar células
proliferativas em fase de mitose, por isso realizou-se a contagem dos nucleos
com muito cuidado observando as caracteristicas do cardiomidcito. Utilizou-se
a microscopia Optica, objetiva com aumento de 400 vezes, microscopio
binocular marca Olympus® modelo BX50, acoplado a um computador marca
DELL® onde se encontra instalado o software Image Pro PluS® para
realizacdo da analise.

Figura 4 — Corte histolégico do anticorpo PCNA
Aumento 40 vezes
Fonte: A Pesquisadora
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4.6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos no estudo foram expressos por médias, medianas,
valores minimos e maximos e desvios padrao.

Para a comparacado de grupos independentes foi usado o teste t de
Student para amostras independentes, levando-se em consideracdo a
homogeneidade das variancias, ou para a comparagdao de dois grupos em
relacdo as variaveis do estudo, foi considerado o teste ndo-paramétrico de
Mann-Whitney.

Para a comparacédo de trés grupos foi usado o teste ndo-paramétrico de
Kruskal-Wallis.

Valores de p<0,05 indicaram significancia estatistica.

Os dados foram organizados em planilha Excel e analisados com o
programa computacional Statistica v.8.0.
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5 RESULTADOS

Foram utilizados 68 coragbes de ratos, sendo 33 coragbes de ratos
pré-puberes que iniciaram o estudo com idade de 28 dias e 35 coracdes de
ratos adultos que iniciaram o estudo com idade de 153 dias.

Compuseram o0 grupo pré-pubere 20 coracdes infartados e 13
coragOes controle e o grupo adulto 23 coracdes infartados e 12 coragdes

controle.
5.1 PESO CORPORAL X PESO DO CORACAO

Observou-se diferenca no peso corporal no grupo pré-pubere infartado
30 dias em relagdo ao seu controle p=0,003 e peso do cora¢cdo no grupo pre-
pubere infartado sete dias quando comparado ao seu controle p=0.048,
demonstrados na Tabela 1.

Tabela 1- Distribuicdo e comparac¢éo do peso corporal e do peso do coracdo em gramas
nos grupos adulto e pré-pubere infartados e seus controles

| Controles | p*

| n | Infartados | n
7 dias 8 176,49+37,74 4  206,44+22,66 0,283
30 dias 9 265,34+8,72 4  312,33+17,37 0,003
Peso corporal —
pré-pubere 60 dias 5 314,92435,82 5 332,6+28,32 0,421
7 dias 9 335,92+21,39 3  365,99+20,71 0,100
Peso corporal - _ 30 dias 8 357,56+19,31 3  381,81+23,69 0,194
adulto 60 dias 7 388,46+27,46 7  355,62+48,19 0,128
7 dias 8 0,96+0,15 4 1,34+0,45 0,048
Peso coracdo — _ 30 dias 9 1,1+0,14 4 1,15+0,09 0,604
pré-pubere 60 dias 5 1,3440,1 5 1,38+0,37 0,310
7 dias 9 1,34+0,21 3 1,16+0,12 0,145
Peso coragdo - _ 30 dias 8 1,49+0,23 3 1,29+0,1 0,085
adulto 60 dias 7 1,37+0,18 7 1,18+0,27 0,209

Legenda: (g): grama
(*) Teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney, p<0,05.

5.2 TIPO DE INFARTO DO MIOCARDIO

O infarto foi classificado por meio da microscopia em tipo | e tipo Il. No
grupo adulto e pré-pubere sete dias pos-infarto, a incidéncia foi de 25% de

infarto tipo | (ambos com dois casos) e tipo Il 75% (ambos com seis casos). No
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grupo adulto e pré-pubere 30 dias poés-infarto, 12,5% de infarto tipo | (ambos
com um caso) e 87,5% de infarto tipo Il (ambos sete casos). No grupo adulto e
pré-pubere 60 dias pos-infarto, 100% de infarto tipo Il (sete e quatro casos

respectivamente).
5.3. ANALISE MORFOMETRICA

As analises da espessura do septo ventricular e parede livre do
ventriculo esquerdo dos ratos pré-pubere e adulto infartado, bem como seus
controles estdo demonstradas na tabela 2.

Tabela 2 - Distribuicdo e comparacdo das espessuras do septo ventricular e da parede livre do
ventriculo esquerdo em micrdmetros nos grupos adulto e jovem infartado e seus

controles
| n| Infatado | n | Controle | P*

Septo 7 dias 8 1809,84+279,18 4 2209,81+280,40 0,073
interventricular — 30 dias 8  2286,70+569,87 4 1984,65+613,34 0,368
pré-pubere 60 dias 4 2862,54+81,20 5 2470,45+479,47 0,413
Septo 7 dias 8 2930,49+842,84 3 2318,93+933,22 0,497
interventricular - 30 dias 8 2367,51+528,98 4 2831,96+263,13 0,154
adulto 60 dias 7 2056,44+855,26 5 2582,84+810,89 0,530
7 dias 6  2320,23+666,46 4 2848,11+718,98 0,476

30 dias 7  2485,43+613,34 4 2572,14+706,20 1
PLVE- pré-pUbere 60 dias 4 4555,79+646,83 5 3006,11+406,05 0,016
7 dias 6 3345,72+884,60 3 3577,91+1184,47 0,905
30 dias 6 3049,64+689,42 4 3541,60+187,07 0,171
PLVE- adulto 60 dias 6  2642,41+855,26 5 3119,390+850,63 0,429

(*) Teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney, p<0,05
Legenda: PLVE- parede livre do ventriculo esquerdo

N&o se encontra diferenca entre o grupo adulto infartado e seus
respectivos controles com sete, 30 ou 60 dias pés-infarto. Quanto ao grupo pré-
pubere, observa-se aumento da espessura da parede livre do ventriculo
esquerdo 60 dias pés-infarto quando comparado ao seu controle.

As evolucdes das espessuras do septo interventricular e da parede
livre do ventriculo esquerdo do grupo adulto em relacdo ao seu controle estado

demonstradas na Figura 6 e 7.
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Figura 6- Média da espessura do septo ventricular em micrdmetros
no grupo rato adulto pés-infarto e seu controle.
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Legenda: PLVE- parede livre do ventriculo esquerdo.

Figura 7- Média da espessura da parede livre do ventriculo esquerdo
em micrOmetro no grupo rato adulto pés-infarto e seu controle.

33



34

As evolucdes das espessuras do septo ventricular e da parede livre do
ventriculo esquerdo no grupo rato pré-pubere pds-infarto e seu controle estédo
demonstradas nas figuras 8 e 9.
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Figura 8- Média da espessura do septo ventricular em micrdmetros
no grupo rato pré-pubere e seu controle.
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Legenda: PLVE - parede livre do ventriculo esquerdo

Figura 9- Média da espessura da parede livre do ventriculo esquerdo em
micrémetro no grupo rato pré-pubere e seu controle
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No grupo pré-pubere 60 dias pés-infarto, ocorreu maior espessura da
parede livre do ventriculo esquerdo no subgrupo infartado p< 0,05.

Quando se compara o subgrupo pré-pubere com o adulto 60 dias poés-
infarto, o subgrupo pré-pubere apresenta maior espessura de parede livre do
ventriculo esquerdo p<0,05. (Figura 10)
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Legenda: PLVE- parede livre do ventriculo esquerdo

Figura 10- Média de espessura do septo ventricular e parede livre do
ventriculo esquerdo em micrdmetros em ratos pré-puberes e
adultos 60 dias pos-infarto.

Comparando-se o controle adulto e pré-pubere com 60 dias pos
cirurgia simulada, nao se verificou diferenca na espessura do septo ventricular

e na parede livre do ventriculo esquerdo. (Figura 11)
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Figura 11— Média de espessura do septo ventricular e parede livre do
ventriculo esquerdo em micrdmetros em ratos pré-
puberes e adultos controles 60 dias pés cirurgia simulada.

5.4 RESULTADO DA REAQAO PARA ANTICORPO DE INVESTIGA(;AO DE
PROTEINA CONTRATIL E CICLO CELULAR.
Comparando o grupo de ratos adultos e jovens pré-puberes infartados
no que se refere aos marcadores imunoistoquimicos utilizados ( HHF35 e
PCNA ), encontrou-se diferenca no HHF35 tanto préoximo (p=0,04) quanto
longe (p= 0,02) do infarto entre o grupo jovem pré-pubere e adulto com 60 dias.

Estes dados estdo demonstrados na Figura 12.
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Figura 12 — Média do HHF35P e HHF35L no grupo rato adulto e grupo rato
Jovem pré-pubere 60 dias pos-infarto.
Legenda: HHF35P- marcador préximo do infarto
HHF35L- marcador longe do infarto

N&o se observou diferenca entre o grupo adulto em relagdo ao seu
controle,nem do grupo jovem pré-pubere em relacdo ao seu controle referente
ao HHF35 préximo ao infarto

Tabela 3- Resultado da analise dos grupos amostrais com o anticorpo HHF35 proximo ao

infarto
T Valor de p*
Dia Idade Grupo n | Média Mediana Mimmo Maxnmo padro (estudo x
controle)
1 dias Jovem Estudo g 210244 212731 178930 222117 13430
Controle 4 4515527 217488 206736 17420373 8603234 0,461
Adulto Estudo 1 203374 214151 148000 224101 26347
Controle 3 184386 185977 172570 194611 11106 0,117
30 dias Jovem Estudo 9 199360 207214 147309 224854 27064
Controle 4 220291 222160 213008 223837 5033 0,330
Adulto Estudo g 21118% 215342 184759 222664 13358
Controle 4 5723518 204016 184306 22301733 11052156 1
60 dias Jovem Estudo 4 192384 195188 166324 212635 19967
Controle 3 216833 222830 191600 224413 14137 0,063
Adulto Estudo 1 216478 220986 196768 222782 9418
Controle 6 210305 213439 194201 222577 12216 0,295

* Teste nao-paramétrico de Manhitéy, p<0,05

Na analise do grupo adulto infartado sete e 60 dias em relagdo ao seu

controle observou-se significante aumento da concentracdo de HHF-35 longe

do infarto, com p=0,017 e p=0,022, respectivamente.
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No grupo jovem pré-pubere sete dias pos-infarto em relacdo ao seu

controle observou-se aumento da concentracao de HHF35, com p=0,008.

Estes resultados demonstraram que em ambos 0S grupos experimentais

ocorreram maior atividade protéica nestes intervalos de tempo na area longe

do infarto.

Tabela 4 - Resultado da analise dos grupos amostrais com o anticorpo HHF35 longe do infarto

. o . N o Desvio Valor de p*
Dia Idade Grupa n |Meadia Mediana | Mimme |Maximo n (estudo x
padrdo controle)
1 dias Jovem  Estudo & 220020 221330 209836 224474 4806
Controle 4 202087 203331 188656 212949 10142 0,008
Adulto  Estudo I 224629 223300 220075 235503 5051
Controle 3 183143 177865 164578 206983 21691 0,017
30 dias Jovem  Estudo 9 216310 217017 202490 225321 Q188
Controle 4 214833 215380 204285 224288 10581 0,604
Adulte  Estudo & 2182624 221310 202241 223846 7081
Controle 4 197110 196468 172989 222516 21696 0,109
60 dias Jovem  Estudo 4 217713 218006 213169 221670 3876
Controle 3 215210 216679 206377 220028 5238 0,356
Adulte  Estudo 1 122776 221000 220248 224000 1765
Controle 183931 187140 143191 223849 27071 0,022

* Teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney, p<0,05

Comparando o grupo jovem pré-pubere infartado ao seu controle no

momento sete dias e 60 dias pos-infarto, verificou-se diferenca no PCNA,

p=0,016, proximo a lesdo nestes dois momentos, 0 que denota atividade

proliferativa.No grupo rato adulto infartado observou-se que o PCNA foi

significativo, p=0,014, no momento de 60 dias. Constatou-se, entdo, que o rato

jovem inicia a proliferacdo proxima ao infarto mais precocemente do que o rato

adulto.
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Tabela 5- Resultado da analise dos grupos amostrais com o anticorpo PCNA préximo do

infarto
DHa Idads Gupo n Mladia Meadizna | Mimimo | hMatimo ]::1: (e:::::nf;e}
7 dias Jovem  Estudo ) 7.3 5.5 1,0 18,0 5.1
Controla 4 1,3 1,0 1,0 2.0 0,5 0,016
Adulte  Estudo 7 5.4 4.0 0.0 13,0 4,3
Controla 3 0.3 0.0 0.0 1,0 0.6 0,067
30 diz=  Jovem  Estedo [ 5.6 3.0 0,0 26,0 B1
Controle 4 0,5 0,5 0.0 1,0 0.5 0,0503
Adulte  Estudo ) 4.0 3.5 1,0 10,0 31
Controla 4 1,3 1,0 1,0 2.0 0,5 0,100
60dias  Jovem Estndo 4 4.5 4.0 1,0 .0 3.3
Controla 5 0.2 0,0 0,0 1,0 0.4 0,016
Adulte  Estude 7 4.7 3,0 1,0 0.0 3,5
Contola 6 1.0 1.0 0.0 2.0 0.6 0,014

* Teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney, p§0,

A atividade proliferativa (PCNA) longe do infarto aconteceu apenas no
momento 60 dias para ambos os grupos, p=0,01. Demonstrando que ambos
apresentam proliferacédo longe do infarto.

Tabela 6- Resultado da analise dos grupos amostrais com o Anticorpo PCNA longe do infarto

Dasvio “alor de p*
DHa ‘ Idada Grupo n Madia Madisna | Minime | Maximo P

padrin  [(=smdo x comirale)

7 dias Tovem  Estudo ] 2.3 g0 30 18,0 5.4
Comtrola 4 3,5 a0 0,0 8,0 3,0 0,073

Adulte  Estndo 7 4.7 6,0 Lo g0 27
Comtrola 3 0,7 1,0 0,0 1,0 0.6 0,067

30dias  Jovem  Estudo o 5.2 6,0 Lo 12,0 EX]
Comtrola 4 1,3 1,0 Lo 2.0 0,5 0,075

Adulte  Estndo ] 40 4.5 0,0 10,0 37
Comtrola 4 Lo 1,0 0,0 2.0 (V¥ 0,073

S0 dias  Jovem  Estudo 4 58 6,0 40 7.0 1,5
Comtrola 5 2.0 1,0 Lo 40 14 0,016

Adulte  Estndo 7 4.1 5.0 0,0 6,0 23
Controla & 0,5 0,0 0,0 2.0 (V¥ 0,014

* Teste ndo-paramétrico de Minitney, p<0,05
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6 DISCUSSAO

6.1 ASPECTOS GERAIS

Encontram-se na literatura médica muitos estudos com modelos de
isquemia miocardica em ratos adultos, porém sado raros 0S experimentos
realizados em ratos jovens pré-pubere. O entendimento da resposta do
miocardio ao agravo nesta faixa etaria podera contribuir nos estudos sobre a
capacidade regenerativa do miocardio.

Criancas com doencas coronarias congénita, como origem an6mala
de coronaria esquerda da artéria pulmonar, ou adquirida, como a doenca de
Kawasaki, podem desenvolver quadros isquémicos importantes, porém apos o
tratamento h& importante recuperacéo.®

No estudo de Azhar et al., que pesquisaram a influéncia da idade apos
periodo de isquemia miocardica com subsequente reperfusdo em ratos adultos
jovens e adultos, observou que os animais adultos jovens tinham areas de
infarto substancialmente menor, sugerindo que os ratos mais velhos teriam
menor capacidade de recuperacéo. %

O presente estudo foi delineado para comparar a recuperagao
miocardica pos-operatoria de ratos Wistar macho, jovem pré-pubere e adulto,
submetidos ao infarto do miocardio por ligadura cirdrgica da artéria coronaria
esquerda. A escolha deste modelo animal deve-se a experiéncia acumulada no
laboratério de pesquisa animal da Pontificia Universidade Catodlica do Parana,
onde varios trabalhos foram realizados utilizando esta metodologia. ©¢?

Varios estudos fazem referéncia ao peso dos animais. O peso de ratos
adultos da linhagem Wistar submetidos a cirurgia simulada (sham operation)
mostra-se significativamente maior do que o peso dos ratos infartados com
insuficiéencia cardiaca. ©®®®® Estes dados contrapdem este estudo, pois 0s
grupos de ratos adultos mostram pesos similares em todos os periodos
analisados, denotando um ganho ponderal semelhante nos grupos casos e
controles. Provavelmente estes animais n&o apresentavam insuficiéncia
cardiaca significativa. Os ratos pré-pubere mostram aumento progressivo do

peso, atingindo com 60 dias de pds-operatorio valores semelhantes ao grupo
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adulto, com diferenca significativa somente entre o grupo infartado e controle
aos 30 dias pos-infarto.

Os pesos dos coracdes dos ratos pré-pubere infartado apresentaram
aumentos similares aos controles trinta dias apds o infarto. Com 60 dias, os
coracbes dos ratos infartados e controles, tanto jovens como adultos,
apresentaram-se sem diferencas significativas. Os valores encontrados neste
periodo s&o similares aos descritos na literatura.®®®® N&o encontramos dados
semelhantes em relacdo ao peso do coracao do rato pré-pubere aos sete dias
pos-infarto.

Estudos corroboram com estes dados ao demonstrar que apoés infarto
do miocérdio ocorre hipertrofia das areas remanescentes, aumento da fibrose e
hipertrofia do ventriculo direito. Isso aumenta a massa e melhora a funcao
cardiaca, e explica assim a manutencdo do peso do coracdo. A manutencao do
peso coracdo também poder ser explicada pela substituicdo do tecido
necrosado por coldgeno na zona néo infartada. () 8)-(9.(3). 54

Nos ratos jovens, outros mecanismos podem estar envolvidos na
manutencao do peso do coracdo. A divisao celular virtualmente cessa com seis
a sete dias de idade, muito embora por métodos de marcacédo do ciclo celular
sejam identificados cardiomiécitos em progressado. A célula cardiaca poderia

reentrar no ciclo celular para compensar a perda de células da zona infartada.

6.2 RESULTADOS MORFOMETRICO E IMUNOISTOQUIMICO

O coracdo do rato cresce principalmente por hiperplasia das células
aumentando a massa cardiaca durante o periodo fetal. Ap6és o nascimento,
ocorre a mudanca da forma de crescimento hiperplasico para hipertrofico, que
€ acompanhada por mudancas da anatomia, fisiologia e bioquimica,
semelhante ao ser humano.*D:®3.(4

Observou-se no estudo que evolutivamente os ratos adultos poés-
infarto e controles apresentaram menor espessura do septo e parede livre do
ventriculo esquerdo.

O rato adulto infartado ou ndo apresenta os efeitos do envelhecimento

fisiolégico do coracéo.
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Sabe-se hoje da existéncia destes efeitos. O miocardio com o
envelhecimento apresenta menor nimero de miocitos, aumento na quantidade
de coldgeno levando a diminuicdo do tamanho da cavidade do ventriculo
esquerdo.(55))

Estudos poés-infarto do miocardio em ratos adultos dao sustentacao
aos resultados encontrados, pois se observou que apos infarto do miocardio
ocorre perda do tecido de sustentacdo, necrose das miofibrilas e desintegragéo
do colageno interfibrilar levando ao afilamento da parede cardiaca e a alteracéo
no formato do ventriculo esquerdo.®?-®L:

Segundo Weissman, que estudou o mecanismo celular da expansao
do infarto do miocardio, a menor espessura da parede esta relacionada a
diminuicdo do numero de células observadas com a expansao do infarto; isso
ocorre pela modificacdo dos cardiomiocitos e da adicdo de novos
cardiomiécitos em série.®

Outra explicagdo é a existéncia de apoptose, pois pesquisa sobre
morte celular, crescimento e regeneracao apos faléncia e insuficiéncia cardiaca
demonstrou que esta forma de morte celular promove a reorganizacdo no
ventriculo resultando em menor espessura da parede e aumento do volume da
camara.®®

Field, estudando a modulacdo do ciclo celular do cardiomiocito em
animais alterados geneticamente, concluiu que nos mamiferos adultos a
renovacdo celular do cardiomidcito parece ser baixo sugerindo que o0s
cardiomiécitos adultos ndo possuem bom indice proliferativo.*

Sabe-se que as criangcas pré-puberes apresentam mecanismos
fisioloégicos para maximizar seu crescimento nesta fase, bem como o rato, e 0
corac&o esta incluido neste processo.®”

Nos ratos infartados pré-plubere observou-se que evolutivamente
ocorreu aumento da espessura do septo interventricular e parede livre do
ventriculo esquerdo em relacdo aos controles. E aos 60 dias pés-infarto,
quando comparados aos ratos adultos, os pré-puberes apresentam maior
espessura da parede livre do ventriculo esquerdo, ndo acontecendo 0 mesmo
guando comparado os seus controles.

N&o existem na literatura dados em relacdo ao jovem pré-pubere.

Encontramos apenas relatos de animais adultos jovens. ®-®-@D



43

Autores citam que apoés infarto do miocardio em ratos adultos jovens
ocorrem hipertrofia compensatéria e dilatacdo ventricular, aspectos
relacionados a remodelacdo ventricular. O estresse a qual é submetida a
parede ventricular poderia ser um estimulo a hipertrofia e proliferacao celular e
a diferenca na resposta entre ratos jovens e adultos pode estar relacionada a
capacidade de recuperagcdo do miocardio jovem. A renovacdo dos
cardiomiécitos pode ser uma causa, pois ela ocorre em taxas maiores nos ratos
jovens.(39)' (58).(59)

Estudos sobre diferenciagcdo, morte, crescimento e regeneracdo de
cardiomiocitos citam que o infarto do miocéardio pode ser o estimulo para o
cardiomidécito reentrar no ciclo celular, sendo que os ratos jovens apresentam
maior atividade de sintese de proteinas necessarias para a progressao do ciclo
celular, e na replicacdo dos cardiomidcitos, levando a restaurar a funcéo
cardiaca.?®®

Outros estudos referem que em alguns coracdes a hipertrofia pode
justificar o melhor desempenho e a recuperacdo da fracdo de ejecdo do
ventriculo esquerdo, pois a hipertrofia leva a um menor estresse da parede e
conseqiientemente ao melhor desempenho cardiaco. 98

Autores como Nadal-Ginard et al, Naseem et al, Schulze e Lee
demonstram diferencas evolutivas entre o miocardio adulto jovem e adulto.
Segundo eles, midcitos pequenos sdo jovens e tém habilidade para dividir e
crescer, enquanto miocitos grandes perdem o potencial para hipertrofia e
proliferacdo celular e estes estdo mais presentes com a idade. O coracao
adulto ndo pode ser considerado um 0rgdo poOs-mitotico. Em embribes, o
processo proliferativo € dominante, ocorre pouca fibrose, e em ratos adultos
supde-se que dependendo do grau de injdria ocorre maior grau de fibrose néao

(59).(60).56. 61)  Estes dados fundamentam os

havendo completa recuperacao.
achados no grupo rato pré-pubere
O aumento da espessura da parede livre do ventriculo esquerdo nos
ratos pré-pubere ndo permite concluir se houve hipertrofia, proliferacao celular
ou ambas. Os marcadores imunoistoquimicos podem ajudar no entendimento
deste processo.
Para estudar as mudancas fenotipicas dos cardiomidcitos foi utilizado

um anticorpo primario, sendo este ligado a diferenciacdo (HHF35) e uma
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proliferacdo celular (PCNA). A escolha deste anticorpo primario foi realizada
com base na diferenca entre a forma hipertréfica ou proliferativa. 4(¢2©3)

Neste estudo encontrou-se HHF35 que denota maior expressao
proteica longe do infarto no grupo rato adulto aos sete e sessenta dias pos-
infarto quando comparado ao seu controle.

No grupo rato jovem pré-pubere o HHF35 longe do infarto mostrou
maior expressao proteica aos sete dias pés-infarto quando comparado ao
controle e aos 60 dias poés-infarto quando comparado ao grupo rato adulto
infartado.

Este dado que o rato jovem pré-pubere apresenta diferenca no
HFF35 aos 60 dias pds-infarto quando comparado ao grupo adulto coincide
com o dado encontrado na morfometria, que € 0 aumento da espessura da
parede livre do ventriculo esquerdo, demonstrando ter o grupo jovem pré-
pubere mais expressdo protéica sugerindo atividade hipertrofica e evolugcéo
pos-infarto diferente do grupo rato adulto.

Dados de pesquisas publicadas fundamentam estes achados
demonstrando que a hipertrofia miocardica acompanha o infarto para
compensar a perda do tecido.®” A perda de células contrateis do coracéo
desencadeia uma série de reacdes na musculatura cardiaca como fatores
hemodinamicos, neuro-hormonais e genéticos, e essas reacdes podem levar
ao aumento de volume dos midcitos. 23940

Abbate et al. usaram em seu estudo pds-infarto do miocardio o HHF35 e
demonstraram que existe um delicado balango entre as células que morrem e
sobrevivem, acontecendo 0 mesmo entre a apoptose e a hipertrofia.©®

Nadal-Ginard et al. referem que a perda segmentar do miocardio por
isquemia ativa a regeneracao e a hipertrofia do miécito ou ambas contribuem
para formacdo de nova massa cardiaca, porém miécitos grandes que sdo
considerados velhos perdem potencial para hipertrofia e proliferacdo, e estas
alteracdes aumentam com a idade.®®

Em relacao a proliferacdo celular, tanto o rato adulto quanto o rato jovem
pré-pubere infartado apresentaram diferenca no PCNA quanto ao seu controle
demonstrando atividade proliferativa pds-infarto nos dois grupos. Observa-se

que o rato jovem inicia a atividade proliferativa mais precocemente. N&o
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podemos afirmar que a atividade proliferativa leve a recuperacdo do infarto
tanto no rato jovem como no adulto.
Pesquisas referem a ocorréncia de proliferacdo celular apos

(434940 Estudo utilizando o marcador PCNA concluiu que o

isquemia.
miocardio de adulto apés doenca cardiaca pode renovar-se ou reparar-se.?

Proteinas capazes de identificar o ciclo celular como o PCNA detectam
a proliferacdo do midcito documentando que estes sdo habeis em reentrar no
ciclo celular. Este marcador de ciclo celular tem identificado proliferacdo de
midcito em miocardio viavel apés infarto.®®

Os cardiomiécitos pos-infarto em rato adulto podem dividir-se, porém
nao o suficiente para reparar eficientemente os danos do coragéo.(66)

ApoOs infarto do miocéardio em rato, ocorre divisdo nuclear apés dois
dias, aumento do numero de células na borda isquémica que gradualmente
decresce com o tempo, concluindo que a mitose de cardiomidcito esta presente
em coracdo de rato adulto, mas espacialmente e temporariamente restrita.®”

Este estudo sugere haver maior expressdo proteica e atividade
hiperplasica tanto no rato adulto como no rato pré-pubere, porém com maior
expressao protéica, sugerindo atividade hipertréfica, evolutivamente maior no

grupo de rato pré-pubere.

6.3 LIMITACOES DESTA PESQUISA E CONTRIBUICAO AO ESTUDO DA
REGENERACAO

Algumas medidas de espessura devido ao tamanho tiveram de ser
realizadas com mais de uma fotografia, o que pode acarretar perda no tamanho
da espessura.

O PCNA marca qualquer célula proliferativa; por isso, teve-se
muito cuidado em observar o cardiomidcito, podendo com isso a contagem ser
menor que a real. Portanto, especulamos que com o uso de outros marcadores
o resultado de proliferacao celular poderia ter sido diferente.

Outros mecanismos como proliferagdo de vasos e mudangas no
colageno podem estar envolvidos nesta diferenca, e ha necessidade de novas

pesquisas para melhor elucidacéo.
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Este estudo aumenta a compreensdo em relagdo a resposta e aos
agravos isquémicos na infancia e na adolescéncia, alteracdes frequentes e
cada vez mais precoces. Demonstra também que neste periodo de maximo
funcionamento do mecanismo fisioldgico de crescimento, o coracdo, quando
agredido, responde exacerbando ainda mais este estado natural de

crescimento celular.
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7 CONCLUSOES

1. Este estudo demonstra que a evolugcédo anatomopatoldgica pos-infarto do
miocardio é diferente no rato jovem pré-pubere quando comparado ao
rato adulto.

2. HA maior espessura da parede livre do ventriculo esquerdo e maior
expressao proteica no rato jovem pré-pubere quando comparado a seu
controle e ao rato adulto infartado.

3. O rato jovem pré-pubere apresenta atividade proliferativa pos-infarto
mais precoce quando comparado ao grupo adulto. O rato adulto e o rato
jovem pré-pubere infartado apresentam proliferacdo celular quando

comparados ao seu controle.
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Anexo A — CARTA DE APROVACAO DO COMITE DE ETICA NOSO DE
ANIMAIS ANIMAL

Pontificia Universidade Catdlica do Parana
Pré-Reitoria de Pesquisa e Pés-Graduacao

Curitiba, 12 de Novembro de 2004.
PARECER N. 26/04/CEPA-PUCPR

Prezado (a) Pesquisador (es),

Venho por meio desta informar a Vossa Senhoria que o Comité de Etica em Pesquisa com
Animais da PUCRPR, em reunido realizada no dia 25 de outubro do corrente ano avaliou o
Projeto Intitulado “Analise do Comportamento Evolutivo do Remodelamento Ventricular em
Ratos de Diferentes Idades, Submetidos a Infarto do Miocardio”, sob o registro no CEPA

/PUCPR n° 21.

O experimento classificado como de categoria D sera realizado com o nimero de 60 Ratos
Wistar, os quais apds o experimento serdo eutanasiados.

O colegiado do CEPA entendeu que o projeto avaliado esta de acordo com as normas

géticas vigentes no pais e por isso emite o seguinte parecer:
APROVADO

Lembramos o senhor (a) pesquisador (a) que € obrigatorio encaminhar relatério anual
parcial e relatorio final da pesquisa a este CEPA.

Atenciosamente,

lo-Hehnri ouza

Secretario do Comité de Etica em Pesquisa com Animais da PUCPR

llmo Sr.Francisco César Pabis

Rua Imaculada Conceicao, 1155 - Prado Velho - CEP 80215-801 - Caixa Postal 16210
http://www.pucpr.br - Telefone: (41) 271-1543 - Telefax: (41) 332-6886 - Curitiba - Parana - Brasil
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Registro do projeto no CEUA: 373

Data do parecer: 10/08/2002

Titulo do Projeta:

PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DD PARANA

NUCLED DE BI0ETICA
COMITE DE ETICA NO USC CE ANIMALS

PARECER DE PROTOCOLO DE PESQUISA

Estudo ansomopaloldgico comparative pos infarto do miocdrdio em ratos

jovers e adultes.
Pesgulsador responsével:
Mona Adalgisa Simbes
Equipe da pesquisa:

Nelsan Liro Mivague

Instituicde:
FUCFR

Categoria do Experimento - A

Espécle de Animal Sexo
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O cclegiade do CEUA em reunldo extracrdinaria no dis 15/08/200€,
avaliou o projeto & emis o ssguinte parecer: APROVADO.

Neste projetc esfarlo sendo utlizedos o meferiel anatomopatologico
obtido em pesguisa anterior initulada *Remodelarento vertroular pos-infarto
do miocardio em ratas jovens 2 adulos’ com o parecer desla CEUA n®2A104

Eventuals modificagies ou emendas ac protocolo dever ser
apresentadas a0 CEUA-PLCER de forma clara & sucinia, identificande a parte
do protocolo & sermodificado e 83 suas justificativas

Se 3 pasquisa, ou parte delz for realizada am cutras ingaluigoss, cake
ac pesquisador rdo inicia-le antzs de r2csber a sulorezacio Tomel pars a sua
realizagac. O documentc gue autoriza o Iniclo da pesguisa deve ser carimbado
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pesquisador responsavel, podendo ser requerido por este CEUA em qualquer
tempo.

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

Curitiba, 19 de Agosto de 2008.

Atenciosamente
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Profa. é _agd&-Ma” fia D'Almeida e Oliveira
Coordenadora do CEUA
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