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“Nunca ande pelo caminho tracado, pois ele
conduz somente até onde os outros ja foram."
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Resumo

Introdugdo. Estudos na literatura mostram que o fator estimulante de colénia de
granulécitos (G-CSF) € capaz mobilizar células-tronco provenientes da medula
O0ssea que diante de um evento fisiopatolégico no coragdo, como por exemplo o
infarto agudo do miocardio, fariam o reparo do miocardio perdido. Efeitos como a
melhora da fungéo cardiaca, reducao do infarto e da mortalidade foram relacionados
ao tratamento com G-CSF. Com a evolugcdo do conhecimento na area, foi
evidenciado um efeito direto sobre o miocardio, como sendo responsavel por todos
os efeitos benéficos, e que as células mobilizadas pelo G-CSF nao contribuiriam de
forma significativa pelos beneficios. Objetivos. Diante dessas informacdes, nos
objetivamos avaliar os efeitos do pré-tratamento com G-CSF sobre a fase aguda do
infarto do miocardio, e suas repercussées no remodelamento e progressao para a
insuficiéncia cardiaca. Metodologia. Ratos Wistar (180-240g) foram randomizados
para receber G-CSF (50ug/kg, sc) (IM-GCSF) ou placebo (IM), aplicados 7, 3 e 1
dias antes da cirurgia. O infarto foi realizado através da oclusdo permanente da
artéria coronaria descendente anterior esquerda e a extensdo do infarto foi
determinada através da area corada com trifeniltetrazélio (24 horas) ou pela area da
cicatriz (15 dias). Um grupo de animais foi submetido a cirurgia ficticia para ser
utilizado como controle (Sham). A medida da expressao protéica de Bcl-2, Bcl-xL e
Bax foram realizadas imediatamente antes da induc&o do infarto por Western blot,
utiizando amostras de ventriculo esquerdo. Para avaliar as arritmias ventriculares
apos o infarto, os animais foram anestesiados com pentobarbital (60mg/kg, ip) e o
eletrocardiograma foi monitorado por 30 minutos apds a oclusdo. O numero de
extrassistoles ventriculares, incidéncia e duragcédo de taquicardias ventriculares (TV)
e a incidéncia de fibriliagcdo ventricular (FV) foram computados. Medidas
hemodinémicas foram realizadas 15 dias apds o infarto através do cateterismo
ventricular sob anestesia de quetamina (70mg/kg) e xilazina (10mg/kg). Apds o
cateterismo ventricular, a avaliagdo da rigidez da camara ventricular esquerda foi
feita através da analise da curva pressdo-volume (P-V). Resultados. A extensao do
infarto medida 24 horas ap6s a oclusao foi reduzida pelo pré-tratamento com G-CSF
(35,81£2,8 vs. 43,7+2,1 IM; p<0,05). Da mesma forma, 15 dias apds a ocluséo, a
extensao do infarto se apresentou reduzida no grupo IM-GCSF comparada ao grupo
IM (27,2+2,2% vs. 35,9+1,4%, p<0,05). O pré-tratamento com G-CSF aumentou a



expressao protéica de Bcl-2 (8,8+0,9 vs. 5,2+0,6 no grupo IM, p<0,05), Bcl-xL
(5,6+0,8 vs. 3+0,2 no grupo IM, p<0,05), mas nao alterou os niveis de expressao de
Bax (5,9+1 vs. 5,5+1,2 no grupo IM, p>0,05). A mortalidade nas primeiras 24 horas
apos o infarto foi reduzida significativamente diante do pré-tratamento com G-CSF
(26% vs. 47%, p<0,05), sendo a redugéo mais pronunciada nos primeiros 30 minutos
seguidos a oclusado (11% vs. 27,6%, p<0,05). Tanto o numero de eventos (72 vs
2916, p<0,05) quanto a duracédo (1314 seg vs. 4319 seg, p<0,05) das TV foram
reduzidos nos animais do grupo IM-GCSF, assim como a incidéncia de FV (10% vs
69%, p<0,05). O grupo IM apresentou menor rigidez ventricular quando comparado a
outros grupos na fase inicial (k=19,9+2,5 vs. k=415 no grupo IM-GCSF e
k=42,8+3,5 no grupo Sham, p<0,05), mas sob altas pressdes, a rigidez ventricular no
grupo IM difere somente do grupo IM-GCSF (k=2,52+0,2, IM; k=3,350,2, IM-GCSF;
k=3,02+0,7, Sham; p<0,05). Conclusao. O pré-tratamento com G-CSF foi efetivo em
reduzir a extensao do infarto avaliada 24 horas apds a ocluséo, e essa diferenga se
manteve ao longo dos 15 dias apds a oclusdo, mesmo diante da interrupgéo do
tratamento. Esse resultado pode ser devido ao aumento na expressao de fatores
anti-apoptéticos, reduzindo a injuria isquémica na fase inicial do infarto. Além disto, o
aumento na expressao de conexina43 no grupo pré-tratado pode estar envolvido na
reducdo das arritmias ventriculares, levando a importante reducdo da mortalidade
precocemente ao infarto. Todos estes resultados parecem contribuir para a
preservacao da funcdo hemodindmica encontrada 15 dias apés o infarto nos animais

que receberam G-CSF.

Palavras-chave: G-CSF; Infarto do miocardio, Apoptose; Arritmias ventriculares,

Remodelamento, Mortalidade



Abstract

Background. The granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF) mobilizes bone
marrow stem cells and in the case of a cardiac pathophysiological event, such as
acute myocardial infarction, they would repair the injured myocardium. Improvement
in cardiac function, decrease in infarction size and mortality were related to G-CSF
treatment. With the knowledge’s evolution in this area, a direct effect on myocardium
was evidenced as responsible to some beneficial effects, and that cardiac
regeneration had a small contribution to this effects. Aims. In agreement with this
data, we propose to evaluate the effects of pretreatment with G-CSF on acute phase
of myocardial infarction, and its impacts in the cardiac remodeling process and to
heart failure evolution. Methods. Male Wistar rats (180-240g) were randomized to
receive G-CSF (50ug/kg, sc) or vehicle, at 7, 3 and 1 days before surgery.
Myocardial infarction was induced by permanent occlusion of left descending
coronary artery and the infarction size was measured through tripheniltetrazolium
chloride (24 hours) or by infarction scar area (15 days). A group of animals were
submitted to false-surgery and used as control (Sham). Protein expression was made
immediately before myocardial infarction induction by Western blot, in a sample of
the left ventricle. To evaluate the postinfarction ventricular arrhythmias, the animals
were anesthetized with pentobarbital (60mg/kg, ip) and the electrocardiogram was
monitored by 30 minutes after occlusion. The number of premature ventricular
complex, incidence and duration of ventricular tachycardia (VT) and the incidence of
ventricular fibrillation (VF) were computed. Hemodynamic measurements were
performed 15 days after myocardial infarction through ventricular catheterization
under ketamine (70mg/kg) and xilazine (10mg/kg) anesthesia. After ventricular
catheterization, analysis of left ventricular stiffness was made by pressure-volume
curve (P-V). Results. Myocardial infarction size measured 24 hours after coronary
occlusion was decreased by G-CSF pretreatment (35.8+2.8 vs. 43.7+2.1 IM; p<0.05).
Moreover, 15 days after coronary occlusion, the myocardial infarction was reduced in
the IM-GCSF group as compare to IM group (27,2+2,2% vs. 35,911,4%, p<0,05).
The treatment with G-CSF increase the protein expression of Bcl-2 (8.8+0.9 vs.
5.2+0.6 in IM group, p<0.05), Bcl-xL (5.6+0.8 vs. 3+0.2 in IM group, p<0.05), but
doesn’t change Bax expression (5.9+1 vs. 5.5+1.2 in IM group, p>0.05). In the first 24

hours after infarction, mortality was significantly reduced by G-CSF pretreatment



(26% vs. 47%, p<0.05), being the reduction more prominent at the first 30 minutes
after occlusion (11% vs. 27.6%, p<0.05). The number of events (7+2 vs 2916,
p<0.05) and the duration (134 s vs. 4319 s, p<0.05) of VT were reduced in the
animals of IM-GCSF group, as well as the incidence of VF (10% vs 69%, p<0.05). IM
group presents less ventricular stiffness as compared to other groups in a initial
phase (k=19.9+2.5 vs. k=415 in IM-GCSF group and k=42.8+3.5 in Sham group,
p<0.05), but at high pressure, the ventricular stiffness in IM only differs from IM-
GCSF group (k=2.52+0.2, IM; k=3.354+0.2, IM-GCSF; k=3.02+0.7, Sham; p<0.05).
Conclusions. The pretreatment with G-CSF was effective in reducing myocardial
infarction size evaluated soon after coronary occlusion and this difference was
maintained throughout 15 days after occlusion. This result is due to an increase in
expression of antiapoptotical factors, reducing the ischemic injury in the initial phase
of myocardial infarction. Moreover, the increase in connexind3 expression in
pretreated group seems to be responsible for the decrease in ventricular arrhythmias,
leading to an important reduction in mortality rate soon after myocardial infarction. All
of these results seem to contribute to hemodynamic preservation found 15 days after

coronary occlusion in animals that received G-CSF.

Key words: G-CSF; Myocardial infarction; Apoptosis; Ventricular Arrhythmias,

Remodeling, Mortality



Lista de Abreviaturas

1AM Infarto agudo do miocardio

IC Insuficiéncia cardiaca

TNF-a Fator de necrose tumoral a

IL Interleucina

G-CSF Fator estimulante de col6nia de granuldcitos
GM-CSF Fator estimulante de colbénia de granuldcitos e mondcitos
M-CSF Fator estimulante de coldénia de mondcitos

TGF-B Fator de crescimento transformante 3

Cx43 Conexina 43

PMN Polimorfonucleares

TIMP Inibidor tecidual de metaloproteinases

AIF Fator indutor de apoptose

GCSFR Receptor para o fator estimulante de colénia de granulécitos
SCF Fator de células tronco

VEGF Fator de crescimento do endotélio vascular

Jak Janus kinase

Stat Transdutor de sinalizagao e ativador de transcri¢cao
VE Ventriculo esquedo

vD Ventriculo direito

PDI Pressao diastdlica inicial

PDF Pressao diastdlica final

dP/dt Derivada maxima de pressao

TV Taquicardia ventricular

FV Fibrilagdo ventricular

P-v Pressédo — Volume

PI3K Fosfatidil inositol 3 quinase

TTC Trifeniltetrazolio

ECG Eletrocardiografia
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1. INTRODUGAO

1.1.Epidemiologia do Infarto Agudo do Miocardio

O desenvolvimento do conhecimento fisiopatolégico do infarto agudo do
miocardio (IAM) teve inicio no século 19 com relatos de autépsias feitas por dois
patologistas, J. F. Payne e E. F. A. Vulpian, mostrando obstru¢do de artérias
coronarias. Pouco tempo depois, Ludwig Hektoen relatou, que a causa mais
freqiente de IAM seria a trombose secundaria a processos escleréticos nas
coronarias (Maroo et al., 2004). Ja em 1901, Krehl relatou que a trombose nem
sempre causaria morte subita como se pensava, € que os sintomas da obstrugao
seriam mais fortes quanto mais subita fosse a oclusdo (Braunwald, 1998). A partir
desses relatos, varios médicos, entre eles James Herrick, comecaram a descrever
caracteristicas clinicas do IAM, e suas observacdes deram inicio a busca por
métodos de diagndstico e terapias (Herrick, 1912). A descricdo das alteragdes
celulares decorrentes do infarto do miocardio em humanos foi feita por Barrie &
Urback (1957), mostrando os eventos inflamatorios e fazendo distingdes entre as
areas afetadas pelo infarto.

O estudo do infarto do miocardio ha muito tempo desperta o interesse
cientifico. Utilizando caes, Porter (1893) se prop6s estudar os efeitos da oclusédo da
artéria coronaria nos parametros funcionais do coracdo. Em 1918, um trabalho
realizado por Smith (1918) introduziu os conhecimentos de eletrocardiografia (ECG)
ao IAM, documentando a evolugdo das mudangas no eletrocardiograma apds a
ligadura da artéria coronaria em caes (Smith, 1918). A ligadura da coronaria em
pequenos animais passou a ser utilizada a partir de 1954 em um trabalho onde,
comparando a técnica em varios roedores, demonstrou-se que os melhores
resultados foram obtidos em ratos (Johns & Olson, 1954). A partir dai, esta técnica
foi sendo difundida por todo o mundo e hoje é a técnica mais utilizada para estudo
do infarto do miocardio e insuficiéncia cardiaca experimentais.

Em 1929, Albert S. Hyman chamou a atengdo para medidas de prevengao de
doencgas cardiovasculares, colocando ja naquela época as doengas cardiovasculares

como um problema de saude publica (Hyman, 1929). Pouco tempo depois, Mangun
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(1956) levantou a importancia dos aspectos relativos a prevengao primaria e
também sobre a necessidade de acompanhamento e reabilitacdo de pacientes
cardiopatas, como medida eficaz para reducdo da mortalidade. Estas medidas
propostas ao longo dos anos para reduzir a mortalidade por doengas
cardiovasculares foram confirmadas quando foi observada reducédo importante da
mortalidade por causas cardiovasculares com a introdugcéo de clinicas nas areas
onde antes nao existia acesso (Dignan et al., 1979).

As doencas cardiovasculares sdo atualmente, as principais causas de morte e
incapacidade no Brasil e no mundo. Segundo dados da Organizagdo Mundial da
Saude, dos 16,7 milhdes de dbitos ocorridos no ano de 2002, 7,2 milhdes tiveram
como causa a doencga arterial coronaria. Nos Estados Unidos, estimou-se que
aproximadamente 700 mil pessoas sofreriam um IAM no ano de 2007, com uma
previsdo de custos diretos e indiretos na ordem de 151,6 bilhdes de dodlares
(American Heart Association, 2007). Segundo dados do DATASUS, no ano de 2005
no Brasil foram notificados aproximadamente 65 mil ébitos tendo como causa o 1AM
(DATASUS).

As arritmias sao responsaveis pela maior parte das mortes subitas (Henkel et
al., 2006), sendo que a degeneragao em fibrilagdo ventricular esta associada com
baixa sobrevida nos primeiros trinta dias apds o infarto agudo do miocardio (Al-
Khatib et al., 2003). Desta mesma forma, foi demonstrado que as arritmias
ventriculares estdo associadas a morte subita nos seis primeiros meses que se
seguem ao infarto do miocardio (Maggioni et al., 1993). Estudo realizado por
Gaudron et al., (2001) em pacientes infartados mostrou que pacientes com
remodelamento ventricular mais acentuado tém maior propensao a morte subita.

Varios fatores de risco estdo associados ao desenvolvimento do |IAM, sendo
que recentemente, Lanas et al (2007) mostraram que na América Latina, os
principais fatores de risco associados ao IAM s&o o habito de fumar, a dislipidemia, a
obesidade abdominal e a hipertensdo arterial. Em adicdo, Anand et al. (2008)
mostraram que além dos fatores descritos anteriormente, a inatividade fisica,
diabetes e o uso de alcool estao relacionados ao risco de infarto do miocardio.

As consequéncias de um IAM sao desastrosas, sendo a insuficiéncia cardiaca
um exemplo, trazendo comprometimentos graves da fungao sistdlica e reduzindo a
expectativa de vida dos pacientes. Em um estudo que avaliou pacientes admitidos

em hospital com diagnostico de IAM entre 1979 e 1998, mostrou que 24% dos
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pacientes desenvolveram IC dentro de 30 dias apds a admissao (Hellermann et al,
2005). Outro estudo que analisou registros entre 1994 e 2000 de pacientes com IAM
e sem histéria de IC prévia, mostrou que 20,4% dos pacientes tiveram IC no
momento da admissdo, e apenas 8,6 desenvolveram posteriormente (Spencer et al,
2002). Apesar da grande dificuldade em quantificar as complicagcbes de um IAM,
acredita-se que entre 30 e 40% dos pacientes com IAM nos Estados Unidos
desenvolverao IC em algum momento apds a admissao (Weir et al, 2006).

Grandes avancos na terapéutica para o IAM aconteceram nas ultimas
décadas. Um grande arsenal terapéutico tem sido utilizado para o tratamento pés-
infarto com bons resultados. Atualmente, a terapia padrdao para IAM inclui
recuperagao rapida e precoce do fluxo na artéria acometida, com a utilizagdo de
tromboliticos e intervencdo mecéanica. Além disso, agentes farmacoldgicos para
diminuir os efeitos do remodelamento sobre o miocardio sdo amplamente utilizados
com resultados ja comprovados, como por exemplo, os farmacos com agao no
sistema renina-angiotensina-aldosterona (Pfeffer et al., 2003; Solomon et al., 2005).
Além disto, outra classe farmacoldgica que tem obtido bons resultados clinicos séo
os bloqueadores dos receptores beta-adrenérgicos (CAPRICORN Investigators,
2001; Fonarow et al., 2007), e as estatinas (Ray et al., 2005; Schwartz et al., 2001).

1.2.Remodelamento Apés o Infarto Agudo do Miocardio

O remodelamento cardiaco que se segue a um IAM constitui um conjunto de
alteracdes que ocorrem tanto no miocardio infartado quanto no n&o infartado,
causando um rearranjo estrutural e molecular compensatério, incluindo a hipertrofia
do miocardio remanescente, o que nao € capaz de restaurar a fungao ventricular
(Anversa et al., 1986; Mill et al., 1990). O remodelamento precoce a oclusédo da
artéria coronaria € induzido pela perda aguda de miocardio, e se caracteriza por
dilatacdo e afinamento da area isquémica causado pela morte e perda do
alinhamento dos grupos de midcitos, eventos conhecidos como expansao do infarto
(Swynghedauw, 1999; Sutton et al., 2000). Essa diminuigdo da espessura da parede
na regido infartada ocorre por estiramento celular e diminuicdo do espago

intercelular entre os miécitos. Ja na area nao infartada, o principal evento que
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contribui para a diminuigdo da espessura da parede, € o rearranjo de grupos de
midcitos diminuindo a quantidade de células e capilares através da parede, sendo
determinantes para a dilatagdo ventricular ap6s o infarto (Weisman et al., 1988;
Olivetti et al., 1990), mostrando correlagédo com a extens&o e a transmuralidade do
infarto (Eaton e Bulkley, 1981).

Nos primeiros minutos apds a oclusdo da artéria coronaria, sdo observados
disturbios metabdlicos na regiao isquémica como reducao de fosfocreatina e ATP.
Além disso, ocorre reducédo da fungdo mitocondrial, junto com redugédo do estoque
de glicogénio nas areas isquémica e nao-isquémica, o que leva a reducio na tensao
desenvolvida pela parede nao infartada (Wood et al., 1979). Junto as alteragcbes
metabdlicas, ocorrem alteragdes elétricas, com reducdo do potencial de repouso da
membrana pelo aumento da concentragcdo de K+ extracelular (Janse et al., 1979).

O subito aumento da resisténcia extracelular contribui de forma significativa
para o retardo na condugéo elétrica, seguida por aumento da resisténcia intracelular,
causando desacoplamento elétrico entre as células podendo levar ao aparecimento
de atividade ectodpica (Kleber et al., 1987). Os achados eletrocardiograficos precoces
a oclusao incluem a elevagao do segmento S-T, e reducdo do segmento Q-T. Janse
et al. (1980) demonstraram que precocemente a oclusado da artéria coronaria em
caes e porcos, a manutencao das taquiarritmias ventriculares ocorre por circuitos de
reentrada no miocardio isquémico e por efeito arritmogénico gerado pela corrente de
lesdo, culminando com o aparecimento de atividade ectépica. A dinamica das
arritmias apos a oclusao da artéria coronaria em ratos foi descrita por Optiz et al.
(1995) dividindo em duas fases distintas: a primeira acontece durante os trinta
minutos iniciais e a segunda inclui o periodo entre noventa minutos e nove horas
apos o inicio da isquemia. O aparecimento de atividade ectdpica ventricular foi
relacionado ao desacoplamento elétrico entre miécitos, visto que em camundongos
com baixa expressao de conexina 43 (Cx43), a atividade ectodpica foi extremamente
aumentada em relacdo ao animal com niveis normais de expressao (Gutstein et al.,
2005).

O desenvolvimento histopatolégico do IAM foi descrito em ratos por Fishbein
et al. (1978) mostrando que apdés 24 horas da ligadura da coronaria, uma zona
necroética se torna evidente, além de edema intersticial, congestdo vascular e areas
de hemorragia. As células polimorfonucleares (PMN) estdo presentes a partir do

segundo ao sexto dia apos a ligadura, quando comegam a diminuir. A infiltracao de
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células inflamatorias cronicas atinge o pico no sétimo dia, diminuindo gradualmente
até o vigésimo primeiro dia apds a oclusdo. A partir do terceiro dia, ocorre
proliferacédo de fibroblastos e a deposicdo de colageno persiste até o vigésimo
primeiro dia, quando o processo de reparo esta completo (Fishbein et al., 1978). A
Figura 1 apresenta resumidamente os eventos decorrentes do processo isquémico

que leva ao reparo cardiaco.

CORACAO

Dano Tecidual

Imediato Inflamagao
(horas) Células inflamatorias, necrose, apoptose
Precoce Reparo precoce
(dias) Fibrose, inflamacgao crbnica
Tardio Remodelamento cardiaco
(semanas) Formacéo da cicatriz

Figura 1. Evolugdo temporal dos eventos que conduzem ao reparo cardiaco
apos isquemia aguda (Adaptado de Ertl e Frantz, 2005).
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As modificagbes iniciais que ocorrem na matriz extracelular no miocardio
isquémico sao a degradagao do colageno intersticial e a desorganizagao das fibras
colagenas, favorecendo a dilatagdo da camara (Swynghedauw, 1999). Os niveis de
expressao de metaloproteinases, enzimas que degradam o colageno, estao
aumentados no terceiro dia apos o IAM reduzindo gradativamente até o sétimo dia.
A partir do segundo dia, a sintese de colageno inicia o processo de reparo do tecido
e se estende por algumas semanas, afetando também o miocardio nao infartado. O
aumento da expressado do inibidor tecidual de metaloproteinases (TIMP) e de
colageno tipo | e lll acontece a partir do terceiro dia, permanecendo alto por, pelo
menos, vinte oito dias. O fator de crescimento transformante (TGF-$1), um mediador
fibrogénico, tem sua expressao aumentada tanto no miocardio infartado quanto no
nao infartado a partir do segundo dia, sendo seguido pelo aparecimento de
miofibroblastos e consequente aumento do colageno. As fibras colagenas se tornam
evidentes em ambas as regides a partir do sétimo dia (Sun et al., 2000; Cleutjens et
al., 1995).

Apds a oclusao permanente da artéria coronaria em ratos, observa-se
aumento na expressdo de citocinas pré-inflamatérias no muasculo cardiaco. Nas
primeiras horas apdés a oclusido, ocorre um aumento da expressdo do fator de
necrose tumoral (TNF-a) e interleucinas (IL) 1 e 6, reduzindo ao longo dos 7
primeiros dias seguidos a oclusao (Herskowitz et al., 1995; Vandervelde et al.,
2007). Além disto, ocorre um subito aumento na expressdo génica do fator
estimulante de colénia de granulécitos (G-CSF) e do fator estimulante de colénia de
granulécitos mondcitos (GM-CSF) apds o infarto, persistindo até o sétimo dia apds a
ocluséo (Vandervelde et al.,, 2007). Recentes estudos mostram a participagdo de
algumas citocinas pro-inflamatérias no desenvolvimento de disfungdes
cardiovasculares. Em humanos, pacientes com IC apresentam elevados niveis
plasmaticos de TNF-a (Amione, 2005). Em modelos animais, a infusdo de TNF-a em
ratos mostrou ser capaz de induzir dilatagdo ventricular, culminando com disfungao
cardiaca progressiva (Bozkurt et al., 1998). As IL também tém sido relacionadas ao
remodelamento ventricular esquerdo apds o infarto em ratos. Ono et al. (1998)
mostraram forte correlagao positiva entre a expresséo de IL-1beta e IL-6 e ©
didmetro diastoélico final. Além disto, IL-6 e TNF-a reduzem a contratilidade em

musculos papilares isolados (Finkel et al., 1992).
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Todas as alteracoes metabdlicas, estruturais e moleculares que ocorrem no
miocardio submetido a oclusdo permanente da artéria coronaria levam a disfuncao
hemodinamica, estando intimamente relacionada a mortalidade. A pressao diastdlica
final aumenta apds o infarto, sendo relacionada a extensao do infarto. O débito
cardiaco cai, junto a perda da funcdo contratii do ventriculo esquerdo. Estas
modificacbes na funcao ventricular esquerda levam ao aumento da complacéncia
pulmonar e comprometimento da fungao ventricular direita (Zimmer et al., 1990), que
juntamente com o aumento da pressdo de enchimento do ventriculo esquerdo,
conduz a hipertrofia do ventriculo direito (Pfeffer et al., 1985a).

O grau de comprometimento da fungao cardiaca pos IAM se relaciona com a
extensdo do tecido acometido pelo infarto. Infartos considerados pequenos
(menores de 30%) nao apresentam comprometimento significativo da fungao
ventricular esquerda, mensurada 21 dias apds a ligadura da coronaria. Ja infartos
médios e grandes se associam com comprometimento contratil, débito cardiaco
reduzido e aumento da pressao de enchimento ventricular esquerda (Pfeffer et al.,
1979).

A reperfusao do miocardio isquémico é de extrema importancia para impedir a
disfuncdo cardiaca. Estudos mostram que a precocidade da reperfusdo da area
afetada isquemia do miocardio esta relacionada a infartos menores e com menor
expansao ventricular (Hochman et al, 1987; Boyle et al, 1993). Muitas substancias
foram utilizadas para tentar impedir, ou ao menos retardar, os feitos deletérios do
remodelamento no coragao, obtendo relativo sucesso e sendo responsaveis pela
reducédo da mortalidade e melhora da qualidade de vida dos pacientes. Apesar disto,
novas estratégias tém sido constantemente buscadas com a intengdo de garantir

melhoras ainda maiores.

1.3. Apoptose e o Remodelamento do Miocardio

Apoptose é um processo de morte celular que desempenha importantes
funcdées no desenvolvimento, homeostase, remodelamento e manutencdo dos
tecidos, sendo que as vias que participam dos eventos na apoptose existem ha mais

de um bilhdo de anos (Metzsten et al., 1998; Crow et al., 2004). A falta de regulagéo
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das vias apoptoticas pode trazer consequéncias adversas ao organismo. A
classificagdo de morte celular depende das causas fisiopatoldgicas, aspectos
morfoldgicos ou dos estimulos gerados na célula em questao.

Morfologicamente, a apoptose ¢é caracterizada por condensagao
citoplasmatica e nuclear, com perda de contato com células vizinhas. Em seguida, é
observada desintegragdo do citoesqueleto e fragmentagdo do DNA, junto ao
rompimento da membrana nuclear. Os fragmentos de DNA s&o incluidos pela
membrana plasmatica, formando os corpos apoptéticos. Estes corpos apoptdticos
sao fagocitados por macréfagos ou células vizinhas, sem evocar reagao inflamatéria.
Nao é observada ruptura da membrana citoplasmatica ou alteracdo em outras
organelas durante o processo de apoptose (Wyllie, 1974; Takemura & Fujiwara,
2004; Fischer & Osthoff, 2005).

Os mecanismos moleculares responsaveis pelo processo de apoptose sao
geneticamente regulados, compreendendo uma complexa maquinaria que visa ativar
proteases especificas levando a disturbios da fungdo mitocondrial e dano irreversivel
ao DNA. Duas podem ser as vias que conduzem a apoptose. A via extrinseca,
quando ha ativacdo de receptores da superficie da membrana plasmatica,
denominados “death receptors”, levando a ativacdo de proteases, conhecidas como
caspases, e, posteriormente, a fragmentagdo do DNA (Nagata, 1997; Kroemer et al.,
2007). As caspases sado proteases que tem participagcdo fundamental no
desenvolvimento da apoptose em todas as vias. A via intrinseca; tem como evento
primordial a alteragcdo da permeabilidade da membrana mitocondrial, levando a
liberagdo de fatores como o fator indutor de apoptose (AIF) e citocromo ¢ que vao
participar da ativagdo de caspases, levando a morte celular (Crow et al., 2004;
Kroemer et al., 2007). Uma grande familia de proteinas tem participagao
fundamental na via intrinseca. Esta familia compreende fatores pré-apoptéticos (Bax
e Bak) que, depois de ativados, translocam-se do citoplasma para a membrana
mitocondrial formando poros, facilitando a liberagéo de citocromo c. Ja a Bcl-2 e a
Bcl-xL, que séo representantes anti-apoptoéticos desta familia, impedem a ativagao
da Bax e Bak, impedindo sua translocacdo para a membrana mitocondrial e
preservando a fungdo mitocondrial (Cheng et al., 2001). A Figura 2 ilustra

resumidamente as vias descritas acima.
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Figura 2. Vias extrinseca e intrinseca da apoptose (Adaptado de Finkel
et al. 2001).
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Durante um infarto do miocardio, a perda de miécito contribui de forma
bastante significante para a disfungado contratil, sendo que a apoptose tem uma
participacao importante neste processo (Takemura & Fujiwara, 2004). De acordo
com Kajstura et al. (1996), nas primeiras 24 horas apos a oclusdo permanente da
artéria coronaria em ratos, a apoptose contribui de forma importante para a perda de
miocitos. Foi relatado aumento precoce da expressao de Bax, junto a diminui¢do na
expressao de Bcl-2 apos a ligadura (Cheng et al., 1996). J& em uma fase mais
crbnica do infarto, foi relatado aumento da expressdao de Bcl-xS, um fator pré-
apoptético, causado pelo aumento da atividade p-adrenérgica (Prabhu et al., 2003).

A perda aguda de midcitos apds o infarto do miocardio ocorre em todas as
areas, incluindo aquelas nao afetadas pelo processo isquémico (Palojoki et al.,
2001), o que pode ser causado por ativagao de fatores relacionados a apoptose
como a caspase 3 e uma reducao na relagdo Bcl-2/Bax ja no primeiro dia apos a
oclusdo da artéria coronaria (Schwarz et al., 2006). Ap6és um evento isquémico
seguido por prolongada reperfusdo, Gao et al. (2004) observaram que o tratamento
anti-apoptético foi eficaz em reduzir a extensao do infarto do miocardio, mostrando a
importante participagdo da apoptose no desenvolvimento da fase aguda do infarto.
Corroborando com esses resultados, Kim et al. (2003) observaram que o aumento
da fragmentacédo do DNA apés a isquemia esta relacionada a liberagao do AlF.

Em humanos, a apoptose contribui de forma importante para a perda celular
nas primeiras horas do IAM, sendo que a partir do primeiro dia a necrose adquire
papel fundamental (Veinot et al., 1997) Sabe-se que a apoptose ocorre no coragao
de pacientes com insuficiéncia cardiaca, podendo contribuir para a perda

progressiva da fungao cardiaca (Narula et al., 1996; Olivetti et al., 1997)

1.4.0 Uso do G-CSF no Infarto Agudo do Miocardio em Animais

A linhagem hematopoiética de granulécitos exerce um papel fundamental
para a defesa do organismo frente a agentes infecciosos. A produgao de células
hematopoiéticas foi descrita por Dancey et al. (1976), sendo estimada em um trilhdo

de células por dia, sendo que destas, aproximadamente 70 bilhdes sdo neutréfilos.
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O G-CSF ¢é um polipeptidio de 20 kDa produzido por varios tipos celulares,
como células endoteliais vasculares (Lenhoff et al., 1999) e fibroblastos (Fibbe et al.,
1988; Kaushansky et al., 1988). Recentemente verificou-se que também é produzido
por midcitos cardiacos (Vandervelde et al., 2007). J& € conhecido que esta citocina
tem a capacidade de estimular a proliferacéo e sobrevida de neutrofilos (Basu et al.,
2002). Recentemente, tem sido descrito na literatura diversos tipos celulares
responsivos ao G-CSF. Sua acdo nessas células € mediada por seu receptor
(GCSFR) que é expresso em células da linhagem hematopoiética (Avalos, 1996). A
Figura 3 apresenta a formacgao das células hematopoiéticas a partir de seu precursor
na medula ossea.

Na clinica, o uso do G-CSF ja esta bem estabelecido no tratamento de
granulocitopenias, principalmente aquelas causadas por quimioterapia anti-
neoplasica (Pui et al., 1997; Lehrnbecher et al., 2007).
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Figura 3. Dindmica de formagéao de células hematopoiéticas a partir de seus precursores
(Adaptado de Theml et al., 2004).
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No ano de 2001, surgiu a idéia de que as células-tronco da medula éssea
mobilizadas pelo G-CSF poderiam migrar para o miocardio infartado, e se diferenciar
em miécitos cardiacos. Em trabalho publicado por Orlic et al. (2001b), o pré-
tratamento feito em camundongos infartados com a associagao entre duas citocinas,
0 G-CSF e o fator de células-tronco (SCF), mostrou ser capaz de regenerar o tecido
miocardico perdido, além de formar novas estruturas vasculares. Junto aos efeitos
regenerativos, foi observado melhora significativa nos parametros hemodinamicos e
estruturais do coragao, além de uma reducido da mortalidade, quantificados 28 dias
apos o infarto do miocardio. Foi descrito por Fukuhara et al. (2004) que as células
mononucleares da medula éssea mobilizadas pelo G-CSF migram para o miocardio
e se regeneram em cardiomiocitos apos o infarto. A regeneragéo do miocardio e de
estruturas vasculares foi observada também por Dawn et al. (2006) em
camundongos infartados e tratados com G-CSF levando a melhora hemodinamica e
estrutural do coragdo. Em um modelo de isquemia seguida de reperfusdo em
coelhos, o tratamento com G-CSF foi capaz de mobilizar as células-tronco da
medula 6ssea, previamente marcadas, para a area isquémica. A identificacdo e a
caracterizagao fenotipica mostraram que as células se diferenciaram em miécitos,
células endoteliais e miofibroblastos, demonstrando o potencial regenerativo das
células mobilizadas pelo G-CSF (Minatoguchi et al., 2004). leishi et al. (2007)
mostraram que 4 semanas apds um evento isquémico sequido por reperfusdo em
ratos, o tratamento com G-CSF foi capaz de reduzir a extensdo do infarto,
melhorando a fungdo hemodinamica.

Por outro lado, em um modelo de infarto do miocardio em primatas, Norol et
al. (2003) observaram aumento da angiogénese no miocardio infartado apods
tratamento com a associagédo entre o G-CSF e o SCF, embora sem detecgédo de
indicios de reparo cardiaco. Deten et al. (2005) utilizaram a associagéo das duas
citocinas em camundongos infartados e ndo observaram nenhum efeito sobre a
hemodindmica, mortalidade, ou regeneragdo miocardica. Estudo realizado por
Werneck-de-Castro et al. (2006), utilizando altas doses de G-CSF em ratos
infartados, ndo observaram melhora da funcido cardiaca, nem mesmo no consumo
maximo de oxigénio em exercicio aerébico. Segundo Fukahara et al. (2005), a
utilizagdo do G-CSF causa efetivamente migracao de células para o miocardio apos
o infarto, mas a contribuicdo destas células seria muito pequena para explicar os

efeitos benéficos observados com o tratamento com G-CSF.
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Trabalhos posteriores ao de Orlic et al. (2001) confirmaram os efeitos
benéficos do G-CSF, descrevendo principalmente os efeitos sobre o remodelamento
ventricular apés o infarto. Ohtsuka et al. (2004) mostraram em camundongos que 0s
beneficios hemodinamicos do tratamento independiam da associacdo do SCF ao G-
CSF e também do tempo em que o tratamento era iniciado, mostrando reducgao de
apoptose e aumento na formacao de novos vasos. Em um estudo utilizando modelo
de infarto agudo em animais maiores, foi observada melhora da fungdo cardiaca
registrada 4 semanas apos o infarto, além de redugdo da extensdo do infarto em
porcos que receberam tratamento com G-CSF (lwanaga et al., 2004). Resultados
semelhantes foram encontrados utilizando modelos de isquemia crénica também em
porcos, onde o G-CSF melhorou a fungéo contratil na parede isquémica (Hasegawa
et al., 2006). Um resultado em comum observado nos dois trabalhos citados acima e
no trabalho de Li et al (2006b) foi o aumento da fosforilagcdo da Akt nos animais que
receberam tratamento com G-CSF. Em contrapartida, o aumento da expressao do
fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) foi observado no modelo agudo,
0 que nao foi evidenciado no modelo crénico (lwanaga et al., 2004; Hasegawa et al.,
2006). Alguns estudos utilizando G-CSF em animais infartados mostraram um efeito
anti-apoptético. Estudos recentes mostraram reducdo precoce da apoptose em
animais infartados que receberam tratamento com G-CSF, evidenciando também
significante redu¢cado na apoptose de células do endotélio vascular (lwanaga et al.,
2004; Ohtsuka et al, 2004; Harada et al., 2006), efeito que também foi encontrado
em modelo de infarto cronico (Hasegawa et al., 2006).

Outro efeito que tem sido relacionado ao G-CSF é a neoangiogénese. Em
experimentos feitos in vitro, a exposigcdo ao G-CSF mostrou migragao de células
endoteliais e formagdo de estruturas vasculares. Junto a isso, a injegao
intramuscular desta citocina foi capaz de aumentar a angiogénese induzida por
processo isquémico em camundongos (Lee et al.,, 2005). Ohtsuka et al. (2004)
observaram que tanto o pré-tratamento quanto o tratamento apds o infarto do
miocardio em camundongos foi efetivo em aumentar a densidade capilar na area de
borda ao infarto. Em um modelo de isquemia seguida por reperfusdo em porcos,
Sato et al. (2007) mostraram que o tratamento com G-CSF aumentou o numero de
vasos sanguineos no ventriculo esquerdo desses animais, mas sem observar
melhora funcional. Recentemente, Li et al. (2006b) mostraram que o tratamento de

animais com insuficiéncia cardiaca apos o infarto com G-CSF resultou em melhora
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da funcao cardiaca. Foi observada reducao da fibrose por aumento da expressao de
metaloproteinases, além da reducdo de TGF-B1. Outros achados importantes foram
a reducao da expressao do receptor AT-1 para angiotensina Il e do TNF-a, o que
pode ter contribuido para os efeitos benéficos do tratamento.

O tratamento combinado do G-CSF com o fator estimulante de colonias de
mondcitos (M-CSF) mostrou melhora da fungao contratil do ventriculo esquerdo apds
o infarto por suprimir o remodelamento da zona de borda (Miki et al., 2004).
Resultado semelhante foi obtido por Sugano et al. (2005) quando, utilizando o
tratamento com G-CSF apds o infarto, observaram aceleracdo do processo de
reparo reduzindo a expansao ventricular. Outra evidéncia de melhora funcional foi
obtida utilizando a associag¢ao entre o0 G-CSF e o SCF, aumento da reserva contratil
em ratos infartados submetidos a estresse farmacolégico, mas sem encontrar
indicios de regenerag&o miocardica (Sesti et al., 2005).

Outro importante efeito recentemente reportado ao G-CSF é a atividade
protetora contra arritmias ventriculares. A utilizagdo da associagéo entre G-CSF e o
SCF mostrou eficacia na redugao de arritmias ventriculares induzidas em animais
infartados (Kuhlmann et al., 2006). Resultado semelhante foi observado com o uso
do G-CSF em midcitos em cultura, impedindo o comprometimento das jung¢des do
tipo gap apds um evento de hipdxia (Kuwabara et al., 2007).

Uma nova visdo em relagao aos efeitos do G-CSF no infarto surgiu em 2004,
quando foi demonstrada a expressdo de receptores especificos para G-CSF em
midcitos cardiacos obtidas em pacientes com cardiopatia dilatada idiopatica
(Hamamoto et al., 2004). Corroborando com esta idéia, Harada et al. (2005)
evidenciaram recentemente a expressao de receptores para G-CSF (G-CSFR) em
midcitos cardiacos, e a ligagdo com este receptor ativaria a Janus Kinase 2 (Jak2) e
concomitante ativagdo de um transdutor de sinalizagdo e ativador de transcrigdo 3
(Stat3), culminando com a reducédo da apoptose apds o infarto pelo aumento da
expressao de proteinas com agao anti-apoptéticas da familia da Bcl-2. Além disto,
foi observada melhora da fungéo cardiaca 7 dias apés o infarto do miocardio. Em um
modelo experimental de isquemia seguida de reperfusdo em coragao isolado, Ueda
et al. (2006) mostraram que a adicdo de G-CSF a solugao de reperfusao foi capaz
de reduzir a injuria de reperfusdo, com aumento da pressdo de desenvolvida pelo
ventriculo esquerdo e reducdo da extensao da regido infartada. Isso foi justificado

por aumento da expressdo da enzima oxido nitrico sintase endotelial no tecido
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cardiaco. Os trabalhos realizados por Harada et al. (2005) e Ueda et al. (2006)
mostram que o G-CSF possui efeito direto sobre o miocardio. O efeito agudo, nao
gendmico, poderia contribuir para a melhora da fungéo cardiaca relatada ao G-CSF.

Na clinica, os efeitos do tratamento com G-CSF em pacientes infartados
seguem a mesma controvérsia dos resultados experimentais. Utilizando pacientes
recentemente infartados, Ince et al. (2005) mostraram que o tratamento com G-CSF
foi efetivo em melhorar a fracdo de ejecao desses pacientes durante o periodo de
um ano de acompanhamento. Além disso, os efeitos deletérios do remodelamento
foram atenuados nos pacientes tratados com G-CSF, observando reducdo do
didametro diastdlico final do ventriculo esquerdo junto a melhora contratil (Ince et al.,
2005). Resultados semelhantes foram observados por Leone et al., (2007)
mostrando melhora da fungéo cardiaca e redugao dos efeitos do remodelamento em
pacientes com infarto extenso na parede anterior e baixa fragdo de ejecdo que
receberam tratamento com G-CSF. A melhora da fragdo de ejecédo apds seis meses
de acompanhamento foi observada em pacientes que receberam tratamento com G-
CSF logo apds o infarto do miocardio (Takano et al., 2007). Por outro lado, em
estudo conduzido por Kang et al. (2004), foi mostrado que a injegéo intracoronaria
das células mobilizadas pelo G-CSF melhoraram a funcido cardiaca de pacientes
apos o infarto do miocardio, o que néo foi observado no grupo que sé recebeu a
terapia com G-CSF. Neste trabalho foi observado um aumento na incidéncia de
reestenose no grupo que recebeu tratamento com G-CSF (Kang et al., 2004). Da
mesma forma, em estudo utilizando pacientes que sofreram infarto do miocardio, o
tratamento com G-CSF nao resultou em melhora da fungao cardiaca, nem mesmo
retardo do processo de remodelamento (Zohinhofer et al., 2006).

Apesar de muitos autores demonstrarem resultados positivos, os beneficios
do G-CSF ainda nao estdo bem esclarecidos, visto que alguns trabalhos nao
observaram beneficios deste tratamento. Todos os estudos fizeram suas analises
em uma fase crénica ou no maximo subcrdnica do infarto, sendo que os efeitos do
G-CSF sobre a fase aguda ainda ndo foram demonstrados. Além disto, ndo estao
esclarecidas se as alteracdes observadas na fase cronica do infarto sdo decorrentes
de interferéncias no processo de remodelamento ou se estdo associadas a
alteragdes na fase aguda.

Outra questdo que ainda permanece obscura é o efeito do G-CSF sobre a

mortalidade imediata ao infarto, pois todos os relatos excluem a mortalidade precoce
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a oclusdo como sendo intrinseco ao método, e justificam a mortalidade a longo

prazo pela melhora funcional causada pelo tratamento com G-CSF.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Estudar os efeitos do G-CSF no infarto do miocardio experimental em ratos.

2.2. Objetivos Especificos

Avaliar os efeitos do pré-tratamento com G-CSF sobre:

a extenséo do infarto 24 horas apés a cirurgia;

a funcdo hemodindmica em ratos, 15 dias apds o infarto;

a mortalidade precoce ao infarto do miocardio,

as arritmias ventriculares apés o infarto do miocardio,

grau de ativagéo de vias pro e anti-apoptéticas.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais de Experimentagao

Foram utilizados ratos Wistar, pesando entre 180 a 240 gramas, provenientes
do Biotério do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Espirito
Santo. Durante todo o tempo do estudo, os animais foram alojados em uma sala
com temperatura controlada, e tinham livre acesso a agua e ragéo padrdo para
roedores. Todos os protocolos realizados seguiram o Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals (NIH Publication No. 85-23, revised 1996).

3.2.Grupos e Protocolos Experimentais

Para a realizagao do presente trabalho, os animais foram divididos em trés

grupos:

¢ IM-GCSF: os animais deste grupo receberam injegdes por via subcutanea de
G-CSF recombinante humano (FILGRASTIM®, BIOSINTETICA, BUENOS
AIRES, ARG), na dose de 50ug por quilo de peso corporal, diluida em glicose
5% (HALEX ISTAR, GOIAS, BRASIL), em uma proporgao de 1:6. O esquema
de doses utilizada para este grupo foi o pré-tratamento com G-CSF em trés

doses, sendo estas aplicadas 7, 3 e 1 dias antes do procedimento de infarto.

e IM: os animais deste grupo receberam glicose a 5% por via subcutanea em
volume correspondente ao peso corporal, seguindo o mesmo intervalo de

aplicagao do grupo IM-GCSF.

e Sham: Os animais foram submetidos a todo o procedimento cirdrgico que
sera descrito posteriormente, exceto a oclusdo permanente da artéria

coronaria.
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Todos os grupos de animais foram estudados 24 horas ou 15 dias apds o
procedimento cirdrgico para realizar os procedimentos descritos a seguir. A figura 4

demonstra o esquema de pré-tratamento utilizado para este trabalho.

12dose 22dose 32dose Cirurgia

-7 -3 -1 0 Dias

Figura 4. Esquema terapéutico de pré-tratamento utilizado nos protocolos descritos neste
trabalho.

3.3.Registro e Analise Eletrocardiografica

Para registro do eletrocardiograma, o animal foi colocado em uma camara
fechada, contendo Halotano (AYERST, SAO PAULO, BRASIL) para anestesia geral.
Em seguida o animal foi colocado em uma mesa cirurgica, em posigdo supina e
tinha os membros fixados sem que estes fossem tensionados. Uma mascara com
éter etilico (VETEC, Rido de Janeiro, Brasil) foi utilizada para manutengdo da
anestesia. Os eletrodos estavam acoplados a agulhas (BD, BRASIL) 25x7 que eram
implantadas no tecido subcutdneo do animal seguindo o posicionamento
padronizado no triangulo de Einthoven, onde o eletrodo ligado a terra foi implantado
na pata traseira direita do animal. Os eletrodos eram conectados a um pré-
amplificador e o sinal era langado no monitor de um osciloscépio (ECAFIX TC 50,
FUNBEC, BRASIL). Do osciloscopio, o sinal era enviado para um registrador
(FUNBEC RG 300, BRASIL) e o sinal registrado em papel milimetrado
termossensivel. A calibragdo do aparelho era feita diante de uma onda quadrada
com amplitude de 1 milivolt (mV) emitida pelo pré-amplificador, em que o ganho do
registrador era regulado para uma escala onde 1 mV corresponderia a 20 mm
(milimetros) do papel termossensivel, com uma velocidade de 100 mm/s. O
amortecimento do registrador era regulado para que o registro feito no papel fosse o
mais parecido com o registro na tela do monitor.

Foram realizadas todas as 6 derivagdes do plano frontal (trés derivagdes

bipolares, D1, D2, D3, e trés unipolares, aVR, aVL e aVF), sendo obtidos os
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seguintes parametros em D2: frequéncia cardiaca (pelo intervalo R-R), amplitude e
duragao da onda P, duracdo do complexo QRS, duracao dos intervalos PR e QT,
amplitude e duragdo da onda Q (analisados em D1) e o angulo médio do eixo
elétrico do complexo QRS no plano frontal (dado pela soma dos vetores médios do
complexo QRS em D1 e aVF). Os registros feitos no papel termossensivel eram
digitalizados através do Scanner (Scandet 2400c, Hewlett-Packard, BRASIL) em
uma resolucéo fixa de 300 dpi e analisados utilizando o software ImagedJ (versao
1.36b, National Institute of Health, EUA).

3.4.Coleta de Sangue e Quantificagao Leucocitaria

Para coleta de sangue, os animais foram colocados em um contensor
apropriado para ratos. A pata traseira direita foi imobilizada e uma pequena area era
depilada para expor a veia safena lateral. Sob iluminagdo com lampada amarela
para causar vasodilatagdo, a veia safena lateral era puncionada com uma agulha
(BD, BRASIL) 13X4,5 e uma amostra de sangue coletada com uma pipeta
automatica. O sangue era estancado por compressdo do local e o animal era
liberado. Uma aliquota de 20ul (microlitros) de sangue foi adicionada a um tubo de
Eppendorf contendo 380ul de &cido acético a 2%. Feita a homogeneizagdo da
solucdo, uma aliquota dessa solucado foi colocada em uma camara de Neubauer
(NORMAX, PORTUGAL) coberta por uma laminula apropriada. Apos 5 minutos de
estabilizagdo, a camara de Neubauer era colocada em um microscépio otico

(ausJENA, ALEMANHA), onde se realizava a contagem dos leucdcitos totais.

3.5.Técnica para Producgao do Infarto do Miocardio

O procedimento de infarto do miocardio foi realizado de acordo com a técnica
padrdao em nosso laboratério (Mill et al., 1990), que esta descrita resumidamente
abaixo.

Em uma céamara fechada, o animal foi submetido a anestesia geral com
halotano. Atingido o padrdo anestésico ideal, o animal foi colocado em posi¢ao

supina em uma mesa cirurgica, com uma mascara contendo éter etilico para
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manutencdo da anestesia. O lado esquerdo do térax era aberto no nivel do 4°
espaco intercostal, por onde o coracdo era rapidamente exteriorizado. Apds
visualizagao da artéria coronaria descendente anterior esquerda, logo abaixo da
borda do atrio esquerdo, um fio de mononylon 6.0 (MEDLINE, BRASIL) ligado a uma
agulha nao traumatica enlagava a artéria, fazendo uma oclusao permanente dessa
artéria. O coracdo foi imediatamente reposicionado e o térax fechado com uma
sutura em forma de bolsa. Os animais que ndo retomavam espontaneamente os
movimentos respiratérios receberam ventilacdo mecanica até a recuperacdo da
respiracdo. Foram considerados infartados os animais que apresentassem onda Q
patoldgica em D1 24 horas apods o procedimento de ligadura, além de apresentarem
indicacdo de isquemia transmural (pela técnica do trifeniltetrazélio) ou cicatriz do

infarto.

3.6. Identificagdo da Area Infartada

Depois da realizagdo do ECG 24 horas apds o procedimento de ligadura da
artéria coronaria, o animal era sacrificado e rapidamente era retirado o coracao e
perfundido com solugdo de Tyrode borbulhada com uma mistura gasosa de
carbogénio contendo 95% de oxigénio e 5% de gas carbdnico. Completada a
perfusdo, separavam-se os atrios dos ventriculos e pesavam-se os ventriculos. O
ventriculo direito era separado do ventriculo esquerdo e novamente pesados. O
ventriculo esquerdo era colocado em um Banho Maria (FANEM LTDA®, SAO
PAULO, BRASIL) a 37°C por 10 minutos em uma solu¢do a 1% de Cloridrato de
Trifeniltetrazdlio (TTC) (VETEC, RIO DE JANEIRO, BRASIL). Pela técnica do TTC, a
parte viavel adquire uma coloragao vermelho escuro e a parte infartada demonstra
uma coloragéo esbranquicada (VIVALDI et al, 1985). A parte viavel foi separada da
parte infartada e colocadas em uma placa de vidro com fundo branco e digitalizagao
foi feita com o auxilio de um Scanner (ScanJet 2400c, Hewlett-Packard, BRASIL) em
uma resolucédo fixa de 300 dpi. Todos os infartos incluidos neste estudo foram
transmurais. As areas das partes infartada e viavel eram determinadas por
planimetria através do software ImageJ (versdo 1.36b, National Institute of Health,

EUA). O resultado da medida do infarto é descrito aqui como a area percentual
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infartada do ventriculo esquerdo em relagao a area total do ventriculo esquerdo .
Para comparar a técnica da medida da area de infarto pela area com a técnica de
peso das partes infartada e ndo infartada, os resultados de cada analise foram
correlacionados com os seus respectivos pares. A Figura 5 apresenta o ventriculo

esquerdo remanescente e isquémico, corado pela técnica do TTC.

4

Figura 5. Ventriculo esquerdo corado com TTC, mostrando a area
remanescente (esquerda) e a area isquémica (direita).

A extensao do infarto foi realizada apdés 15 dias da oclusdo da coronaria da
seguinte forma. O coragéao foi retirado, os atrios eram separados dos ventriculos e
esses foram pesados, assim como o ventriculo esquerdo e o direito. A cicatriz do
infarto foi separada da area remanescente com o auxilio de uma lupa, sendo
pesados separadamente. A area infartada e a remanescente foi colocada sobre uma
placa de vidro e com o auxilio de um scanner, as imagens foram digitalizadas.
Posteriormente, a area do infarto e a remanescente eram medidas utilizando o
software ImagedJ e os valores da area infartada foi apresentado como porcentagem
da area infartada em relagao a area total do ventriculo esquerdo.

As visceras foram pesadas apos o experimento, colocadas em estufa a 96°C por
24 horas e novamente pesadas para obtengao do peso desidratado, além do calculo

do percentual de agua.
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2¢cm

Figura 6. Ventriculo esquerdo separado em area remanescente
(esquerda) e area de cicatriz (direita).

3.7.Registros Hemodinamicos

Os animais foram anestesiados por via intraperitoneal com uma mistura
contendo Quetamina (AGENER UNIAO, SAO PAULO, BRASIL) na dose de 70
miligramas (mg) por quilo de peso corporal e Xilazina (BAYER, SAO PAULO,
BRASIL) na dose de 10 mg por quilo de peso. Apds constatacdo da perda dos
reflexos, os animais foram colocados em posigdo supina em uma mesa cirurgica
tendo os membros levemente fixados. Foi realizada uma depilacdo no nivel do
pesco¢o, do lado direito do animal. Uma incisdo de aproximadamente 1,5
centimetros (cm) foi realizada para localizagdo e acesso aos vasos a serem
cateterizados. Primeiramente, localizava-se a veia jugular externa e uma dissec¢ao
era feita para retirar todo o tecido conjuntivo ao redor do vaso. Um pequeno orificio
era feito com uma tesoura oftalmica, por onde era introduzido um cateter de
polietiieno (PE 50) previamente preenchido solugdo salina com heparina
(HEPARINA SODICA, ARISTON, BRASIL) e ligado a um transdutor de pressao (TRI
21, LETICA SCIENTIFIC INSTRUMENSTS, ESPANHA), e este conectado a um
sistema de aquisicdo de dados PowerLab (ADINSTRUMENTS INC, AUSTRALIA). O
cateter entdo era avangado até o ventriculo direito para inicio do registro. Para a
fixacdo do cateter, uma linha de algodao foi utilizada para amarrar o vaso e o
cateter, impedindo que este se movimentasse. O registro da onda de pressao do

ventriculo direito era feito por um periodo médio de 10 minutos, tempo suficiente
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para completa estabilizagdo do registro. Feito o registro do ventriculo direito, o
procedimento de disseccao era realizado na artéria carétida comum direita, com
extremo cuidado para ndo lesar os nervos que se projetam junto ao vaso. Apds
clampeamento da artéria carétida, um novo cateter PE 50, previamente heparinizado
e conectada ao transdutor, era inserido no vaso por um orificio aberto com uma
tesoura oftalmica. Apds o registro da pressao arterial, o cateter foi avangado até o
ventriculo esquerdo onde o registro era realizado por um periodo de
aproximadamente 10 minutos.

Os parametros avaliados pelo cateterismo cardiaco eram: pressao arterial
sistélica (PAS) e diastdlica (PAD), frequéncia cardiaca (FC), pressao diastélica inicial
(PDI), pressao diastdlica final (PDF), pressao sistdlica (PS), derivada maxima de
pressao (dP/dt+), derivada minima de pressao do ventriculo esquerdo (dP/dt-), como
demonstrado na figura 7. Os registros eram digitalizados para posterior analise
usando o software Chart v. 5.5 (ADINSTRUMENTS INC, AUSTRALIA).

Psv

PDI

PDE dP/dt+ dP/dt-

Tempo (s)

Figura 7. Registro tipico de uma onda de pressdo do ventriculo esquerdo,
mostrando os pontos de andlise.



40
Materiais e Métodos

3.8.Avaliacao da Rigidez do Ventriculo Esquerdo: Curva Pressao-Volume

Depois de realizados os registros hemodinamicos, o coragdo do animal foi
parado em diastole por injecdo de 0,2 ml de cloreto de potassio 3 M em bollus pela
veia jugular. Rapidamente era realizada uma incisdo na artéria aorta e uma canula
de dupla-luz (uma cénula PE 50 inserida em outra canula PE200) inserida por 6 mm
dentro do ventriculo esquerdo para infusdo de volume simultaneamente com o
registro da pressdao. Com uma linha, o sulco atrio-ventricular foi ligado para evitar a
comunicagao entre as duas camaras. Uma pequena incisdo foi feita na parede
externa do ventriculo direito para impedir algum efeito compressivo. O coragao foi
esvaziado manualmente gerando uma presséao intraventricular de cerca de -5 mmHg
e solugao salina foi infundida com o auxilio de uma bomba de infuséo (Bl 2000,
INSIGHT EQUIPAMENTOS, BRASIL), em uma taxa de 0,68 ml por minuto. A figura

8 apresenta a preparacgio para a realizagcdo da curva pressao-volume.

Bomba de infusdo

Figura 8. Preparacdo experimental para realizagdo da curva pressao-volume.
(Adaptado de Jugdutt et al., 2007).
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Pelo menos trés curvas foram registradas dentro de um periodo de 10
minutos, e as analises foram realizadas através das médias das mesmas, avaliando
o volume infundido em valores fixos de pressao (0, 5, 10, 15, 20, 25 e 30 mmHg).
Foi adotado o volume 0,05mL para o valor de 0 mmHg. A Figura 9 mostra um

registro tipico de uma curva pressao-volume.

Inicio da infusao

Figura 9. Registro tipico da curva pressado-volume em ratos.

O calculo da constante de rigidez do ventriculo esquerdo (em mmHg/mL) foi
obtida através do ajuste dos dados da curva P-V para uma regresséo linear entre 0 e
5 mmHg, obtendo a primeira constante de rigidez (ko.s). Entre 5 e 30 mmHg, a curva
foi ajustada utilizando um modelo monoexponencial, sendo a férmula descrita como
P=b.e"Y, onde:

P= pressao

b= taxa de crescimento exponencial
e= base dos logaritimos neperianos
k= constante de rigidez

v= volume

Para a analise da segunda constante de rigidez do ventriculo esquerdo, foi
utiizada a escala logaritmica de presséao, transformando a curva P-V entre 5-30
mmHg em uma fungéo linear, de onde era obtida a segunda constante de rigidez da

camara ventricular (ks.3), facilitando a comparagao entre as retas. Isto permite
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comparar as respostas de cada curva, sem sofrer influéncia de possiveis diferencas

existentes entre 0-5 mmHg.

3.9.Preparacgao do Tecido para Analise da Expressao Génica e Protéica

Sete dias apos o inicio do tratamento, imediatamente antes do procedimento
de ligadura da coronaria, uma amostra de cada grupo foi sacrificada e o coragao
rapidamente retirado e colocado em solugdo nutridora em gelo. Os atrios foram
separados dos ventriculos e o ventriculo direito separado do ventriculo esquerdo. O
ventriculo esquerdo foi colocado em tubo com identificagdo apropriada e

armazenado a -70°C para posterior utilizagao.

3.10. Ensaio para Medida da Expressao Protéica (Western bloft)

Utilizando uma amostra do ventriculo esquerdo, foi realizada a extracao
protéica com tampao apropriado (vanadato de sodio 1TmM, SDS 1%, Tris-HCI pH 7,4,
10mM) sob fervura com o auxilio de um homoneizador Polytron (BRINKMANN
INSTRUMENTS, WESTBURY, NY). O homogenato foi centrifugado a 12000g por 20
minutos a 4°C e o sobrenadante retirado e estocado em gelo. A quantificagdo
protéica foi realizada pelo método de Lowry em espectrofotdmetro de placa
(MQUANT, BIOTEK INSTRUMENTS, INK). Foi realizada a eletroforese em tampao
de corrida, utilizando 75mcg de proteina, em gel de acrilamida 12% por 2 horas a 90
volts. A eletroforese de transferéncia para uma membrana de nitrocelulose foi
realizada a 4°C durante toda a noite (overnight) a 90 volts. Para verificar a eficacia
da transferéncia, o gel foi incubado com Comassie Blue para detecgado de proteinas
remanescentes.

A membrana foi incubada com solugao de bloqueio (leite desnatado 5%, Nacl
0,5M, Tween-20 0,1%, Tris-HCI 20mM, pH 7,5) por 90 minutos, seguida da
incubagao com anticorpo monoclonal primario [anti-bcl-2 contra coelho, diluicdo de
1:750 (SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY INC.), anti-bcl-xL contra coelho, diluigdo
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de 1:750 (SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY INC.); anti-bax contra coelho, diluigao
de 1:750 (SANTA CRUZ BIOTECHNOLOGY INC.), anti-conexina43 (policlonal)
contra coelho, diluicdo de 1:1500 (ZYMED LABORATORIES, CA, USA)] por 4 horas,
sob agitagdo mecanica. Em seguida, a membrana foi submetida a uma triplice
incubagdo com solugéo de lavagem (Nacl 0,5M, Tween-20 0,1%, Tris-HCI 20mM, pH
7,5), cada uma com duragao de 10 minutos.

A membrana foi incubada com anticorpo secundario por 90 minutos, sob
agitacdo mecanica constante. A deteccdo das bandas foi realizada através da
utiizagdo de wuma substancia quimioluminescente (ECL PLUS WESTERN
BLOTTING SYSTEM, AMERSHAM BIOSCIENCES, USA) em contato com um filme
fotossensivel. A quantificagdo das bandas foi realizada com o programa Scion Image
para Windows (SCION CORPORATION, USA) apds digitalizacdo dos filmes com
auxilio de um Scaner (SCANJET 2400C, HEWLETT-PACKARD, BRASIL).

3.11. Ensaio para Medida da Expressdao Génica (Reacao em Cadeia da

Polimerase por Transcriptase Reversa — RT-PCR)

Uma amostra do ventriculo esquerdo de cada animal foi descongelada e
homogeneizada em solugdo TRIZOL (1ml/100mg, INVITROGEN). Em seguida, foi
adicionado 0,2 ml de cloroformio e centrifugado (CENTRIFUGA 5804R,
EPPENDOREF, ALE) para a separagao das fases. A fase aquosa foi retirada e a ela
foi adicionado 0,5 ml de alcool isopropilico para precipitagdo do RNA. Apos 10
minutos de estabilizagdo a temperatura ambiente, a solugdo foi novamente
centrifugada, a fase aquosa foi descartada e o precipitado foi retirado com etanol a
75%. Uma rapida centrifugacao foi realizada, o excesso de etanol retirado e o RNA
solubilizado em agua.

O cDNA foi construido utilizando a enzima transcriptase reversa (SuperScript
reverse transcriptase) (200U/uL) e uma sequéncia iniciadora inespecifica em um
termociclador (EPPENDORF, ALEMANHA) a partir de todo RNA extraido. Os genes
de interesse foram amplificados com a enzima DNA polimerase e com sequéncias

iniciadoras especificas por uma quantidade de ciclos pré-estabelecida por uma curva
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padrado construida para cada gene. A Tabela 1 mostra as sequéncias iniciadoras, a
temperatura de anelamento e o tamanho do produto final para cada gene utilizado.
O produto final da amplificagdo foi preparado para eletroforese em gel de agarose
1% contendo 0,05% de brometo de etideo. As bandas foram visualizadas e
fotografadas sob luz ultra-violeta (UVP BIOIMAGING SYSTEM, USA) e quantificadas

com o auxilio do programa Scion Image.

Tabela 1. Genes e as respectivas sequéncias iniciadoras, temperatura de

anelamento e extensao do produto final

Gene Seqiiéncia Temp. (°C)  Produto

Bcl-2 5'- TCCTTCCAGCCTGAGAGCAACC-3’ 58 356
5-GGTGACATCTCCCTGTTGACGC-3
Bel-xL 5-GTGGCTGGTGTAGTTCTGCTGG-3’ 58 356
5-AACAAGGCAGGCTCTTCTCCC-3’
Bax 5 -GGAGATGAACTGGACAATAATATGG-3’ 53 152
5'-GCAAAGTAGAAGAGGGCAACC-3’
B-actina 5- TGGCATTGTGATGGACTCCG-3’ 58 192

5- TTAATGTCACGCACGATTTCCC-3

Produto descrito como nimero de pares de bases no produto final. Temp, Temperatura.
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3.12. Avaliagao Arritmogénica Apods o Infarto

Para avaliacao das arritmias pés-infarto, uma amostra foi retirada de cada
grupo para a realizagao deste protocolo. Os animais receberam seus respectivos
tratamentos e o infarto foi realizado da seguinte forma. Apds anestesia com
pentobarbital sédico (60mg/kg) intraperitoneal, o animal foi posicionado em uma
mesa cirurgica e o registro eletrocardiografico realizado com o auxilio de um pré-
amplificador (BioAmp, AdInstrumens, Australia) conectado a um sistema de
aquisicao de dados (PowerlLab, Adinstruments, Australia) por 5 minutos antes da
cirurgia na derivagdo D1. Foi realizada uma toracotomia no nivel do quarto espaco
intercostal e o coracdo rapidamente eviscerado, para oclusdo permanente da artéria
coronaria descendente anterior esquerda. O coragao foi reposicionado e o térax
fechado. O registro eletrocardiografico foi obtido por 30 minutos apds a cirurgia e
gravados para analise off-line. A analise de arritmias ventriculares foi feita de acordo
com a padronizacdo de Walker et al. (1988). Os seguintes parametros foram
medidos:

e A frequéncia cardiaca em intervalos de 5 minutos, sempre em periodos de
ritmo sinusal,

e O numero de extrassistoles ventriculares;

e O numero e a duragao das taquicardias ventriculares (TV), caracterizado
pela ocorréncia de quatro ou mais extrassistoles ventriculares consecutivas;

e A incidéncia de fibrilagdo ventricular (FV). A irreversibilidade da FV foi

caracterizada apds cinco minutos de cardioversao mecéanica.

A figura 10 mostra um registro eletrocardiografico tipico, evidenciando as

arritmias utilizadas na analise dos dados.
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Figura 10. Registros eletrocardiograficos mostrando (A) antes e (B) apds a ocluséo da
coronaria, com supra-desnivelamento do segmento S-T, sendo evidenciada uma
extrassistole isolada; (C) setas pretas evidenciam extrassistoles bigeminadas, sendo
seguida por uma taquicardia ventricular apontada pela seta verde; (D) fibrilagéo

ventricular.
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Para a andlise das arritmias pelo sistema de escores (Baczko et al., 1997),
utilizamos todos o0s animais incluidos neste protocolo, inclusive aqueles que
morreram durante o registro. A Tabela 2 apresenta os valores especificos para cada

condigao.

Tabela 2. Sistemas de Escores para a Caracterizacdo da Gravidade das

Taquiarritmias Cardiacas Apos o Infarto*

Arritmias Escores

Nenhuma arritmia 0
TV <10 segundos, sem FV

TV entre 11 - 30 segundos, sem FV

TV entre 30 - 90 segundos, sem FV

TV entre 91-180 segundos ou FV < 10 segundos
TV > 180 segundos ou FV > 10 segundos

oo O A W N -

FV irreversivel

* Retirado de Baczké et al. (1997)

3.13. Analise Estatistica

O teste t de Student foi utilizado quando era necessaria a comparacao entre
dois grupos independentes. Para comparacéo entre uma unica medida em mais de
dois grupos, foi utilizada a analise de varidancia (ANOVA) para uma via e a
comparagao entre dois ou mais grupos em relagdo a um segundo fator foi utilizada a
ANOVA para dois fatores. Quando o teste era positivo, foi utilizada a corregdo de
Bonferroni para multiplas comparacoes.

Para avaliar a influencia do tratamento sobre a mortalidade, foi realizada uma
andlise de sobrevida baseada no método de Kaplan-Meier, e a comparacao entre as
curvas foi feita pelo teste de log rank. Para andlise ponto a ponto da curva de
mortalidade, foi realizado o teste de Chi-quadrado comparando a propor¢ao de

mortes entre os grupos.
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O teste de correlagao de Pearson foi utilizado para avaliar a associacao entre
duas variaveis quantitativas, e para a avaliacdo da complementaridade entre os
métodos de medida do infarto foi utilizado o modelo de Bland-Altman.

Na analise temporal das extrassistoles, utilizamos a area sob a curva (ASC)
seguida por teste t de Student ndo pareado. A incidéncia de FV foi comparada
utilizando o teste exato de Fischer.

Para a comparagdo entre as curvas pressao-volume, foi utilizado uma
regressao linear para obter a constante de rigidez de cada grupo, sendo
posteriormente comparadas por uma ANOVA de uma via.

Todos os valores estao expressos no texto e nos graficos como médiaterro
padrdao da média (E.P.M.). As diferengas foram consideradas estatisticamente
significantes quando p<0,05. Para as anadlises estatisticas foi utilizado o software
SPSS para Windows (SPSS SOFTWARE VERSAO 13, USA). Para construgdo dos
graficos, foi utilizado o software OriginPro versédo 7.0 (ORIGINLAB CORPORATION,
MA, USA).
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4. RESULTADOS
4.1. Efeito do G-CSF na Mobilizacao de Leucécitos

A contagem de leucécitos totais realizada antes do inicio do tratamento ndo
diferiu entre os grupos avaliados (Sham, 128204580 céls./mm?; IM, 12300+365
céls./mm?3; IM-GCSF, 12258+398 céls./mm?®, p>0,05). Ja a coleta realizada
imediatamente antes do procedimento cirdrgico mostrou que o grupo que
recebeu o pré-tratamento com G-CSF apresentou aumento significativo de
leucdcitos em comparagao aos demais grupos (Sham, 13272+413 céls./mm3; IM,
125354320 céls./mm?; IM-GCSF, 22673849 céls./mm?; p<0,05). (Figura 11)

—s—Sham ——IM ——IM-GCSF
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Figura 11. Contagem de leucécitos antes do inicio do tratamento (Basal)
e imediatamente antes da indugao do infarto ou da cirurgia ficticia. Sham
(n=10); IM (n=31); IM-GCSF (n=32).

*p<0,05 vs. IM

#p<0,05 vs. Sham
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4.2. Andlise Eletrocardiografica

O acompanhamento eletrocardiografico realizado antes e ap6s a ligadura
coronariana ou cirurgia ficticia estd apresentado na Figura 12. Um aumento da
freqiéncia cardiaca foi observado em todos os grupos 24 horas apds o
procedimento cirurgico, retornando aos valores basais ao longo do periodo de
acompanhamento (Figura 12A). Os grupos submetidos ao infarto apresentaram
onda Q em D1 a partir do primeiro dia, sendo que a duragao e a amplitude foram
diminuindo progressivamente ao longo dos 5 dias iniciais até a estabilizagao (Figura
12G e 12H, respectivamente).

A analise do eixo elétrico de QRS mostrou que 24 horas apés a indugdo do
infarto, os grupos IM e IM-GCSF apresentaram desvio significante do eixo elétrico de
QRS para a direita comparados ao grupo Sham, sendo mantida até o fim do
acompanhamento (Figura 12l).

Os demais parametros como duracao da onda P, QRS, QT, intervalo P-R, e a
amplitude da onda P n&o sofreram alteragbes estatisticamente significantes entre os

grupos estudados (Figura 12).
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Figura 12. Curso temporal das medidas eletrocardiograficas nos grupos Sham (n=10), IM
(n=14) e IM-GCSF (n=14). Os valores representam a médiatE.P.M.

*p<0,05 vs. IM
$p<0,05 vs. IM-GCSF.
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Figura 12. Curso temporal das medidas eletrocardiograficas nos grupos Sham (n=10), IM
(n=14) e IM-GCSF (n=14). Os valores representam a médiatE.P.M.

*p<0,05 vs. IM

1p<0,05 vs. IM-GCSF.



54
Resultados

4.3.Parametros Ponderais

A Tabela 3 dispde os parametros ponderais dos grupos Sham, IM e IM-GCSF
nos periodos especificos de analise.

O peso corporal dos animais nao apresentou diferenga significativa entre os
grupos nos tempos indicados na tabela. Com o intuito de avaliar um possivel efeito
sobre a hipertrofia cardiaca, foi realizada a medida do peso das camaras
ventriculares. No primeiro dia apds a oclusédo da artéria coronaria, nao foi detectada
nenhuma diferenga significativa no peso relativo dos ventriculos esquerdo e direito
(Tabela 3). As analises realizadas 15 dias ap6s a indugédo do infarto do miocardio
mostram que o grupo IM apresentou tendéncia de aumento do peso relativo do
ventriculo direito quando comparado aos demais grupos (0,72+0,05 IM vs. 0,63+0,05
Sham e 0,65+0,03 IM-GCSF, p=0,07), mas sem alcangar significancia estatistica.

Nao foram detectadas diferencgas significativas entre os grupos analisados no
peso do figado (41,8+1,4, Sham; 37,2+1,3, IM; 37,2+1,4, IM-GCSF; p>0,05) e dos
pulmdes (6,7+0,3, Sham; 70,3, IM; 6,9+0,6, IM-GCSF; p>0,05), avaliados quinze
dias apds o infarto.

O peso da cicatriz do infarto avaliado 15 dias ap6s o infarto apresentou ligeira
tendéncia a redugédo nos animais pré-tratados com G-CSF (0,40+0,04 IM-GCSF vs.

0,47+0,02 IM; p=0,08), mas sem apresentar diferencga significante.
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Tabela 3. Parametros Ponderais

Sham m IM-GCSF
Peso Corporal (g)
Basal 21814 22043 21944
1° dia 24943 24744 24814
15° dia 31216 32046 31448
1° DIA (n=6) (n=17) (n=18)
Ventriculo direito (mg/g) 0,62+0,04 0,62+0,04 0,69+0,03
Ventriculo esquerdo (mg/g) 2,31+0,1 2,38+0,1 2,43+0,1
15° DIA (n=8-10)  (n=12-14) (n=12-14)
Pulmodes (mg/g) 6,7+0,3 7+0,3 6,9+0,6
Agua (%) 82+0,4 81+0,3 81+0,3
Figado (mg/g) 41,8+1,4 37,2+1,3 37,2+1,4
Agua (%) 74+0,4 73+0,4 73+0,3
Ventriculo direito (mg/g) 0,63+0,05 0,72+0,05 0,65+0,03
Ventriculo esquerdo (mg/g) 1,95+0,05 210,04 210,07
Peso da Cicatriz (mg/g) - 0,47+0,02 0,40+0,04

Os pesos das visceras foram corrigidos para o peso corporal. O percentual de agua foi
calculado pela diferenga entre o peso umido e o peso seco do tecido.
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4.4, Extensao do Infarto

Vinte e quatro horas apds a ligadura da artéria coronaria, a extensdo do
infarto foi quantificada pela técnica do TTC. Pode-se observar que o grupo IM-GCSF
apresentou menor extensdo da area infartada quando comparada ao grupo IM
(35,8+2,8% vs. 43,7+2,1%, p<0,05) (Figura 13). A extensdo do infarto medida pelo
peso da area corada por TTC também foi diferente, proporcionalmente aquela
avaliada pela area (40+2% no grupo IM vs. 31,5+2,8% no grupo IM-GCSF, p<0,05).

Para avaliar a validade do método de medida da extensdo do infarto pela
técnica do TTC, fizemos a comparagdao do método de medida da drea com o método
de quantificagdo pelo peso da area infartada. Este método é realizado pesando a
area infartada em relacéo ao peso da area total do ventriculo esquerdo. A analise de
correlagdo mostrou uma forte associagao positiva entre os dois métodos (r = 0,98,
p<0,05) (Figura 14). O grafico de Bland-Altman mostrou forte interacao entre os dois

métodos (Figura 15).
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Figura 13. Box-plot representando a extensdo do infarto medida 24 horas apds o infarto,
apresentada como a porcentagem da area infartada do ventriculo esquerdo em relagao a area
total do ventriculo esquerdo. Linha horizontal apresenta a mediana, quadrado representa a
média, o box representa desvio padrao, circulo representa o valor maximo, tridngulo representa o
valor minimo. IM (n=17), IM-GCSF (18).
*p<0,05 vs. IM
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Figura 14. Correlagdo entre as duas formas de quantificagdo da
extensdo do infarto 24 horas apods a ligadura da coronaria: pela
area e pelo peso. O r representa o coeficiente de correlagao.
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Figura 15. Andlise de Bland-Altman para comparacgéo entre dois
métodos de medida da extens&o do infarto com 24 horas.
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A analise de correlagao entre a extensao do infarto medida 24 horas apds a
oclusdo e a quantidade de leucécitos mobilizados imediatamente antes do
procedimento mostrou que ndo houve associagao significativa no grupo IM (r = 0,38,
p>0,05) (Figura 16A) nem no grupo IM-GCSF (r = 0,25, p>0,05) (Figura 16B).
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Figura 16. Andlise de correlagcdo entre a extensdo do infarto medida 24 horas apés a
ligadura da coronaria e a quantidade de leucdcitos mobilizados. A, correlagdo no grupo IM
(n=17); B, correlagéo no grupo IM-GCSF (n=18).
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Quinze dias apds a producao do infarto do miocardio, a extensio da cicatriz
foi medida por planimetria. Observamos que o0 grupo que recebeu o pré-tratamento
com G-CSF apresentou menor area de infarto (27,2+2,2% vs. 35,9+1,4% no grupo
IM, p<0,05) (Figura 17). Ja a avaliacdo da extens&o do infarto através do peso da
cicatriz ndo foi diferente entre os grupos estudados (23,6+£1,1% no grupo IM vs.
19,6+2% no grupo IM-GCSF, p>0,05). Pode ser observado que existe correlagao
significante entre a extensdo do infarto medida pela area e pelo peso da cicatriz
(Figura 18).
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Figura 17. Box-plot representando a extens&o do infarto medida 15 dias apds o infarto,
apresentada como a porcentagem da area infartada em relagcdo a area total do ventriculo
esquerdo. Linha horizontal apresenta a mediana, quadrado representa a média, o box
representa desvio padrdo, circulo representa o valor maximo, tridngulo representa o valor
minimo. IM (n=13), IM-GCSF (13).

*p<0,05vs. IM
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Figura 18. Correlagéo entre os dois métodos utilizados para avaliar
a extensao do infarto 15 dias apos a oclusado da artéria coronaria. O
r representa o coeficiente de correlagao entre as duas variaveis.
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4.5. Expressao Génica de Vias Pro e Anti-Apoptoéticas

A analise de expressao génica feita por RT-PCR imediatamente antes do IAM
mostrou que os animais tratados com G-CSF apresentam niveis aumentados do
MRNA para Bcl-2 em relagéo ao grupo IM (1,2+£0,08 vs. 0,94+0,03, respectivamente;
p<0,05) (Figura 19). A expressao de Bcl-xL apresentou tendéncia de aumento no
grupo tratado com GCSF mas sem diferenga significativa (1,05+0,07, IM-GCSF;
0,88+0,05, IM) (Figura 20). Os niveis de expressdo do mRNA para Bax nao
apresentaram diferenca significante entre os grupos analisados (1,34+0,06, G-CSF;
1,35+0,08, Controle; p>0,05) (Figura 21). Todos os niveis de expressao génica

foram normalizados pelos niveis de expressao do gene constitutivo B-actina.
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Figura 19. Expressdo génica de Bcl-2 por RT-PCR. Dados apresentados
como médiazE.P.M. IM (n=6) e IM-GCSF (n=6).
* p<0,05 vs. Controle
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Figura 20. Expressao génica de Bcl-xL por RT-PCR. Dados apresentados como
médiazE.P.M. IM (n=6) e IM-GCSF (n=6).
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Figura 21. Expressdo génica de Bax por RT-PCR. Dados apresentados como
médiatE.P.M. IM (n=6) e IM-GCSF (n=6).
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4.6. Analise da Expressao Protéica

As analises de expressao protéica foram realizadas pela técnica de Western
blot.

Os animais do grupo IM-GCSF apresentaram niveis significativamente
maiores da expressao protéica de Bcl-2 (8,810,9, IM-GCSF; 5,2+0,6, IM; p<0,05)
(Figura 22) e Bcl-xL (5,6+0,8, IM-GCSF; 30,2, IM; p<0,05) (Figura 23) quando
comparados ao grupo IM. Do mesmo modo que na expressdo génica, os niveis de
expressao protéica de Bax nao foram diferentes entre os grupos de estudo (5,91,
IM-GCSF; 5,5+1,2, IM; p>0,05) (Figura 24).

A relacdo entre os niveis de expressido protéica de Bcl-2 e Bax,
reconhecidamente um indice de protegdo celular contra apoptose, foi
significativamente aumentado no grupo IM-GCSF, comparado ao grupo IM (1,4£0,3,
IM-GCSF; 0,9+ 0,2, IM; p<0,05) (Figura 25).

A expressao de conexina43 se mostrou aumentada nos animais pré-tratados
com G-CSF, quando comparada ao grupo que nao recebeu tratamento (1,06+£0,08

vs. 0,82+0,03, p<0,05) (Figura 26).
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Figura 22. Expressao protéica de bcl-2 no ventriculo esquerdo de
ratos por Western blot. Dados apresentados como médiatzE.P.M. IM
(n=6) e IM-GCSF (n=6)

*p<0,05
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Figura 23. Expressao protéica de bcl-xL no ventriculo
esquerdo de ratos por Western blot. Dados
apresentados como médiaztE.P.M. IM (n=6) e IM-

GCSF (n=6)
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Figura 24. Expressao protéica de bax no ventriculo
esquerdo de ratos por Western blot. Dados
apresentados como médiatE.P.M. IM (n=6) e IM-
GCSF (n=6)
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Figura 25. Relacdo entre a expressao protéica de
Bcl2/Bax. Dados apresentados como médiazE.P.M. IM
(n=6) e IM-GCSF (n=6)
*p<0,05
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Figura 26. Expressao protéica de Conexina43 no
ventriculo esquerdo de ratos por Western blot. Dados
apresentados como médiaztE.P.M. IM (n=5) e IM-
GCSF (n=5)

*p<0,05
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4.7. Parametros Hemodinamicos

Quinze dias apods a indugao do IM, os animais foram submetidos as medidas
hemodindmicas para andlise da funcdo cardiaca. A Tabela 4 apresenta os
parametros hemodinamicos medidos.

O Grupo IM apresentou aumento significativo da PDFVE comparado aos
demais grupos, sendo que o pré-tratamento com G-CSF restaura parcialmente a
PDFVE (8,1+£0,9 Sham; 17,8+3,6 IM; 12,4+2,7 IM-GCSF; p<0,05). Pode-se observar
uma reducéo significativa da PSVE no grupo IM em relagéo ao grupo Sham e IM-G-
CSF. Resultados semelhantes foram observados na dP/dt VE + e — e na dP/dt VD +
no grupo IM, que encontra-se significantemente reduzidos em relagdo aos demais
grupos, mas sem diferengas na dP/dt VD -.

Nao foram detectadas diferengas entre os grupos estudados na FC, PSVD,
PDVE, PDVD e PDFVD.

Tabela 4. Parametros hemodindmicos 15 dias apés o infarto do miocardio

Sham (n=8) IM (n=13) IM-GCSF (n=13)
FC (BPM) 244110 23411 26310
PSVE (mmHg) 115,543, 1 102,4+3,3" 111,5+2*
PDVE(mmHg) 5,3+0,9 7,242 6,3+2
PDFVE(mmHg) 8,1£0,9 17,8+3,6" 12,4+2,7**
+dP/dt (VE) (mmHg/s)  4424+141 2886+294" 3759+393*
-dP/dt (VE) (mmHg/s)  -3227+136 -2130+190* -2714+205*
PSVD(mmHg) 32,2+0,84 30,8+1 35,4424
PDVD(mmHg) 3,3+0,4 3,5+0,9 2,8+0,9
PDFVD(mmHg) 5,1+0,4 5,6+0,8 5,2+0,9
+dP/dt (VD) (mmHg/s) 1070+24 824+48" 1071+68*
-dP/dt (VD) (mmHg/s) -789+28 -681+48 -826%57

FC, freqliéncia cardiaca; VE, ventriculo esquerdo; VD, ventriculo direito; PS, presséo
sistolica; PD, presséao diastdlica; PDF, pressao diastolica final; dP/dt, derivada maxima de
presséo.

#p<0,05 vs. Sham

*p<0,05 vs. IM



67
Resultados

4.8. Andlise da Rigidez da Camara Ventricular Esquerda: Curva Pressao-

Volume

A curva pressdo-volume se comportou de forma linear entre 0 e 5 mmHg
(Figura 27), e exponencial de 5 a 30 mmHg (Figura 29). A Figura 21 apresenta as
retas relativas a cada grupo. A andlise da inclinagdo das retas mostrou que o grupo
IM apresenta menor grau de inclinagdo quando comparado aos demais grupos
(19,9+2,5 vs. 415 no grupo IM-GCSF e 42,843,5 mmHg/mL no grupo Sham),
indicando uma dilatac&do ventricular esquerda mais pronunciada quando comparada
aos demais grupos. Pode ser observado na Figura 28 que existe uma forte
correlagdo negativa entre a extensao do infarto e o grau de inclinagéo da reta (r= -
0,83, p<0,05).
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Figura 27. Ajuste linear da curva pressao-volume realizada 15 dias apds o infarto
nos grupos Sham (n=8), IM (n=10) e IM-GCSF (n=10). Os valores estado
apresentados como média + E.P.M.

T p<0,05 vs. IM-GCSF

# p<0,05 vs. Sham
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Figura 28. Andlise de correlagédo entre a extensdo do infarto medida
aos 15 dias apods a ocluséo e a constante de rigidez da camara medida
pela inclinagdo da curva pressdo-volume de 0-5 mmHg (k¢s). Os
valores estao apresentados como média + E.P.M.
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A Figura 29 apresenta as curvas P-V ajustadas por uma regresséo
monoexponencial. As medidas foram realizadas 15 dias apdés o procedimento
cirargico, e a transformagao logaritmica da escala de pressao esta ilustrada na
Figura 30. Pode ser observado que o grupo IM apresenta a curva desviada para a
direita. A inclinagdo da curva mostrou que as curvas dos grupos Sham e IM estao
em paralelo, ndo havendo diferenga significativa entre estes grupos, sendo que o
grupo IM-GCSF apresenta inclinagao significativamente maior comparado ao grupo
IM, mas sem diferenga com o grupo Sham (k=2,5210,2, IM; k=3,35+0,2, IM-GCSF;
k=3,02+0,7, Sham; p<0,05). A analise de correlagao entre a constante de rigidez da
camara ventricular e a extensao do infarto mostra grande tendéncia a associagao

entre as duas variaveis, mas sem apresentar diferenga significativa (Figura 31).
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Figura 29. Ajuste monoexponencial da curva pressao-volume realizada 15 dias
apos o infarto nos grupos Sham (n=8), IM (n=10) e IM-GCSF (n=10). Os valores
estdo apresentados como média + E.P.M.
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4.9. Analise da Mortalidade

Foram utilizados nos diversos protocolos um total de 176 animais, sendo 16
do grupo Sham, 87 no grupo IM e 73 no grupo IM-GCSF. A mortalidade total no
grupo IM foi significativamente maior comparada ao grupo IM-GCSF (47% vs. 26%,
p<0,05). Nenhum animal morreu no grupo Sham.

A comparacao das curvas de sobrevida mostrou que os animais do grupo IM-
GCSF tem maior probabilidade de sobrevida apods o infarto que o grupo IM (log rank,
p<0,05). Quando analisada ponto a ponto, a curva de Kaplan-Meier mostrou que a
mortalidade foi reduzida significativamente nos trinta minutos iniciais a oclusdo da
artéria coronaria no grupo IM-GCSF quando comparada ao grupo IM (11% vs.
27,6%; p<0,05) (Figura 29). Levando em consideragdo somente os animais que
morreram durante o periodo compreendido entre 90 minutos e nove horas apds a
cirurgia, nao foi observada diferenca significativa entre os grupos (16,9% no grupo
IM-GCSF vs. 27% no grupo IM, p>0,05). Pode-se observar que a maior diferenca de
mortalidade ocorre durante os trinta minutos iniciais apés a oclusao da coronaria, e
que o grupo pré-tratado com G-CSF mostrou aumento da sobrevida quando

comparado ao grupo que néo recebeu tratamento (Figura 32).
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Figura 32. Andlise da sobrevida apds o infarto do miocardio pelo método de Kaplan-
Meier. Os valores apresentados na curva representam o nudmero de animais mortos/
numero total de animais naquele ponto de analise.
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4.10. Arritmias Ventriculares Apods o Infarto do Miocardio

A analise da atividade elétrica apds a oclusdo da artéria coronaria mostrou
que a frequéncia cardiaca nao variou significantemente entre os grupos durante os

30 minutos que seguem a oclusao da artéria coronaria (Figura 33).
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Figura 33. Variagdo da frequiéncia cardiaca durante o tempo de analise das
arritmias apés o infarto do miocardio nos grupos Sham (n=6), IM (n=12) e IM-
GCSF (n=9). Valores representam a médiazE.P.M.
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A Tabela 5 apresenta os resultados relativos ao acompanhamento
eletrocardiografico apds o infarto do miocardio. Pode-se observar que o numero de
extrassistoles durante os trinta minutos de analise foi significativamente reduzido no
grupo IM-GCSF (201+47 vs. 6781117 no grupo controle, p<0,05). Além disso, tanto
o numero de TV (72 no grupo IM-GCSF vs. 2916 no grupo IM, p<0,05) quanto o
tempo total dos eventos (13t4 no grupo IM-GCSF vs. 4319 no grupo IM, p<0,05)
foram menores no grupo que recebeu o pré-tratamento com G-CSF. Nenhum tipo de

arritmia foi detectado no grupo Sham.

Tabela 5. Atividade Elétrica Anormal nos Primeiros 30 Minutos Apds o Infarto do

Miocardio
Extrassistoles TV FV
(eventos) (% Incidéncia)
Eventos Duracao (seg)
Sham -- -- -- --
IM 6781117 2916 439 69
IM-GCSF 201447 7+2* 13+4* 10*

Para as analises acima, foram utilizados somente os animais que sobreviveram aos 30
minutos apos o infarto do miocardio, exceto para a incidéncia de FV, que foram utilizados
todos os animais, incluindo aqueles que morreram durante o experimento. IM (n=12) e IM-
GCSF (n=9). TV, taquicardia ventricular; FV, fibrilagdo ventricular.

* p<0,05 vs. IM
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A Figura 34 apresenta a distribuigdo temporal das extrassistoles ventriculares
apés o infarto do miocardio. Podemos observar que o maior nimero de
extrassistoles no grupo IM acontece no periodo compreendido entre o terceiro e o
décimo primeiro minutos apos a oclusdo. Ja no grupo IM-GCSF, as arritmias se
concentraram no intervalo entre o sexto e 0 nono minutos apés o infarto.

A comparagdo entre a area sob a curva mostrou que o pré-tratamento com G-
CSF é capaz de reduzir a incidéncia de extrassistoles durante os trinta minutos
iniciais que seguem a oclusdo da artéria coronaria (165,1£22,7 u.a. vs. 543,4+47,6

u.a. no grupo IM, p<0,05) (Figura 35).
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Figura 34. Analise temporal dos batimentos prematuros ventriculares
apos o infarto do miocérdio nos grupos IM (n=12) e IM-GCSF (n=9).
Dados apresentados como médiazE.P.M.
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Figura 35. Area sob a curva da distribuigdo temporal das extrassistoles
ventriculares apés o infarto do miocardio no grupo IM (n=12) e IM-
GCSF (n=9). Valores representam a médiatE.P.M.

*p< 0,05 vs. IM
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Através da analise do escore de arritmia, que leva em consideracao todos os
animais utilizados, inclusive os que morreram durante os registros, observamos que
o pré-tratamento com G-CSF foi efetivo em reduzir a intensidade da atividade
arritmogénica ap6s o infarto do miocardio, conferindo escores significativamente

menores quando comparados ao grupo IM (2,1+0,5 vs. 4,1+0,4; p<0,05) (Figura 36).
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Figura 36. Analise das arritmias apds o infarto do
miocardio pelo sistema de escores. IM (n=16) e IM-GCSF
(n=10). Dados apresentados como médiazE.P.M.

* p<0,05 vs. IM
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5. DISCUSSAO

5.1. Aspectos Basicos

As doencas cardiovasculares sdo um problema global de saude, sendo
responsaveis por aproximadamente um terco das mortes em todo o mundo. O 1AM,
o principal exemplo de doenca cardiovascular, é reconhecidamente uma importante
causa de morbi-mortalidade.

Um grande numero de trabalhos tem sido realizado nas ultimas décadas, com
o intuito de melhorar o progndstico de pacientes que sofreram um |IAM. Varios
modelos experimentais tém sido usados para ajudar na compreensdo dos
mecanismos envolvidos na fisiopatologia do IAM e do remodelamento ventricular
pos-infarto. Modelos de isquemia seguida por reperfusao tanto in vivo quanto in vitro
e a oclusdao mecanica de artérias coronarias em grandes animais tém ampliado o
conhecimento sobre o desenvolvimento fisiopatoldégico dos eventos isquémicos no
coracao. Além destes modelos experimentais citados acima, a oclusao permanente
da artéria coronaria descendente anterior esquerda é o mais utilizado em estudos
em animais, por ser de facil reprodutibilidade e por reproduzir ndo sé as alteracdes
moleculares e celulares da fase aguda do infarto, mas também todas as disfung¢des
estruturais e funcionais causadas pelo remodelamento cardiaco. Inicialmente, os
experimentos de oclusdo coronariana eram realizados em caes, por serem
anatomicamente semelhantes aos seres humanos, mas os resultados eram
inesperadamente diferentes em cada animal além da alta taxa de mortalidade,
mesmo que a técnica utilizada fosse rigorosamente igual em todas as unidades
experimentais.

Diante deste paradoxo, John’s & Olson (1954) conduziram um estudo onde
compararam os resultados da ligacao da artéria coronaria descendente anterior
esquerda em animais de pequeno porte. Eles observaram que a produgao do infarto
nestes roedores era seguida por uma reduzida taxa de mortalidade e menor
variabilidade no infarto, comparado com outros modelos existentes. Outra importante
caracteristica deste modelo experimental em ratos foi mostrada por Clark et al.
(1980), descrevendo um modelo valido para estudo das arritmias apés o infarto do

miocardio.
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Nas ultimas duas décadas, inumeros estudos utilizam este modelo de infarto
para avaliar os efeitos de diversas drogas na terapéutica do infarto e da insuficiéncia
cardiaca. Farmacos como os beta-bloqueadores foram utilizados tanto em pesquisa
clinica e experimental, reduzindo os efeitos deletérios do remodelamento ventricular
e mostrando beneficios hemodinamicos apds infarto (Sun et al., 2005; Yaoita et al.,
2002; Mill et al., 1992; Doughty et al., 1997). Os inibidores da enzima conversora de
angiotensina foram extensamente estudados neste modelo experimental de infarto
em roedores, obtendo-se resultados positivos em relacdo a melhora da fungao
cardiaca (Pfeffer et al., 1985a) e redugao do infarto e da mortalidade (Pfeffer et al.,
1985b), o que garante esta classe farmacoldégica como padréao na terapia do infarto.
A escolha deste modelo de infarto em ratos para o nosso estudo esta vinculada ao
fato de que o mesmo é capaz de mimetizar eventos semelhantes aos encontrados
em humanos, como as arritmias ventriculares letais e a perda celular
predominantemente por apoptose na fase aguda.

Todos os estudos conduzidos neste modelo experimental foram de grande
utilidade e efetividade na prevencdo do remodelamento cardiaco pds-infarto,
garantindo um melhor prognostico aos pacientes infartados, o que pode ser
evidenciado nos ultimos anos com uma significante redugdo do tempo de internagao
e de mortalidade por consequéncia das doengas cardiovasculares em geral
(Rosamond et al., 1998; Fox et al., 2004), como também das sindromes
coronarianas agudas (Spencer et al., 1999; Spencer et al., 2004; Fox et al., 2007).
Embora as terapias intervencionistas e farmacolégicas sejam bastante eficazes em
reduzir os efeitos deletérios da isquemia no musculo cardiaco, o status de
irreversibilidade da lesao nao foi alterado, ou seja, o musculo perdido pela isquemia
nao sera recuperado. Recentemente, muito tem sido pesquisado e novas formas de
tratamento tém sido intensamente buscadas. A principal delas, a terapia celular, que
se baseia nas propriedades das células-tronco objetivando a regeneragdao dos
tecidos lesados. Na cardiologia em especial, esta nova alternativa de tratamento se
mostra bastante promissora devido a pequena taxa de regeneragdo do tecido
cardiaco.

A escolha pelo estudo dos efeitos do G-CSF no infarto do miocardio se deve a
grande controvérsia de resultados existentes na literatura, além de alguns aspectos
relativos aos beneficios do G-CSF ainda estarem pouco esclarecidos principalmente

na fase aguda do infarto. O esquema terapéutico utilizado (7, 3 e 1 dias antes do
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IAM) esté vinculado a informagao provida por Li et al. (2006b), em que animais que
receberam G-CSF apresentaram aumento na expressdo do GCSFR. Assim,
utilizamos uma aplicagao inicial para uma possivel sensibilizagdo do miocardio, de
modo que o efeito das outras duas doses em intervalos menores e proximas ao
infarto pudesse ser potencializado. A escolha da dose se baseou nos estudos
disponiveis na literatura em que a dose varia enormemente, sendo que para 0 n0Sso
estudo foi escolhida uma dose intermediaria (Ohtsuka et al., 2004; lwanaga et al.,
2004; Sugano et al., 2005; Werneck-de-Castro et al., 2006; Kuwabara et al.; 2007).
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5.2.Reducao da Extensao do Infarto

Em 2001, Orlic et al. (2001a) mostraram que a injecdo de células-tronco
provenientes da medula éssea diretamente no musculo cardiaco de camundongos
infartados foi capaz de regenerar o miocardio perdido, resultando em melhora da
fungéo cardiaca. Em outro estudo publicado no mesmo ano, Jackson et al. (2001)
mostraram que células-tronco hematopoiéticas eram capazes de regenerar
estruturas cardiacas e vasculares apos isquemia seguida por reperfusdo em
camundongos. Trabalhos posteriores, utilizando células-tronco hematopoiéticas em
camundongos infartados, ndo confirmaram os achados iniciais em relagdo a
regeneragdo cardiaca (Murry et al., 2004; Deten et al., 2005), nem a melhora
hemodinamica (Deten et al., 2005).

Com a intengcdo de encontrar alternativas terapéuticas regenerativas né&o-
invasivas, o G-CSF comecgou a ser testado em animais de experimentagao por suas
propriedades sobre a granulopoiese e a mobilizagdo de células precursoras. O G-
CSF ¢é uma citocina hematopoiética capaz de estimular a proliferacdo e a
mobilizagao de granulécitos. Podemos confirmar estes dados com nossos resultados
da contagem leucocitaria, nos quais os animais pré-tratados com G-CSF
apresentaram niveis significantemente elevados em comparagdo aos grupos que
néo receberam tratamento. Estes dados estdo de acordo com a literatura existente
sobre o assunto (Sugano et al., 2005; Werneck-de-Castro et al., 2006; Li et al.,
2006a).

Além do efeito sobre a granulopoiese, o G-CSF €& capaz de mobilizar outros
tipos celulares provenientes da medula éssea, como as células progenitoras
endoteliais e células-tronco hematopoiéticas. Com o intuito de aproveitar estas
caracteristicas do G-CSF, Orlic et al. (2001b) utilizaram uma associagédo de
citocinas, o G-CSF e o SCF, em camundongos infartados e observaram
regeneragao cardiaca, com melhora da fungao cardiaca e redugao da mortalidade
pos-infarto. Varios outros estudos realizados posteriormente, mostraram beneficios
do uso do G-CSF na prevencdo do remodelamento. Um aspecto em comum em
todos estes trabalhos é que a avaliagao dos efeitos do G-CSF foi feita nas fases
sub-crénica e cronica do infarto, sendo que os efeitos do G-CSF sobre a fase aguda
ainda ndo haviam sido explorados. E uma pergunta deixada em aberto era se a

redugcdo da mortalidade e a melhora da fungdo mecanica deviam-se a um efeito
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precoce do G-CSF no infarto ou se seria decorrente da atenuacdo do
remodelamento ventricular pés-infarto. Nossos resultados mostram que o pré-
tratamento do infarto em ratos com G-CSF foi capaz de reduzir significantemente o
tamanho do infarto medido 24 horas apds a oclusao da artéria coronaria. Esse efeito
do G-CSF foi observado utilizando dois métodos diferentes para avaliar a extensao
da lesdo isquémica, baseada no método colorimétrico do TTC. Em estudo feito por
Harada et al. (2005), o tratamento com G-CSF néo foi efetivo em reduzir a extensao
do infarto medida 3 dias apos a ligadura, também pela técnica do TTC.

Estudos da literatura demonstram que apos a oclusdo da artéria coronaria
ocorre perda celular aguda, inicialmente causada por apoptose, posteriormente
superada pela necrose 24 horas apds a oclusao (Kajstura et al., 1996). Varios
autores mostram que a apoptose tem participacao fundamental na fase aguda do
infarto do miocardio (Kajstura et al., 1996; Kim et al., 2003; Gao et al., 2004), e
contribuindo para a extensao da lesdo e para a progressao da insuficiéncia cardiaca
(Bialik et al., 1997; Prabhu et al., 2003). Em humanos, Abbate et al. (2002)
demonstraram alta taxa de apoptose em coragcbes de pacientes com oclusao
persistente da artéria corondaria. Nossos resultados mostram que o pré-tratamento
com G-CSF aumentou a expressao protéica de Bcl-2 e Bcl-xL, sem alterar os niveis
de expressao da Bax. Esses dados estdo de acordo com os dados de Harada et al.
(2005), que mostraram que o tratamento com G-CSF em camundongos infartados
aumentou a expressao de Bcl-2 e Bcl-xL, por ativacdo da via da Jak2/Stat3. Apesar
do aumento das proteinas anti-apoptéticas evidenciada por Harada et al. (2005), a
redugdo na extensdo do infarto na fase aguda ndo foi encontrada por este autor.
Uma possivel justificativa para a diferenga em relagédo aos nossos achados pode ser
que o tratamento feito por Harada et al. (2005) foi iniciado imediatamente apds o
infarto, e o aumento na expressao de proteinas anti-apoptoéticas foi medido apenas
24 horas apo6s o infarto. Em nosso experimento, os animais foram pré-tratados com
G-CSF, e, portanto, ja apresentavam aumento na expressao dessas proteinas no
momento da oclusdo coronariana, o que pdde ter sido mais eficaz na protegao
contra os estimulos pré-apoptéticos precoces a oclusdo. Além disso, uma outra
possivel explicagdo pode residir no numero de animais utilizados para esta analise,
tendo sido utilizado um numero maior de animais no nosso trabalho, favorecendo o
aparecimento de populacbes distintas, visto que as médias sido bastante

semelhantes entre os dois estudos.
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A via Jak/Stat tem sido relatada na literatura por ser ativada por inUmeras
citocinas, entre elas o G-CSF (Watanabe & Arai, 1996; Kisseleva et al., 2002;
Harada et al., 2005). Esta via tem sido relacionada a citoprotegdo apos eventos
isquémicos no coragao. Segundo Negoro et al. (2000), a inibigdo farmacolégica da
Jak2 apds o infarto do miocardio leva a reducdo da ativacdo da Stat3, com
consequente aumento da expressdo da Bax e ativacdo da caspase 3. De acordo
com Cheng et al. (1996), apos o infarto do miocardio em ratos, ocorre aumento na
expressao de Bax, e reducdo da expressao de Bcl-2, o que poderia ser responsavel
por alteragdes estruturais no miocardio. Apds o infarto do miocardio em coelhos, foi
observado um aumento da apoptose em fungédo do tempo, evidenciada por aumento
da Bax na fragdo mitocondrial e citosdlica, como aumento de citocromo C citosélico
(Qin et al., 2005). Tem sido demonstrado na literatura que a relagao entre Bcl-2/Bax
determina a sobrevida celular em relagédo a um estimulo apoptético (Korsmeyer et al.
1993). Apenas trés horas apods a oclusdo da artéria coronaria, a relacéo Bcl-2/Bax é
reduzida, conjuntamente ao aumento da atividade da caspase 3 (Simonis et al.,
2007). Nossos resultados demonstram que o pré-tratamento com G-CSF aumenta a
relacao Bcl-2/Bax, favorecendo a viabilidade celular diante de estimulos apoptéticos.

Uma outra via intracelular que tem sido relacionada aos efeitos do G-CSF ¢é a
via fosfatidil-inositol 3 quinase (PI3K)/Akt. Esta € uma via que reconhecidamente
promove a sobrevida (Matsui & Rosenzweig, 2005; Wu et al.,, 2000) em midcitos
submetidos a isquemia, sendo que o bloqueio farmacologico da PI3K inibe este
efeito citoprotetor (Fujio Y et al., 2000). Ueda et al. (2006) mostraram que o
tratamento com G-CSF ativa a via da PI3K/Akt em um modelo de isquemia seguida
por reperfusao in vitro, melhorando a fungédo cardiaca e reduzindo a extensado da
lesdo. Resultados semelhantes foram observados em cées submetidos a isquemia,
em que a infusdo endovenosa do G-CSF durante a reperfusdo reduziu a extensao
do infarto, sendo que a administragédo conjunta com um inibidor da PI3K aboliu o
efeito protetor do G-CSF por reducao da ativagdo da Akt (Takahama et al., 2006). A
ativacdo da Akt foi evidenciada por lwanaga et al. (2004) em ratos tratados com G-
CSF, mostrando redugao de células apoptdticas e menor extensdo do infarto,
avaliado sete dias apos o infarto. O mesmo resultado sob a ativacdo da Akt foi
observado por Hasegawa et al. (2006) em animais com infartos na fase cronica
tratados com G-CSF. Em um modelo de isquemia seguida por reperfusdo em ratos,

Ravingerova et al. (2007) mostraram que a inibicdo da via intracelular da PI3K/Akt
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bloqueia os efeitos benéficos do pré-condicionamento isquémico. Os efeitos anti-
apoptéticos do pré-condicionamento a hipdxia seguida pela reperfusdo estao
relacionados a ativacdo da Akt levando a fosforilacdo da Bad, com conseqlente
reducdo da liberacido mitocondrial de citocromo C e menor ativacao da cascata das
caspases (Uchiyama et al., 2004).

Cabe ressaltar que citocinas inflamatdrias como o TNF-a e a IL-6 induzem
apoptose. O tratamento de animais infartados com G-CSF mostrou redugdo na
expressao de TNF-a no coragdo (Li et al., 2006b). Além disso, foi relatado por
Yoshioka et al. (2006) que camundongos submetidos a lesédo vascular tratados com
G-CSF apresentavam menores niveis plasmaticos de IL-6. Em um modelo de
cardiopatia dilatada, o tratamento com G-CSF reduziu a expressao de Fas, que ativa
a apoptose por ligagao ao “death receptor” (Hou et al., 2006).

Um aspecto importante é que o procedimento cirurgico para produgdo do
infarto foi realizado por um pesquisador que nao tinha conhecimento sobre os
grupos experimentais, para evitar qualquer tipo de variagdo do procedimento. Além
disso, cada gaiola continha animais de todos os grupos para que fossem mantidas
as mesmas condigdes entre as unidades experimentais, e a selecdo para a cirurgia
era feita de forma aleatdria entre os animais.

Diante dessas informacdes, podemos observar, com os dados disponiveis na
literatura e com os dados gerados por este trabalho que o G-CSF possui efeito
protetor contra estimulos apoptoticos por diferentes vias. Baseado nos dados da
literatura sobre a participagdo da apoptose sobre a lesdo aguda do infarto (Kajstura
et al., 1996; Cheng et al., 1996) e em nossos dados sobre a ativagéo de vias anti-
apoptéticas, podemos dizer que a redugéo da extensdo da lesdo observado por nés
provavelmente seria decorrente de efeito anti-apoptético tanto por ativagao da via da
Jak2/Stat3 quanto da PI3K/Akt, levando a expressao de fatores antiapoptoticos e
reduzindo a lesao celular. A regeneragao de cardiomidcitos, entretanto, néo pode ser
completamente descartada por nosso estudo, visto ndo avaliarmos a migracao para
0 miocardio das células mobilizadas, nem a possivel diferenciagdo dessas células
em cardiomiécitos. Entretanto, ndo encontramos correlagdo significativa entre o
numero de leucdcitos mobilizados e o tamanho da lesdo avaliada 24 horas apos o
infarto. Além disto, o aumento na expressao de fatores anti-apoptéticos nos animais

pré-tratados com G-CSF antes da indugdo do infarto, sugere que a redugédo da
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extensao do infarto precoce a oclusao decorreria de efeito pré-condicionante contra
a apoptose, e nao por efeito regenerativo.

Estudos anteriores ja demonstraram que o G-CSF é capaz de reduzir o
tamanho do infarto medido na fase crbnica, isto é, apds estar completados os
processos de expansao do infarto e do remodelamento ventricular. Orlic et al.
(2001b) mostraram que o pré-tratamento com G-CSF associado ao SCF em
camundongos reduz a extensao do infarto avaliada quatro semanas apdés o infarto.
Nesse trabalho foi evidenciado um aumento na proliferagdo de midcitos, células
endotelias e do musculo liso. O efeito do G-CSF na redugao da extensao do infarto
foi questionado por Deten et al. (2005) quando, utilizando protocolos semelhantes
aos usados no trabalho de Orlic et al. (2001b), ndo observaram efeitos sobre
diferenciagcdo e proliferagdo celular, nem mesmo melhora hemodindmica nos
camundongos que receberam o tratamento com as citocinas. Nossos resultados
mostram que animais pré-tratados com G-CSF apresentam menor area de infarto
comparado ao grupo nao tratado, 15 dias apds o infarto. Esses resultados podem
ser explicados pelos efeitos agudos do G-CSF, pois observamos redugdo do
tamanho do infarto com apenas 24 horas da ligadura.

Outro aspecto a ser considerado nesta analise € a quantidade de leucécitos
mobilizados no momento do infarto. Foi demonstrado por Minatoguchi et al. (2004)
que o tratamento com G-CSF em coelhos submetidos a um modelo de isquemia
seguida por reperfusdo acelerou a absorgado do tecido necrosado por aumentar o
numero de macrofagos e neutrdéfilos infiltrados na area isquémica, acelerando o
processo de reparo tecidual. A infusdo de macréfagos ativados imediatamente a
ocluséo da artéria coronaria em ratos melhora da fungao cardiaca e reduz os efeitos
do remodelamento (Leor et al., 2006). Recentemente, foi demonstrado que a
redugao da infiltragcdo de macrofagos no tecido cardiaco lesado dificulta o processo
de reparo tecidual, reduz a espessura da parede lesada e aumenta a mortalidade
(van Amerongen et al., 2007). Similarmente, a inativacdo farmacolégica de
macroéfagos reduz os niveis teciduais de TNF-a sem alterar a fungéo cardiaca, mas
aumenta a mortalidade apoés o infarto em ratos (Kherani et al., 2004). Fraccarollo et
al. (2008) observaram que parte dos beneficios atribuidos ao uso de eplerenona na
fase aguda do infarto em ratos esta relacionada a maior infiltragdo de macréfagos na
area isquémica, favorecendo o reparo cardiaco, levando a menor dilatagcao

ventricular e maior espessura da parede infartada. No momento do infarto do
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miocardio, os animais pré-tratados com G-CSF apresentavam maior niumero de
leucdcitos circulantes. Ja esta bem descrito na literatura que o G-CSF aumenta as
células da linhagem mieldide de forma geral, sendo mais pronunciado o aumento de
neutréfilos e mondcitos (Minatoguchi et al., 2004; Lim et al., 2007; Takano et al.,
2007). Diante dessas informacgdes, parte dos efeitos do G-CSF encontrados 15 dias
apdés o infarto pode estar vinculado a modulacdo da atividade inflamatéria. A
confirmagao desta hipétese, entretanto, é dificil em nosso trabalho pois nao fizemos
a marcagao diferencial das células no tecido isquémico.

O tratamento com G-CSF em ratos infartados aumentou a expressao de
colageno tipo | e lll na area de cicatriz, acelerando o reparo cardiaco e levando a
redugao da expansao do ventriculo (Sugano et al., 2005). O uso associado de G-
CSF e M-CSF mostrou resultados semelhantes em relagédo ao colageno tipo | na
area de borda do infarto (Miki et al., 2004). Um aspecto em comum aos dois
trabalhos anteriormente citados (Sugano et al., 2005; Miki et al., 2004) foi o aumento
da expressao de TGF-B, uma citocina pré-fibrética, sendo relacionada a ela o
aumento da deposigdo de colageno. Em contrapartida, Minatoguchi et al. (2004)
observaram aumento da expressao de metaloproteinases, junto a redugdo no
conteudo de colageno em coelhos infartados e tratados com G-CSF. Resultados
semelhantes foram observados em porcos submetidos a isquemia seguida por
reperfusdo, observando menor expressado de colageno tipo Ill na regido peri-infarto
(Sato et al., 2007). Este efeito sobre matriz extracelular ainda ndo esta bem
esclarecido diante do tratamento com G-CSF, sendo bastante controverso e
variando muito em relacdo ao modelo utilizado.

Tem sido demonstrado que o G-CSF é capaz de aumentar a neoangiogénese
em animais infartados. Foi relatado que o tratamento com G-CSF aumenta a
expressao de VEGF (lwanaga et al., 2004), levando a formagédo de novos vasos na
area de borda ao infarto em porcos (lwanaga et al., 2004; Sato et al., 2007). De
forma similar, Deindl et al. (2006) mostraram aumento da arteriogénese na regiao
peri-infartada, 28 dias apds o infarto em camundongos. Ohtsuka et al. (2004) que
observaram aumento no numero de capilares, além da reducdo de células em
apoptose na area de borda do infarto, evidenciando que o efeito do G-CSF sobre a
formagdo de novos vasos e protegdo contra a injuria nos vasos existentes
responderiam pela reducdo da area infartada e conseqliiente melhora da fungao

cardiaca em camundongos infartados.
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E importante ressaltar que a extensdo do infarto medida pela &rea mostrou
diferenga entre os grupos com 24 horas e 15 dias, o que nao ocorreu quando a
avaliagao foi feita pelo peso da cicatriz sendo observada diferenga somente na
medida feita ap6s 24 horas apés o infarto. Foi observado por Li et al. (2006b) que os
animais tratados com G-CSF apresentavam maior espessura da parede infartada,
mas sem indicios de regeneracdo de midcitos. Outra evidéncia foi relatada por
Minatoguchi et al. (2004) mostrando que 14 dias apés o infarto, que a espessura da
parede anterior em relagdo a parede posterior era significativamente maior nos
animais que receberam tratamento com G-CSF. Em porcos submetidos a isquemia
seguida por reperfusao, o tratamento com G-CSF mostrou grande tendéncia ao
aumento da espessura da parede infartada (Sato et al., 2007). Em nosso trabalho,
observamos que, apesar de menor area da cicatriz, os animais pré-tratados com
GCSF apresentavam peso da cicatriz semelhante ao grupo infartado que nao
recebeu tratamento, sugerindo a presenga de cicatriz mais espessa. Uma possivel
explicacao para este fato pode estar em uma possivel aceleracdo maior deposicao
de colageno na regido infartada como parte do processo de reparo, incrementando o
peso da area cicatricial.

Baseados nos dados apresentados acima, concluimos que a reducido do
tamanho do infarto apds a oclusdo coronariana observada nos animais pré-tratados
com G-CSF se deve a um possivel efeito anti-apoptético que ocorreria na fase
aguda, e que, a modulacao da atividade inflamatdria no tecido isquémico pode ser

responsavel por acelerar o reparo cardiaco, impedindo a expanséao do infarto.
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5.3.Preservacgao da Fungao Ventricular

A perda de tecido cardiaco causada pelo infarto do miocardio leva a um
comprometimento da funcido sistdlica e diastdlica, sendo que neste modelo, a
sobrevida é inversamente proporcional a extensdo da lesao (Pfeffer et al., 1979;
Pfeffer et al., 1985a). Os resultados do cateterismo ventricular em nosso trabalho
mostraram que os ratos pré-tratados com G-CSF apresentam fungao cardiaca mais
preservada 15 dias apds o infarto, em relagcdo aos animais nao tratados. Além disso,
nos animais pré-tratados a contratilidade miocardica avaliada pela dP/dt+ se mostrou
mais preservada, da mesma forma que o relaxamento, avaliado pela dP/dt-. Uma
justificativa para a preservagao da fungdo hemodinamica nos animais pré-tratados é
que estes apresentam reducéo do tamanho da leséo.

Ja foi descrito anteriormente neste trabalho os efeitos do G-CSF sobre a
formagdo de novos vasos. Tanto a redugdo da apoptose em células vasculares
(Ohtsuka et al., 2004) quanto o aumento na expressdo de VEGF e consequente
formagdo de novos vasos (lwanaga et al., 2004; Ohki et al., 2005) estédo
relacionadas a melhora hemodindmica em animais infartados. Este aumento
relatado de formagao de novos vasos, principalmente na regido de borda ao infarto
pode contribuir para a melhora da fungcido cardiaca por aumentar o suprimento de
oxigénio e nutrientes nessa area, impedindo a expansao da lesao.

Outro mecanismo bastante descrito na literatura, e ja relatado anteriormente
neste trabalho € o aumento na ativagdo da Akt pelo G-CSF. Sabe-se que o
incremento na atividade cardiaca da Akt através da transfeccdo viral em ratos levou
a melhora contratil apds a crioinjuria (Matsui et al., 2001). Resultados semelhantes
foram encontrados por Condorelli et al. (2002) mostrando melhora na dP/dt+ em
animais com superexpressao cardiaca da Akt. Morisco et al. (2000) mostraram que a
hipertrofia cardiaca causada por ativagdo beta-adrenérgica é mediada pela Akt.
Utilizando camundongos com infarto cicatrizado, Li et al. (2006b) mostraram
aumento da ativagao da Akt, junto a ligeira hipertrofia cardiaca em animais tratados
com G-CSF e os autores justificam a melhora hemodindmica como sendo mediada
por essa hipertrofia. Outros estudos mostrando preservacao da fungéao cardiaca em
animais tratados com G-CSF mostraram aumento da ativagéo da Akt (lwanaga et al.,
2004; Hasegawa et al., 2006)
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Sesti et al. (2005) mostraram que o tratamento com G-CSF/SCF néo foi capaz
de regenerar o miocardio, mas mostrou melhora da fungdo cardiaca sobre estresse
hemodinédmico. Em contrapartida, Deten et al. (2005) ndo observaram nenhum efeito
hemodindmico apdés o infarto em camundongos pré-tratados com G-CSF.
Corroborando com esses resultados, ratos tratados com altas doses de G-CSF apds
o infarto ndo apresentaram melhora funcional avaliada pelo consumo maximo de O
em exercicio fisico realizado em esteira (Werneck-de-Castro et al., 2006).

A funcédo diastdlica depende de basicamente do relaxamento e das
propriedades passivas da parede ventricular. As propriedades passivas dependem
da rigidez miocardica, da espessura da parede e da geometria da camara (Leite-
Moreira, 2006). No caso do infarto do miocardio, a menor distendibilidade ventricular
sob altas pressbes esta associada a efeitos adversos, e esse evento esta
intimamente relacionado a alteracbes na matriz extracelular na area da cicatriz
(Jugdutt et al., 2007). A complacéncia ventricular esquerda foi estudada em ratos
infartados por Fletcher et al. (1981), mostrando que a infusdo de volume
simultaneamente ao registro da pressao intraventricular € um bom indicio da rigidez
da cAmara ventricular, e uma ferramenta Gtil para estudo da funcao diastdlica. Neste
estudo foi demonstrado que a menor inclinacdo da reta em sua fase inicial era
inversamente proporcional ao tamanho do infarto (Fletcher et al., 1981). Essa
dilatacao ventricular pode ser consequéncia da expansao ventricular apds o infarto.
A perda aguda de midcitos juntamente ao rearranjo estrutural dos grupos de
midcitos leva ao afinamento da parede do coracdo e o aumento do volume
ventricular. A degradagao dos componentes da matriz extracelular também contribui
para este evento precoce a oclusédo. Sabe-se que a transfecgdo do gene da elastina
apos o infarto reduz a expanséo do infarto preservando a fungao cardiaca (Mizuno et
al., 2005). Da mesma forma, niveis elevados de colageno estdo associados ao
reparo cardiaco e a menor expansao do infarto (Whittaker et al., 1991; Fang et al.,
2008). Foi demonstrado recentemente que a redugcdo do conteudo de colageno na
area do infarto esta relacionada a maiores efeitos do remodelamento, com maior
distendibilidade do ventriculo esquerdo, aumentando a probabilidade de ruptura
(Jugdutt et al., 2007). Em nosso experimento, a curva P-V mostrou na fase inicial
que o grupo infartado indica grande dilatagdo ventricular mostrada por aumento do
volume sob 5 mmHg de pressédo, como descrito por outros autores (Fletcher et al.,

1981; Pfeffer et al., 1985a). No grupo pré-tratado com G-CSF ocorreu maior redugéo
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da dilatagao ventricular, pois os valores foram similares ao grupo sem infarto. Isto
pode estar relacionado ao fato de que este grupo apresenta menor area de infarto, ja
a partir do primeiro dia. Corroborando com isso, observamos forte correlagao
negativa entre a extensdo do infarto e a constante de rigidez, mostrando que na
parte inicial da curva, a redugcédo do tamanho do infarto seria o principal determinante
do aumento da constante de rigidez, ou seja, menor dilatagdo ventricular esquerda.
Foi descrito por Hochman et al. (1987) que a extensao do infarto € um importante
determinante da expansao ventricular. Além disso, como descrito por Sugano et al.
(2005), a expressao aumentada de colageno e a aceleragéo do reparo nos animais
tratados com G-CSF reduziram a expansao do infarto, contribuindo para a melhora
hemodindmica sem alterar a extensdo do infarto. Foi demonstrado por Miki et al.
(2004) que o tratamento com G-CSF/M-CSF melhora a fungéo cardiaca por acelerar
o reparo na area de borda ao infarto, reduzindo a expansao do infarto. Essa possivel
deposicdo de colageno pode explicar a resposta encontrada nos animais pré-
tratados com G-CSF em relacdo a infusdo de volume, em que apresentaram maior
rigidez na porgédo inicial da curva P-V do VE. Sabendo que o infarto foi menor
quando avaliado pela area, mas nao pelo peso da cicatriz, pose ser um bom indicio
de que o aumento da deposigdo de colageno na cicatriz seja responsavel por esse
aumento da rigidez ventricular e menor dilatagdo. Outro aspecto relevante que deve
ser ressaltado € que esse possivel aumento na deposigado de colageno na area de
cicatriz ndo atinge o miocardio viavel, como descrito por alguns autores (Miki et al.,
2004; Sugano et al., 2005), ou pelo menos néao interfere nos parametros funcionais
de contratilidade (dP/dt+) e relaxamento (dP/dt-).

Diante dessas informagdes, podemos dizer que a preservagao da funcao
hemodindmica se deve a uma série de fatores, mas principalmente pela redugao da
extensdao do infarto na fase aguda. Essa redugcédo garantiu menor dilatagcdo da
camara ventricular com menor pressdo de enchimento, além de preservagéo da

funcao contratil.
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5.4.Reducao da Mortalidade

Ao longo dos anos, os grandes estudos cientificos apresentam novas
estratégias para o tratamento das complicagdes hemodindmicas apds o infarto do
miocardio visando reducdo da mortalidade. Aproximadamente 80% das mortes
subitas apds evento isquémico no coracao sao causadas por arritmias, sendo que as
taquiarritmias contribuem com 82% desse total (Siddiqui & Kowey, 2006).

Foi demonstrado por Orlic et al. (2001b) que o pré-tratamento com a
associacdo de G-CSF/SCF reduz a mortalidade apds o infarto. Resultados
semelhantes foram observados posteriormente com o uso do G-CSF antes ou apds
o infarto (Ohtsuka et al., 2004; Deindl et al., 2006). E importante ressaltar que estes
estudos citados acima excluem a mortalidade precoce ao infarto, e justificam o
aumento na sobrevida pelos efeitos hemodindmicos benéficos causados pelo
tratamento com G-CSF. Em nosso trabalho, observamos que a mortalidade
aconteceu exclusivamente dentro das primeiras nove horas apds o infarto. Estes
resultados estdo de acordo com Hu et al. (2004), demonstrando alta taxa de
mortalidade na fase inicial a oclusdo da artéria coronaria. Opitz et al. (1995)
identificaram dois periodos de atividade arritmogénica aumentada precoce ao infarto
em ratos, sendo o primeiro contemplando os trinta minutos iniciais a oclusao, e o
segundo incluindo o periodo entre noventa minutos e nove horas apos a ocluséo, e
estes periodos coincidiram com o aumento na mortalidade. Diante desta informacao,
a analise temporal da mortalidade dentro das 24 horas iniciais ao infarto mostrou
que os trinta minutos iniciais respondem pela maior parte da diferenca na
mortalidade entre os grupos. Clark et al. (1980) mostraram que apos a oclusao da
artéria coronaria em ratos ocorreu disturbios elétricos, culminando com o
aparecimento de taquiarritmias dentro das primeiras quatro horas posterior a
oclusdo. Outros estudos demonstram que as taquiarritmias ventriculares séo a
principal causa de morte precocemente ao infarto do miocardio tanto em humanos
(Siddiqui & Kowey, 2006) quanto em animais (Leenen & Yuan, 2001). Foi descrito
que a mortalidade nas primeiras 24 horas apés o infarto em ratos ocorre por
arritmias, sendo que nos 30 minutos iniciais, as mortes aconteceram exclusivamente
por taquiarritmias (Kolletis et al., 2007). Baseado nestes dados, nds fizemos uma
analise da atividade arritmica durante os primeiros 30 minutos que seguem a

oclusao da artéria coronaria.
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A andlise de arritmias apos o infarto do miocardio feita em nosso estudo
mostrou que o pré-tratamento com G-CSF foi capaz de reduzir tanto o numero de
eventos quanto a duracdo das taquicardias ventriculares, além de praticamente
abolir os eventos de fibrilacdo ventricular, mostrando que a atividade antiarritmica
exercida pelo G-CSF foi responsavel pela redugcéo da mortalidade precocemente ao
infarto do miocardio. Em estudo realizado em camundongos infartados, foi
observado que o tratamento com G-CSF/SCF reduziu as taquicardias induzidas
cinco semanas apos a oclusdo da artéria coronaria (Kuhlmann et al., 2006). Em
outro estudo recentemente publicado, foi demonstrado que o pré-tratamento com G-
CSF feito em ratos foi capaz de reduzir a duragdo das taquicardias ventriculares
apos o infarto, além de extinguir o aparecimento de fibrilacdo ventricular (Kuwabara
et al., 2007). Nossos dados estdo de acordo com os dois trabalhos citados
anteriormente, onde o numero de eventos e o tempo de duracdo das taquicardias
ventriculares foram significantemente reduzidos no grupo que recebeu o pré-
tratamento com G-CSF juntamente com a redugao na incidéncia de FV.

A expressao protéica de conexina 43 em nosso trabalho foi significativamente
maior nos animais pré-tratados com G-CSF comparados aos animais que nao
receberam tratamento. Os disturbios elétricos precoces a injuria isquémica levam a
retardo na conducio e desenvolvem substrato para o desenvolvimento de atividade
ectopica na zona de borda do infarto, predispondo ao aparecimento das
taquiarritmias ventriculares letais (Kleber et al., 1987; Williams et al., 1974). De
acordo com estudos disponiveis na literatura, o desacoplamento elétrico entre
miocitos predispde ao aparecimento de taquiarritmias. Utilizando camundongos com
redugao progressiva da expressao de Cx43, Danik et al. (2004) observaram que o
aumento da suscetibilidade a arritmias ventriculares esta vinculada a redugédo da
expressao de Cx43. Em outro estudo, foi observado que em camundongos com
baixa expressao de Cx43 (aproximadamente 50% em relagao ao normal), a redugao
do acoplamento elétrico nestes animais esta associada com aumento da incidéncia
e duragao das taquiarritmias ventriculares apés a oclusdo da artéria coronaria
(Lerner et al., 2000). Um estudo utilizando camundongos com restricdo cardiaca a
expressao de Cx43 apresentavam fungédo e estrutura cardiacas preservadas, mas
apresentavam morte subita aos dois meses de idade por taquiarritmias cardiacas
letais, mostrando a participagdo essencial das Cx43 na suscetibilidade a arritmias

(Gutstein et al., 2001). Nossos resultados estdo de acordo com estudos prévios
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onde o pré-tratamento com G-CSF aumentou a expressdao de Cx43 em ratos,
levando a redugdo na incidéncia de taquiarritmias ventriculares na fase aguda
(Kuwabara et al., 2007). A expressédo de Cx43 também foi aumentada em
camundongos que receberam a associagdo de G-CSF e SCF apds o infarto,
culminando com reducao de arritmias ventriculares induzidas (Kuhlmann et al.,
2006).

Foi observado que em camundongos com delecdo cardiaca do gene para
caderina apresentam retardo da conducao elétrica ventricular, apresentando morte
subita dentro de 6 a 8 semanas apos a delec¢do, coincidindo com o periodo de inicio
da atividade arritmogénica nestes animais. O mecanismo proposto para estes
eventos € a diminuicdo da expressdao das Cx43 e Cx40, contribuindo para
diminui¢cdo da funcionalidade das jungdes do tipo Gap (Li et al., 2005). Kuwabara et
al. (2007) observaram que o pré-tratamento com G-CSF em ratos, reduz as arritmias
por estabilizar as jung¢des do tipo Gap, preservando a condugao elétrica. Esse efeito
é alcangado pelo aumento na expressdo de proteinas essenciais para o
funcionamento destas jungdes, como Cx43, caderina e catenina.

Sabendo que a ultima aplicacdo do G-CSF foi realizada 24 horas antes da
ocluséo, e que, baseado em Tanaka & Tokiwa (1990) que demonstraram que os
niveis plasmaticos de G-CSF voltam a valores residuais antes de 24 horas apés a
aplicagdo subcutédnea da droga, é muito pouco provavel que este efeito do pré-
tratamento com G-CSF se deve a um efeito antiarritmico direto, por acdo em canais
ibnicos, mas provavelmente, o aumento da expressao de Cx43 em ratos pré-
tratados contribui para impedir disturbios de condugdo gerados pela isquemia,
levando a uma importante redugao da atividade elétrica anormal. Essa redugéo das
arritmias letais no grupo pré-tratado com G-CSF foi a responsavel por reduzir a

mortalidade na fase inicial do infarto.
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6. CONCLUSAO

Diante de todas as informagdes geradas neste estudo e confrontando com os
estudos disponiveis na literatura, podemos concluir que o pré-tratamento com G-
CSF:

¢ Reduziu a mortalidade precoce a oclusdo coronariana, provavelmente por

reduzir as arritmias ventriculares nesta fase aguda;

e Reduziu o tamanho da lesdo isquémica, provavelmente por um efeito
protetor contra apoptose na fase inicial ao infarto, visto o aumento da

expressao de fatores anti-apoptoéticos;

e Preservou a fungao ventricular esquerda, por redugcdo do tamanho do
infarto e um possivel efeito sobre o processo de reparo cardiaco, levando

a menor dilatacdo do ventriculo esquerdo.
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