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Cells involved in extracellular matrix remodeling after acute myocardial infarction
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RESUMO

Objetivo: Avaliar os efeitos da transferéncia génica do VEGF, no
processo de remodelamento da matriz extracelular apés infarto agudo
do miocérdio. Métodes: Ratos Wistar foram submetidos ao infarto do
miocdrdio por ligagao da artéria corondria descendente esquerda, e a
fracdo de ejecéo de ventriculo esquerdo foi utilizada para classificar
os infartos em grandes e pequenos. Os animais foram divididos em
grupos de dez animais, de acordo com o tamanho do infarto (grande ou
pequeno), e receberam ou ndo tratamento com o VEGF, .. A avaliagao
dos diferentes marcadores foi realizada por imuno-histoquimica
e quantificagdo digital. Os anticorpos primarios utilizados foram
antifibronectina, antivimentina, anti- CD44, anti-E-caderina, anti-CD24,
anti-alfa-1-actina e anti-PCNA. Os resultados foram representados
como média e erro padrdo, e analisados por ANOVA, sendo
considerado estatisticamente significativo se p<0,05. Resultados:
Houve aumento significativo da expressao de marcadores de células
indiferenciadas, como fibronectina (proteina presente na matriz
extracelular) e CD44 (glicoproteina presente nas células endoteliais).
Entretanto, houve diminuicdo da expresséo de vimentina e PCNA,
indicando possivel diminuigao do processo de proliferagao celular apés
o tratamento com VEGF, .. Os marcadores de células diferenciadas,
E-caderina (proteina de adesao entre as células do miocéardio), CD24
(proteina presente nos vasos sanguineos) e alfa-1-actina (marcador
especifico de midcitos) também apresentaram maior expresséo nos
grupos submetidos a terapia génica, comparativamente com o grupo
néo tratado. O valor obtido pela relacéo entre alfa-1-actina e vimentina
foi aproximadamente trés vezes maior nos grupos tratados com
VEGF,,, indicando maior diferenciagdo tecidual. Conclusé@o: O papel
dos midcitos se mostrou importante no processo de remodelamento
tecidual, confirmando que o VEGF, ., parece conferir um efeito protetor
no tratamento do infarto agudo do miocardio.

Descritores: Infarto do miocérdio; Terapia genética; Indutores da
angiogénese; Neovascularizacao fisioldgica; Fatores de crescimento
do endotélio vascular

ABSTRACT

Objective: Evaluate the effects of VEGF . gene transfer in the
process of remodeling of the extracellular matrix after an acute
myocardial infarct. Methods: Wistar rats were submitted to myocardial
infarction, after the ligation of the left descending artery, and the left
ventricle ejection fraction was used to classify the infarcts into large
and small. The animals were divided into groups of ten, according
to the size of infarcted area (large or small), and received or not
VEGF,, treatment. Evaluation of different markers was performed
using immunohistochemistry and digital quantification. The primary
antibodies used in the analysis were anti-fibronectin, anti-vimentin,
anti-CD44, anti-E-cadherin, anti-CD24, anti-alpha-1-actin, and anti-
PCNA. The results were expressed as mean and standard error, and
analyzed by ANOVA, considering statistically significant if p<0.05.
Results: There was a significant increase in the expression of
undifferentiated cell markers, such as fibronectin (protein present in the
extracellular matrix) and CD44 (glycoprotein present in the endothelial
cells). However, there was decreased expression of vimentin and
PCNA, indicating a possible decrease in the process of cell proliferation
after treatment with VEGF, .. Markers of differentiated cells, E-cadherin
(adhesion protein between myocardial cells), CD24 (protein present
in the blood vessels), and alpha-1-actin (specific myocyte marker),
showed higher expression in the groups submitted to gene therapy,
compared to non-treated group. The value obtained by the relation
between alpha-1-actin and vimentin was approximately three times
higher in the groups treated with VEGF,, suggesting greater tissue
differentiation. Conclusion: The results demonstrated the important
role of myocytes in the process of tissue remodeling, confirming that
VEGF ., seems to provide a protective effect in the treatment of acute
myocardial infarct.

Keywords: Myocardial infarction; Genetic therapy; Angiogenesis inducing
agents; Neovascularization physiologic; Vascular endothelial growth
factors

' Faculdade de Medicina do ABC, Santo André, SP, Brasil.
2 Universidade Federal de Sao Paulo, Séo Paulo, SP, Brasil.

Autor correspondente: Larissa Ferraz Garcia — Avenida Principe de Gales, 821 — Principe de Gales — Santo André, SP. Brasil — CEP: 09060-650 — Tel.. (11) 4993-5400 - E-mail: comunicacao@fmabc.br

Data de submisséo: 16/9/2013 — Data de aceite: 10/1/2015
Conflitos de interesse: nao ha.
DOI: 10.1590/S1679-45082015A02970

einstein. 2015;13(1):89-95



90 Garcia LF, Mataveli FD, Mader AM, Theodoro TR, Justo GZ, Pinhal MA

INTRODUGAO

A doenca cardiovascular representa uma das principais
causas de mortalidade no mundo.® Infelizmente, o tra-
tamento farmacoldgico atual para o infarto agudo do
miocardio € limitado com relagido ao processo de remo-
delacdo dos ventriculos cardiacos, além de nao prevenir
progressao para insuficiéncia cardiaca.®*

A terapia génica representa uma modalidade alter-
nativa de tratamento para doencas cardiacas, pois in-
tensifica a acdo de fatores angiogénicos exdgenos e,
com isso, induz a formacao de novos capilares arteriais
e promove o remodelamento de vasos ja existentes.®
Os possiveis beneficios da terapia génica no contexto
do infarto agudo do miocérdio incluem, além da inten-
sificacdo da acdo de fatores angiogénicos, a promogao
da protecdo dos midcitos (por inibir processos celula-
res como apoptose e garantir sobrevivéncia celular) e
a alteragio da expressdo de componentes responsaveis
pela integridade da matriz extracelular ventricular.
A proteina do fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF) apresenta heterogeneidade molecular e apre-
senta cinco isoformas diferentes com 121, 145, 165, 189
e 206 aminoacidos. Sua forma mais comum é um po-
lipeptideo homodimero com 165 ou 121 aminoacidos
(VEGF e VEGF , ), sendo ambos capazes de aumen-
tar o fluxo sanguineo colateral em modelos experimen-
tais. O VEGF , regula a permeabilidade vascular, en-
quanto o VEGF ; regula a angiogénese.!”

O VEGEF , € um potente mitogeno de c€lulas endo-
teliais de artérias, veias e vasos linfaticos, pois além de
estimular a proliferacao e a migragao de células endo-
teliais, promove a formacao de novos vasos e aumenta a
permeabilidade vascular.(*2 A expansao de vasos cola-
terais no tecido cardiaco infartado, desencadeia invasao
e proliferacao de células endoteliais e células muscula-
res lisas, induzindo a respostas como mitose, migracao,
diferenciacdo celular, degradagao e remodelamento da
matriz extracelular. No coracdo de um individuo adulto,
os genes que codificam fatores indutores de formagao
de novos vasos, bem como seus receptores, S0 expressos
em niveis aparentemente insuficientes em resposta a
uma isquemia cronica.31%

O VEGF , apresenta expressao induzida por hipo-
xia e promove a diferenciacio de células-tronco mesen-
quimais em varios tipos de células especializadas, in-
clusive midcitos, proporcionando, dessa forma, maior
cardioprotecao, seguida de formacao de novos vasos no
miocardio isquémico.

A superexpressao de VEGF,, durante a sobrevi-
véncia dos midcitos em condigdes de hipoxia, além
de estimular a formacao de novos vasos sanguineos,
aumenta a densidade vascular e o fluxo sanguineo na
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zona do infarto. A neovascularizagdo determinada pelo
VEGEF , € responsavel pela diminui¢do de apopto-
se dos midcitos e pelo aumento de contratilidade dos
ventriculos cardiacos.>® Desse modo, a terapia génica
com VEGF  pode afetar o remodelamento fibroso na
area isquémica e impedir a expansao da cicatriz.(!?

Estudos recentes sugerem um papel muito mais
amplo do VEGF  para a manutencao da fungéo ven-
tricular, pois a diminui¢cao do ntimero de midcitos as-
sociados com infarto do miocardio leva a um estado de
deficiéncia de VEGF  relativa e tal fato contribui para
uma alteracdo da funcdo cardiaca normal e da estrutura
ventricular. Consequentemente, tais descobertas evi-
denciam um papel autdcrino e paracrino do VEGF
que parece conferir um efeito protetor sobre o miocar-
dio e a matriz extracelular cardiaca, o qual se estende
ao seu papel na formagdo de novos vasos.1)

As alteracoes de moléculas da matriz extracelu-
lar e da superficie de midcitos, apds infarto agudo do
miocardio, foram avaliadas pelos anticorpos que iden-
tificam diferenciacdo celular e proliferacdo tecidual
como glicoproteina adesiva presente na forma solivel
no plasma e insoluvel na matriz extracelular da maioria
dos tecidos responsavel pela interacdo entre superficie
celular e componente da matriz extracelular (antifibro-
nectina), receptor de superficie celular presente em
monocitos e células do endotélio vascular (anti-CD44),
filamento intermedidrio de fibroblastos e células me-
senquimais (antivimentina), proteina de adesao presen-
te em células cardiacas que garantem a adesao durante
a sistole e diastole (anti-E-caderina), marcador de vasos
sanguineos (anti-CD24), marcador especifico de midci-
tos (anti-alfa-1-actina) e marcador que identifica o pro-
cesso de proliferacao celular, definido como antigeno
nuclear de proliferacdo celular (antiantigeno nuclear de
proliferacao celular — anti-PCNA).("”

OBJETIVO

Avaliar os efeitos da transferéncia génica do VEGF
no processo de remodelamento da matriz extracelular
ap6s infarto agudo do miocérdio.

METODOS

Modelo animal

Ratos Wistar (fémeas adultas) foram anestesiados e
submetidos a ligacdo da artéria corondria descendente
esquerda para a obtencdo do infarto, com subsequen-
te transferéncia génica ao grupo de animais tratados,
como previamente descritos por Mataveli et al.'® Fo-
ram injetados 250ug de plasmideo de DNA (cDNA)



recombinante do VEGF . (pVEGF 5) em 150ul de
tampao fosfato 0,1M, imediatamente apds a indugao
do infarto. A injecdo intramiocardica foi realizada em
trés pontos equidistantes, ao redor da area irrigada pela
porcao esquerda da artéria coronaria descendente.

Apo6s 6 semanas da inducao do infarto agudo do
miocardio, todos os animais foram submetidos ao exa-
me de ecocardiograma antes de serem sacrificados. O
exame teve como objetivo calcular o tamanho do in-
farto na parede anterior do ventriculo esquerdo (VE)
e mensurar a fracao de ejecdo (FE) como medida de
funcao cardiaca, como descrito detalhadamente por
Mataveli et al.("®

Os grupos de animais foram divididos de acordo
com o tamanho do infarto, ou seja, infartos que atin-
giam menos que 30% da parede anterior do VE, foram
considerados pequenos (IAMP), e infartos que atin-
giram mais que 30% da parede anterior do VE foram
considerados grandes (IAMG). O grupo de animais que
sofreram infarto (IAMG ou IAMP), porém néo rece-
beram tratamento com pVEGF , , foi o controle. Cada
grupo foi constituido por dez animais.

Esse projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa animal da Universidade Federal de Sdo Paulo
(UNIFESP), processo nimero 0933/07. A obtencao dos
animais com infarto foi realizada no biotério do Instituto
Nacional de Farmacologia da UNIFESP, no periodo en-
tre 2008 e 2010. Entretanto, as analises de imuno-histo-
quimica dos diferentes marcadores foram realizadas no
laboratdrio da Disciplina de Bioquimica da Faculdade
de Medicina do ABC no periodo entre 2009 e 2012.

Reacdes de imuno-histoquimica

Os anticorpos priméarios utilizados foram: antifibro-
nectina (sc-6953, Santa Cruz Biotechnology, California,
Estados Unidos), anti-CD-44 (AM310-5M, BioGenex®,
Andhra Pradesh, india), antivimentina (sc-7558, Santa
Cruz Biotechnology, Califérnia, Estados Unidos), anti-
E-caderina (nimero 4.065, Cell Signaling Technology
Inc®, Beverly Hills, Estados Unidos), anti-CD-24 (sc-7036,
Santa Cruz Biotechnology, Califérnia, Estados Unidos),
anti-alfa-1-actina (M0851, Dako®, Glostrup, Dinamarca)
e anti-PCNA (sc-56, Santa Cruz Biotechnology, Califérnia,
Estados Unidos). O anticorpo secundario utilizado foi
o LSAB-HRP (Large Streptavidin-Avidin-Biotin-; System
Peroxidase; k-0690; Dako®, Glostrup, Dinamarca). A re-
velagao das laminas foi feita com cromodgeno (3-3’-dia-
minobenzamidina (DAB), obtido da (Sigma Diagnostics®,
St. Louis, Estados Unidos) e a contracoloragdo com
hematoxilina de Harris (Sigma Diagnostics®, St. Louis,
Estados Unidos).
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Quantificacao digital das reacoes de imuno-histoquimica
Para a analise quantitativa das reagoes de imuno-histo-
quimica foi utilizado um software de processamento de
imagem digital (ImageLab®, Rio de Janeiro, Brasil), se-
guindo instrucoes descritas por Matos et al.?” A quan-
tificacao digital de cada reacao de imuno-histoquimica
foi determinada como indice de expressao (IE), indica-
do em unidades dpticas/mm?* (ou/mm?).

Andlises estatisticas

Os resultados foram expressos como média e desvio
padrao ou mediana e varia¢do interquartil, analisados
por Anélise de Variancia (ANOVA), sendo considerado
estatisticamente significativo p=<0,05. Para as andlises
estatisticas, foi utilizado o programa Statistical Package
for Social Science (SPSS), versao 13.0 (SPSS Inc., Illinois,
Estados Unidos).

RESULTADOS

Os resultados foram apresentados de acordo com o
grupo de marcadores que determinou indiferenciagao,
diferenciacao e proliferacao celular.

Avaliacao dos marcadores de indiferenciacao celular
A transferéncia génica do VEGF, aumentou a expres-
sao de marcadores especificos, os quais identificam cé-
lulas indiferenciadas, tais como fibronectina, CD44 ¢
vimentina, como mostra a figura 1.

Foi observado aumento na expressao de fibronec-
tina e de CD44 nos tecidos infartados tratados com
VEGF,,, comparativamente aos respectivos tecidos de
grupos infartados € néo tratados com VEGF .. Porém,
a vimentina, apresentou diminuicdo da expressdao nos
grupos infartados, ap6s tratamento com terapia génica,
como pode ser observado na figura 1.

A figura 1 evidencia ainda que houve aumento sig-
nificativo na expressao de fibronectina para o grupo de
animais com IAMP, tratado com VEGF , comparati-
vamente com o grupo nao tratado — respectivamente
21,74%6,000u/um? e 4,62+ 1,430u/um?, com p=0,0125.
No entanto, ndao houve diferenca estatisticamente sig-
nificativa na expressao de fibronectina comparando-se
o grupo de animais que sofreram IAMG tratado e nao
tratado: 18,2+4,72ou/um? ¢ 11,45 + 2,61lou/um?, res-
pectivamente, com p=0,2108.

O aumento significativo na expressao de CD44
para os grupos de animais tratados com transferéncia
génica, contendo o fator VEGF,, também esta de-
monstrado na figura 1. Valores obtidos para o grupo
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Figura 1. Expressao de fibronectina, CD44 e vimentina em animais infartados,
submetidos ou néo ao tratamento com VEGF .. Os valores indicam a mediana e
a variagdo interquartil, obtidos por andlise estatistica, apds obter a intensidade
de expresséo (IE), por quantificacéo digital das reagdes de imuno-histoguimica,
como descrito detalhadamente no item Métodos. O niimero de animais em
cada grupo foi dez (n=10). Asteriscos indicam os valores de p obtidos para
cada marcador, comparando-se os resultados obtidos de animais tratados com
VEGF contra grupo néo tratado. *p=0,0125; **p=0,0358; ***p=0,0299;
**¥*p=0,0120. IAMP: grupo de animais submetidos ao infarto agudo do
miocardio (infarto pequeno) sem tratamento; IAMP + VEGF: grupo de animais
submetidos ao infarto agudo do miocérdio (infarto pequeno) tratados com
transferéncia génica contendo VEGF, ,; IAMG: grupo de animais submetidos
ao infarto agudo do miocardio (infarto grande) sem tratamento; IAMG + VEGF:
grupo de animais submetidos ao infarto agudo do miocardio (infarto grande)
tratados com transferéncia génica contendo VEGF, .
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IAMP nio tratado e tratado foram, respectivamente, de
0,0023=0,01ou/um? e 0,82%0,270u/um?, com p=0,0358).
No grupo IAMG, os valores obtidos de expressao do
CD44 foram 2,57+0,91ou/um? para o grupo sem trata-
mento e 10,83%2,760u/um? para o grupo tratado com
VEGF  (p=0,0299), como mostra a figura 1.

Houve maior expressao de vimentina nos grupos
de animais nao tratados com VEGF , como pode ser
observado na figura 1, tanto para IAMG como IAMP.
Nota-se claramente a diminuicdo significativa na ex-
pressdo de vimentina, quando comparamos, respecti-
vamente, o grupo IAMP néo tratado ao tratado com
VEGF,: 34,18+6,810ou/um? e 17,11+2,020u/um?, com
p=0,0120. Entretanto, nao existiu diferenca estatistica
para o grupo IAMG nao tratado (34,00%3,450u/um?)
e tratados com VEGF,  (25,58+3,0250u/um?), com

p=0,1122.

Avaliacao dos marcadores de diferenciacao celular
Os marcadores de diferenciacdo celular encontraram-
-se aumentados nos tecidos infartados que receberam o
plasmideo recombinante, contendo VEGF, ., compara-
tivamente aos tecidos do grupo nao tratado.

A molécula de E-caderina apresentou aumento sig-
nificativo da expressao no grupo IAMG, que recebeu
terapia génica, em comparagao ao grupo nao tratado
(respectivamente, 34,08+5,03ou/um? e 12,40+6,370u/um?
p=0,0331), como mostra a figura 2. Entretanto, ndo foi
verificada diferenca significativa entre o grupo IAMP
tratado ¢ nao tratado com VEGF  (respectivamente,
26,87+5,52ou/um? e 25,35+4,93ou/um?; p=0,8419), co-
mo pode ser visto na figura 2.

A marcacao de células diferenciadas com anticor-
pos especificos direcionados a proteinas presentes nos
vasos sanguineos (CD24) e em midcitos (alfa-1-actina)
também foi analisada.

O ntimero de vasos, identificado pelo anticorpo anti-
CD24, apresentou aumento significativo (p=0,0018) nos
tecidos coletados do grupo IAMP, que recebeu trata-
mento com VEGF, . em relagao aos animais nao tratados
(respectivamente, 10,04=1,690u/um? e 0,46+0,440u/um?),
como pode ser observado na figura 2.

Nao foi observada diferenca significante na expres-
sao de CD24 (p=0,1626), quando se compara o grupo
TAMG, submetido ou néo a transferéncia com VEGF
(respectivamente, 5,56+0,91ou/um? e 7,45+0,860u/um?).

O anticorpo anti-alfa-1-actina também demons-
trou aumento expressivo (p=0,0490) nos tecidos de
animais que apresentam IAMP tratados com VEGF,
(16,26 =1,990u/um?) comparativamente com tecidos de
animais nao tratados (10,20+1,690u/um?), como pode
ser observado na figura 2.
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Figura 2. Expressao de E-caderina, CD24 e alfa-1-actina em animais infartados
submetidos ou nao ao tratamento com VEGF, .. Os valores indicam a mediana e
a variacdo interquartil, obtidos por andlise estatistica, apds obter a intensidade
de expresséo (IE), por quantificacéo digital das reagdes de imuno-histoguimica,
como descrito detalhadamente no item Métodos. O nimero de animais em cada
grupo foi dez (n=10). Asteriscos (*) indicam os valores de p obtidos para cada
marcador, comparando-se os resultados adquiridos de animais tratados com

VEGF contra grupo néo tratado. *p=0,0331; **p=0,0018; ***p=0,0490. IAMP:

grupo de animais submetidos ao infarto agudo do miocérdio (infarto pequeno)
sem tratamento; IAMP + VEGF: grupo de animais submetidos ao infarto agudo
do miocérdio (infarto pequeno) tratados com transferéncia génica contendo
VEGF,,; IAMG: grupo de animais submetidos ao infarto agudo do miocardio
(infarto grande) sem tratamento; IAMG + VEGF: grupo de animais submetidos
ao infarto agudo do miocardio (infarto grande) tratados com transferéncia génica
contendo VEGF, .

Células envolvidas no remodelamento da matriz extracelular apés infarto agudo do miocérdio 93

Nao houve diferenga significante (p=0,5534) na
expressao de alfa-1-actina entre os grupos de ani-
mais acometidos a IAMG, tratados com VEGF,
(27,54%4,380u/um?) e nao tratados (32,02%5,70ou/um?),
como mostra a figura 2.

Relacao entre marcadores de diferenciacao e indife-
renciacao

Os valores médios dos IE, obtidos por quantificagiao
digital das reacoes de imuno-histoquimica, utilizan-
do os diferentes anticorpos que marcam células indi-
ferenciadas (fibronectina, vimentina e CD44) e células
diferenciadas (E-caderina, CD24 e alfa-1-actina), estdo
resumidos na tabela 1.

Tabela 1. indice de expressdao de marcadores de células diferenciadas e indi-
ferenciadas

Fibronectina Vimentina CD44 E-caderina CD24 Alfa-1-

actina
IAMP 4,62 34,18 0 26,87 0,46 10,20
IAMP + VEGF 21,74 17,10 0,82 25,35 10,04 16,26
IAMG 11,45 34,00 2,57 12,40 745 27,54
IAMG + VEGF 18,12 25,58 10,83 34,80 5,56 32,02

IAMP: pequeno infarto; IAMG: grande infarto; VEGF: animais tratados com injegéo do plasmideo recombinante contendo
VEGF

Na tabela 2, encontra-se o valor que expressa a re-
lacdo entre o IE de alfa-1-actina (marcador de diferen-
ciacdo) e vimentina (marcador de indiferenciagio). O
maior valor obtido pela relacao alfa-1-actina/vimentina
indicou que existiu maior grau de diferenciacao celu-
lar do tecido analisado. A escolha da alfa-1-actina e da
vimentina como marcadores de diferenciacio e indife-
renciacdo celular se deveu ao fato de que ambos mar-
cadores estao presentes no interior de células diferen-
ciadas (midcitos) e indiferenciadas, como mencionado
anteriormente.

Tabela 2. Relagao alfa-1-actina e vimentina. Note evidenciado nivel de diferen-
ciacéo do miocardio

Grupos Alfa-1-actina/vimentina
IAMP 03
IAMP + VEGF 0,95
IAMG 0,81
IAMG + VEGF 1,03

IAMP: pequeno infarto; IAMG: grande infarto; VEGF: animais tratados com injecdo do plasmideo recombinante contendo
VEGF .

Tecidos de animais do grupo submetido ao trata-
mento com VEGF . apresentaram aproximadamente
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trés vezes maior propor¢ido de marcadores de diferen-
ciacao celular, comparativamente aos seus respectivos
grupos nao tratados. Essa relacdo evidencia aumen-
to da proporcao de midcitos, apds o tratamento com
VEGEF ,, 0 que sugere que tais c€lulas diferenciadas
sao importantes no remodelamento tecidual.

Avaliacao da proliferacao celular

O PCNA encontrou-se significativamente diminuido nos
animais submetidos ao tratamento com VEGF . Em
relacdo ao grupo que sofreu infarto pequeno, o resulta-
do foi, respectivamente, para tratados com VEGF e
sem tratamento: 1,92+0,660u/um?¢e 14,75+3,360u/um?,
com p=0,0078. O grupo que sofreu IAMG apresentou
como resultado 22,82+3,230u/um? para o grupo trata-
do e 55,70x6,54ou/um? para o grupo sem tratamento
(p=0,0006), como pode ser observado na figura 3.
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Figura 3. Expressdo de antigeno nuclear de proliferacéo celular em animais

IAMG I1AMG + VEGF
infartados submetidos ou nao ao tratamento com VEGF, .. Os valores indicam

a média e o desvio padrao obtidos por andlise da intensidade de expresséo,
apos quantificacdo digital das reacdes de imuno-histoquimica, como descrito
detalhadamente em métodos. O nimero de animais em cada grupo foi 10
(n=10). Asteriscos (*) indicam os valores de p obtidos para cada marcador,
comparando-se os resultados adquiridos de animais tratados com VEGF

versus grupo nao tratado. *p=0,0078; **p=0,0006. IAMP: grupo de animais
submetidos ao infarto agudo do miocéardio (infarto pequeno) sem tratamento;
IAMP + VEGF: grupo de animais submetidos ao infarto agudo do miocérdio
(infarto pequeno) tratados com transferéncia génica contendo VEGF,; IAMG:
grupo de animais submetidos ao infarto agudo do miocardio (infarto grande) sem
tratamento; IAMG + VEGF: grupo de animais submetidos ao infarto agudo do
miocérdio (infarto grande) tratados com transferéncia génica contendo VEGF ..

DISCUSSAO

Em resultados previamente publicados por nosso gru-
po, foi descrito que a expressdo maxima de VEGF
ocorre aos 14 dias apds a transferéncia génica. Con-
sequentemente, a avaliacdo das amostras foi realizada
no periodo de 6 semanas apds a indugao do infarto e
posterior tratamento com transferéncia génica. Foi ava-
liada, entdo, a resposta tardia do efeito promovido pelo
tratamento com VEGF, ., como previamente descrito
por Mataveli et al.0%
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Dados da literatura sugeriram que o aumento da
expressao de moléculas que determinam indiferencia-
¢do possa estar relacionado com aumento no grau de
proliferacao celular.'” Resultados obtidos do presente
estudo sugeriram que o aumento da expressao de fibro-
nectina, na area do infarto, esta relacionado com maior
proliferacao celular, a qual ocorre no miocardio apds o
tratamento com VEGF, _ (especificamente nas areas de
pequeno infarto).

O aumento significativo de CD44, apds o tratamen-
to com VEGF ,, indicou a formagéo e a regeneragao de
vasos sanguineos no miocardio ap6s infarto, indepen-
dentemente do tamanho do infarto.

A diminuicdo da expressao de vimentina, que cor-
responde a um filamento intermediario do citoesque-
leto celular, caracteristico de fibroblastos e células me-
senquimais, demonstrou que possivelmente tais células
nao eram responsaveis pelos processos de remodela-
mento do tecido cardiaco, apos infarto do miocardio.

E importante ressaltar que a E-caderina representa
uma proteina de adesao presente nas células cardiacas e
serve para a manutengao da sistole e da diastole.'*'” O
aumento da expressao de E-caderina, apds o tratamen-
to com VEGF ,, indica que provavelmente tal marca-
dor apresenta funcao fundamental para a protecao e a
manutencdo da contratilidade cardiaca, estimulada por
transferéncia génica com VEGF _, principalmente em
areas de grande infarto.

O aumento da expressao de CD24 no grupo IAMP
tratado com transferéncia génica sugeriu que o VEGF
pudesse estimular a proliferacao e a migracao de célu-
las endoteliais, promovendo, dessa forma, a formacao
de novos vasos e maior facilidade de regeneracao teci-
dual do miocérdio.

Seria esperado um aumento no nimero de vasos
sanguineos apods o tratamento com VEGF, , em ambos
os grupos de animais, com pequena ou grande area
infartada. Entretanto, nao foi observado aumento sig-
nificativo de CD24 nas areas de grande infarto. Possi-
velmente, o VEGF, apresentou um papel mais efetivo
para o tratamento de pequenas lesoes do miocérdio.

A expressao aumentada do anticorpo anti-alfa-1-
actina nos grupos submetidos a terapia génica indicou
que tal fator de crescimento possivelmente promoveu
a inducgao da proliferagao de midcitos. Portanto, os da-
dos obtidos evidenciaram que midcitos estavam possi-
velmente envolvidos no processo de remodelamento da
matriz extracelular do miocardio ap6s infarto.

O fato de ndo ter sido observada diferenga na mar-
cacao dos midcitos nos tecidos de animais do grupo de
grande infarto evidenciou, mais uma vez, que, possivel-
mente, 0 VEGF  néo foi efetivo para induzir a pro-
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liferacdo de midcitos, quando a area acometida pelo
infarto era muito grande.

Os grupos que receberam tratamento com VEGF
apresentaram menor expressao de PCNA e, portanto,
menor proliferagdo celular. A diminuicdo da taxa de
proliferacao no tecido, ap6s transferéncia génica do
VEGEF ,, corrobora os dados ja mencionados, que evi-
denciaram intenso processo de diferenciagao celular.

Portanto, 6 semanas ap0s o tratamento com VEGF
foi possivel evidenciar que o VEGF ; esteve relacio-
nado com alteracoes na drea de infarto, responsaveis
pelo aumento da expressdo de marcadores especificos
de diferenciacao celular. Ainda, os resultados demons-
traram que midcitos eram as células diferenciadas res-
ponsaveis por tal processo. Dados obtidos no presente
estudo elucidaram que o tecido lesionado apds o infarto
encontrou-se em intenso remodelamento e nao repre-
sentou apenas um tecido cicatricial, como sugerido na
literatura.

CONCLUSOES

O tratamento com VEGF , representou uma alternati-
va fundamental para o remodelamento da matriz extra-
celular ap6s infarto agudo do miocéardio, promovendo
estimulo da diferenciacdo celular. Midcitos participa-
ram ativamente do processo de remodelamento da ma-

triz extracelular apds infarto agudo do miocardio.
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