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enchimento ventricular passivo;

FC (bpm): frequéncia cardiaca;

FCI (bpm): Frequéncia cardiaca intrinseca;

FENIL: Fenilefrina;
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Iv: Intravenoso;

Lmenor: maior didmetro do corte transversal;

Massa do VE: Massa do ventriculo esquerdo;

MSC: células mesenquimaisestromais de medula dssea

NPS: Nitroprussiato de sédio;

PVE (mmHg): Pressdao do ventriculo esquerdo;

PDFVE (mmHg): Pressao diastélica final do ventriculo esquerdo;
PA (mmHg): Pressdo arterial;

PAM (mmHg): Pressdo arterial média;

PAD (mmHg): Pressao diastolica;

PAS (mmHg): Pressao sistolica;

S’Mitral: Medida da velocidade de deslocamento tissular do anulo da valva mitral
durante a sistole ventricular esquerda;

VE: Ventriculo esquerdo;

VTI (cm): Integral do fluxo da aorta;

VED (mm): Didmetro do ventriculo esquerdo em diéstole;

VES (mm): Didmetro do ventriculo esquerdo em sistole;

V AE 4C (cm’): Volume do atrio esquerdo obtido no corte de quatro cAmaras;



Resumo

A insuficiéncia cardiaca (IC) € o estagio final de diferentes doengas cardiacas incluindo
a sobrecarga volumétrica decorrente de insuficiéncia adrtica (IAo). Devido a alta taxa
de mortalidade, terapias alternativas utilizando célula-tronco (CT) contidas na porcao de
células mononucleares da medula 6ssea (CMMO) tém sido investigadas. Uma vez que
ahipotese de regeneragdo cardiaca com uso de CT tem sido debatida e quediferentes
mecanismos (agdo citoprotetora, antifibrotica e anti-inflamatoria)tém sido aventados, a
utilizacdo de CT em modelo de doenga cardiacasem perda tecidual significativa torna-se
pertinente. Dentro deste contexto, a atual proposta visou investigar o efeito da
administracdo intramiocardica (im) de CMMO sobre o processo de remodelamento e
balan¢o autondémico cardiacoem ratos Wistar com [Ao. Para tanto as CMMO foram
obtidas a partir da medula 6ssea total por gradiente de ficoll. A IAo foi induzida
experimentalmente e confirmada por ecocardiografia apds uma semana da inducdo. Os
Animais foramsubmetidos aleatoriamente a administragdo im de DMEM ou CMMO
(5x10° células/100 pL). Animais SHAM foram utilizados como padrdo de normalidade.
Foram feitas avaliagdes ecocardiograficas pré-tratamento (1 semana apds [Ao) e na 3* e
7* semana apds tratamento por administragao im. Na 7* semana foram feitos registrosde
pressdo arterial e frequéncia cardiaca para obtencdo da sensibilidade do barorreflexo e
avaliagdo dotdnus autondmico. Ao final do estudo o coragdo foi coletado para analise do
percentual de fibrose. Apds a 1* semana de indugdo de [Ao (ECO pré-tratamento),
observamos dilata¢do de ventriculo (IE) e atrio esquerdo (AE/Ao) bem como hipertrofia
(IH) nos grupos [Ao+DMEM (IE: 0,78+0,06; AE/Ao: 1,65+0,17; IH: 0,77+0,07 cm3/kg)
e [Ao+CMMO (IE: 0,85+0,03; AE/Ao: 1,72+0,10; IH: 0,70+0,08 cm3/kg) quando
comparados (p<0,05) ao SHAM (IE: 0,62+0,03; AE/Ao: 1,28+0,08; IH: 0,58+0,04

cm’/kg). Portanto, os grupos com Ao partiram do mesmo grau de disfungdo. Apos



3semanas, observamos que a administracdo im de CMMO nao promoveu alteragcdes dos
parametros do ECO quando comparada a administragdo im de DMEM (IE: 0,79+0,04 vs
0,88+0,04; AE/Ao: 1,49+0,08 vs 1,67+0,12; IH: 1,06£0,08 cm’/kg vs 1,16+0,09
cm3/kg; FEA: 47+£3% vs 41+2%; E/A: 1,71+£0,20 vs 1,88+0,27). Resultados similares de
ECO foram obtidos na 7* semana, demonstrando que a administracdo im de CMMO nao
preveniu as alteragdes morfofuncionais cardiacas. Nao houve modificacdo da
sensibilidade do barorreflexo e do tonus autonémico. Os dados da PVE também ndo
mostraram diferenga significativa entre os grupo [Ao+CMMO e [Ao+DMEM para os
pardmetros pressao diastdlica final do VE (6+£2 vs 10+3 mmHg), contratilidade
(6115315 vs 4900+446 mmHg/s) e relaxamento cardiaco (-3731+175 vs -3438+313
mmHg/s). Nao foi observado aumento de fibrose cardiaca no modelo de [Ao e a terapia
celular ndo modificou este parametro histoldgico. A administra¢cdo im de CMMO, uma
semana ap6s inducdo de IAo, ndo foi capaz de promover melhora morfofuncional
cardiaca na terceira e sétima semana apoOs tratamento bem como ndo modificou a

sensibilidade do barorreflexo, tonus autonomico e fibrose cardiaca.

Palavras-chaves:insuficiéncia aortica, células mononucleares de medula Ossea,

remodelamento cardiaco, ecocardiografia, barorreflexo.



ABSTRACT

Heart failure (HF) is the end stage of different cardiac diseases including volume
overload associated to aortic regurgitation (AR). Due to high mortality related to HF,
alternative therapies using stem cell (SC) contained in bone marrow mononuclear cells
(BMMNUC) portion have been investigated. Since the cardiac regeneration hypothesis by
SC has been debated and considering that different mechanisms (cytoprotective , anti-
inflammatory and antifibrotic action) have been suggested, the use of SC in cardiac
disease model without significant tissue loss becomes relevant. Within this context, the
present study aims to investigate the effect of BMMNC intramyocardial administration
(im) on remodeling and cardiac autonomic balance in AR Wistar rats. BMMNC were
obtained from total bone marrow by ficoll gradient. The AR was induced
experimentally and confirmed by echocardiography (ECHO) one week after. The
animals were randomly assigned to im administration of DMEM (control) or BMMNC
(5x10° cells/100 puL). SHAM animals were used for normal parameters acquisition.
Echocardiographic evaluations were obtained at pre treatment (1 week after AR)and in
the 3™ and 7" week after treatment by im administration. In 7" week blood pressure and
heart heat were recorded aiming to obtain the baroreflex sensitivity and the evaluation
of autonomic tonus. At the final of the study, the heart was collected for analyses of the
fibrosis percentage. After 1 week of AR induction (ECHO pré-treatment), we observed
left ventricle (SI) and left atrium (LA/Ao) dilatation and the hypertrophy (HI) in the
groups AR+DMEM (SI= 0,8540,03; LA/Ao= 1,65+0,17; HI=0,77+0,07 cm’ /kg) when
compared (p<0,05) with the SHAM ( SI= 0,62+0,03; LA/A0=1,28+0,08; HI=0,58+0,04
cm’/kg). Therefore, the groups with AR departed from the same degree of dysfunction.
After 3 weeks, we observed that the i.m administration of BMMNC didn’t change the

ECHO parameters when compared to DMEM im administration (SI:0,79+0,04



vs0,88+0,04; LA/Ao: 1,49+0,08 vs 1,67+0,12; HI: 1,06+0,08 cm3/kg vs 1,16+0,09
cm3/kg; FS: 47£3% vs 41+£2%; E/A: 1,714£0,20 vs 1,88+0,27).Similar results were
obtained in the ECHOat 7 weeks after treatment, showing that im administration of
BMMNC did not prevent heart morphological changes. There were no modification of
baroreflex sensitivity and autonomic tonus. LVP data were not significant different
between AR+BMMNC and AR+DMEM groups for LV end-diastolic pressure (6£2 vs
10£3 mmHg), cardiac contractility(6115+315 vs 4900+446 mmHg/s) and relaxation (-
3731+175 vs -3438+313 mmHg/s). Cardiac fibrosis was not augmented in AR model
and cell therapy did notmodifie this histological parameter. The im administration of
BMMNC, one week after induction of AR, was not able to improvecardiac
morphofunction in the third and seventh week after treatment and did notmodifie the
baroreflex sensitivity, autonomic tonus and cardiac fibrosis.

Key-words:aortic regurgitation, bone marrow mononuclear cells, cardiac remodeling,

echocardiography, baroreflex.
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1. INTRODUCAO

As doengas cardiovasculares representam a principal causa de morte no mundo
(WHO, 2011), sendo a insuficiéncia cardiaca (IC) o estdgio final comum a doencgas
cardiacas de diferentes etiologias. A IC representa uma condi¢do com prevaléncia
crescente na populacdo e estima-se que, em 2025, haverd 5 milhdes de casos no Brasil
(Roscani et al., 2010). Apesar da ampla utilizacdo do termo, ndo hd um consenso
simples para definir IC, visto tratar-se de uma condigdo associada a ampla diversidade
de sinais, sintomas e etiologia (Coronel et al., 2001). De uma forma geral, a IC pode ser
entendida como uma sindrome clinica complexa de sintomas e sinais que sugerem
deficiéncia do coragdo como bomba de suporte fisioldgico a circulagdo. A IC ¢ causada
por anomalias estruturais e/ou funcionais do cora¢do que prejudicam a capacidade do
ventriculo em encher-se de sangue e/ou ejetd-lo. Etiologicamente a IC ¢ classificada
como qualquer anormalidade mecanica (sobrecarga de pressdo/volume, doenca
pericardica, doenga restritiva), faléncia miocardica ou arritmias (bradiarritmias,
taquiarritmias) (Purcell & Poole-Wilson, 1999).

Devido a alta taxa de mortalidade e morbidade relacionadas a IC, terapias
alternativas utilizando célula-tronco e células progenitoras tém sido investigadas em
animais experimentais ¢ em humanos (Orlic et al, 2001; Perin et al., 2003). Por
definicdo, a célula-tronco (CT) ¢ uma célula indiferenciada, sem especializacio
funcional e marcadores de diferenciagdo tecido-especifico, com capacidade de
proliferagdo, auto-renovagdo e plasticidade (Herzog e cols., 2003). As CT podem ser
obtidas de diferentes tecidos adultos, sendo a medula Ossea uma das fontes mais
estudadas (Strauer et al., 2002; Perin et al., 2003). Trata-se de um tecido complexo que
contém CT hematopoiéticas, capazes de se diferenciar em todos os tipos celulares das

linhagens mieloide e linféide, e CT ndo hematopoiéticas com caracteristica de células
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multipotentes denominadas células mesenquimais estromais de medula dssea (MSC)
(Pittenger e cols., 1999; Hung e cols., 2002). As MSC apresentam capacidade de se
diferenciar em diferentes tipos celulares (osteoblastos, condrdcitos, adipdcitos,
midcitos) quando em cultura sob condigdes especificas (Pittenger e cols., 1999; Herzog
e cols., 2003).

Partindo-se da premissa que MSC de medula 6ssea apresentam capacidade
proliferativa e plasticidade in vitro, a terapia celular foi proposta como uma alternativa
terapéutica direcionada a regeneracdo cardiaca por meio da diferenciagdo das células
injetadas em cardiomiocitos funcionais (Orlic e cols., 2001; Perin e cols., 2003).
Entretanto, a esperada diferenciacdo das CT parece ndo ocorrer in vitro € in vivo em
taxa suficiente para explicar a melhora funcional (Rose et al., 2008). Assim, os
mecanismos pelos quais as CT estariam promovendo melhora da fun¢do cardiaca ainda
sdao controversos (Gnecchi e cols., 2005; Quevedo et al., 2009; Koninckx et al., 2009).
Atualmente, atribui-se, pelo menos em parte, a melhora funcional cardiaca apds
transplante de CT de medula 6ssea a um mecanismo parécrino resultante da liberacdo de
fatores anti-necroticos, anti-apoptéticos, anti-fibroticos e angiogénicos (Gnechhi et al.,
2005; Fidelis-de-Oliveira et al., 2012).

O fato da medula 6ssea ser a fonte de CT mais estudada ¢ atribuido ao facil
acesso cirurgico aliado a vantagem de permitir transplante autdlogo e dispensar
tratamento com imunossupressores (Strauer et al., 2002; Herzog et al., 2003). Em seres
humanos, a medula ¢ssea ¢ coletada a partir da crista iliaca. Através de fracionamento
da medula 6ssea total por gradiente de ficoll, a por¢do de células mononucleares de
medula 6ssea (CMMO), a qual contém as MSC, ¢ facilmente obtida e separada das
hemacias e células polimorfonucleares. Assim, a maioria dos estudos clinicos no mundo

que investigam o beneficio da terapia celular em doengas cardiovasculares utiliza a
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por¢do de CMMO, ainda que esta porcdo apresente uma heterogeneidade nos tipos
celulares incluindo, além das MSC, linfocitos, mondcitos, células progenitoras
endoteliais e progenitoras hematopoiéticas (Strauer et al., 2010; Arnous et al., 2012).
Estudos de meta-analise apontam para uma melhora funcional cardiaca apds transplante
de CMMO em coragdes infartos (Lipinsk et al., 2007, Martin-Rendon et al., 2008, Ye et
al., 2012). Logo, apesar dos mecanismos responsaveis pela melhora funcional cardiaca
apoOs terapia celular ndo serem completamente compreendidos, parece existir um
consenso na literatura no sentido de afirmar que a terapia celular com CMMO apos
infarto do miocardio promove melhora da funcdo cardiaca (Arnous et al., 2012).

Considerando a capacidade regenerativa das CT como justificativa imediata
para a terapia celular, tem-se que a maioria dos estudos na literatura tem investigado o
uso de CT em condicdo de perda tecidual como aquela observada no infarto do
miocardio (Orlic et al., 2001; Shake et al., 2002; Amado et al., 2005). Entretanto, uma
vez que outros mecanismos de acdo tais como a secre¢do de fatores citoprotetores
(Gnecchi et al., 2005), antifibréticos (Ohnishi et al., 2007) e hipertroficos (Xu et al.,
2009) tem sido aventados, a utilizacdo de CT em modelos de doencas cardiacas que
envolvam alteracdes morfoldgicas e funcionais sem perda tecidual significativa torna-se
pertinente. Neste contexto, ainda existem poucos estudos que investiguem o potencial
terapéutico de CT derivadas da medula o6ssea em IC resultante de sobrecarga
volumétrica como aquela observada em condicdo de insuficiéncia aodrtica grave (IAo).

A TAo ¢ caracterizada pelo refluxo diastolico do sangue da aorta refluindo para
o ventriculo esquerdo (VE) devido ao mal fechamento das cuspides adrticas. As causas
da TAo sao multiplas incluindo anormalidades congénitas, endocardite, degeneragao
valvar, dilatagdo adrtica idiopética, uso de drogas anoréticas e a cardiopatia reumatica

cronica (Borer et al., 1998; Tarasoutchi et al., 2003). Dentre estas, a cardiopatia
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reumatica crénica ¢ a principal responsavel por degeneragdes valvares.Estatisticas
revelam que 10-35% de todas as internagdes por problemas cardiacos correspondem a
pacientes com febre reumatica ou cardiopatia reumatica cronica (WHO, 2001; Alhuda,
2013). Existem pelo menos 15,6 milhdes de casos de cardiopatia reumatica cronica no
mundo, sendo a maior prevalencia entre criangas de paises em desenvolvimento como
na Africa subsariana (Carapetis et al., 2005;Alhuda, 2013). Por outro lado, em paises
desenvolvidos, as doencas valvares degenerativas vém se tornando uma causa comum
de doengas cardiovasculares somado ao aumento na expectativa de vida da populacdo
(Maganti et., al, 2010).

Na [Ao, a sobrecarga hemodinamica provoca aumento da tensdo de parede na
diastéle, causando a replicagdo em série dos sarcomeros, alongamento dos miocitos,
aumento do didmetro da cavidade ventricular e hipertrofia excéntrica (Roscani et al.,
2010). Numa fase compensada dessa adaptagdo o aumento proporcional da espessura da
parede ¢ capaz de normalizar a tensdo parietal e preservar a fungdo ventricular. No
entanto, havendo manuten¢do da sobrecarga, ocorre aumento progressivo do didmetro
da cavidade sem incremento adicional da espessura da parede miocardica, fato que
culmina na condi¢do de hipertrofia excéntrica descompensada com faléncia progressiva
do ventriculo esquerdo (VE) (Matsubara et al, 2006). Em adi¢do, o desbalanco
autondmico caracterizado por reducao do tonus parassimpatico e exacerbacdo do tonus
simpatico consiste em elemento fundamental da fisiopatologia da insuficiéncia cardiaca
sendo acompanhado de alteragcdo do barorreflexo (Ellenbogen et al., 1983; Jankowska et
al., 2006).

Até o presente momento, nenhuma terapia farmacologica tém se mostrado
claramente eficaz em previnir ou reduzir a dilatacdo de VE, em reduzir a perda de

fun¢do sistolica e/ou diastdlica ou mesmo ter impacto sobre a mortalidade e morbidade
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em pacientes com sobrecarga de volume decorrente de [Ao grave (Bonow et al., 2006).
Para nosso conhecimento, ndo ha relatos na literatura sobre o uso de CMMO em
quadros de [Ao e sobrecarga de volume. Existem apenas alguns estudos que investigam
o uso de CT derivadas da medula 6ssea em modelo de sobrecarga pressorica (Wairiuko
et al., 2007; Molina et al., 2008). Portanto, o presente estudo visou investigar se a
terapia com CMMO previne o processo de remodelamento cardiaco descompensado e
promove melhora no balango autonémico cardiaco em modelo de sobrecarga
volumétrica resultante de IAo grave induzida experimentalmente em ratos.
Considerando os relatos da literatura sobre terapia celular e seu efeito benéfico sobre a
contratilidade cardiaca (Boomsma et al., 2007), acdo antifibrotica (Ohnishi et al., 2007)
e antinflamatéria (Ortiz et al., 2007), formulou-se a hipdtese que a administracdo de
CMMO pudesse previnir o remodelamento descompensado por melhorar a
contratilidade e relaxamento cardiaco, por restringir a dilatacdo progressiva do VE, por
reduzir o grau de fibrose miocardica, refletindo assim em melhora do controle
autondmico cardiaco.

Vale ressaltar que a opgao pelo estudo da por¢do CMMO foi baseada no fato
da maior parte dos estudos clinicos com terapia celular e IM utilizarem esse tipo celular
(Strauer et al., 2002; Lunde et al., 2006). Em adicdo, a obtencdo de CMMO a partir da
medula dssea de ratos, ao dispensar a etapa de cultivo celular, reduziu o custo financeiro
do projeto e se adequou a proposta de 17 meses, tempo destinadoao desenvolvimento
por aluno de iniciacdo cientifica para obtencdo do titulo de Bacharelado em
CiénciasBiol6gicas.Em adi¢do, o presente estudo envolveudiferentes pesquisadores que
permeiam as areas bdasicas e clinica e, portanto, acredita-se que o presente estudo
representou a oportunidade para formagdo e fortalecimento de parcerias colaborativas

em um nucleo de abordagem cardiovascular translacional.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O presente estudo teve como objetivogeral avaliar se a administragdo
intramiocéardica (im.) de CMMO em modelo de sobrecarga volumétrica em ratos
induzida por [Ao previne a disfun¢do e alteracdo morfolégica de ventriculo esquerdo e
se a eventual melhora funcional cardiaca reflete em melhora do controle autondémico

cardiaco e sensibilidade do barorreflexo.

2.2 Objetivos especificos
Foram objetivos especificos do presente estudo:

a) Obter ratos com [Ao induzida experimentalmente;

b) Obter a por¢do de CMMO a partir da medula dssea total para administragdo i.m.
em ratos com [Ao;

c) Avaliar aspectos morfofuncionais cardiacos obtidos por ecocardiografia;

d) Avaliar se o eventual beneficio funcional cardiaco reflete em melhora da
sensibilidade do barorreflexo e tonus autondmico;

e) Avaliar a fungdo sistélica e diastélica do VE por meio de cateterizagdo
transcutanea;

f) Investigar a presenca de CMMO no tecido cardiaco ao final do protocolo
experimental;

g) Avaliar o efeito da terapia celular com CMMO sobre o percentual de fibrose no

tecido cardiaco.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

O estudo foi realizado utilizando-se ratos Wistar machos fornecidos pelo
Biotério Central do Campus da Unesp de Botucatu. Os animais foram mantidos em
gaiolas individuais, em ambiente com temperatura controlada (23 + 2°C), ciclo claro-
escuro (12-12 h) e livre acesso a racdo e agua. Todos os procedimentos experimentais
foram realizados de acordo com os Principios Eticos na Experimentacio Animal
adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e com aprovagao

pelo comité de ética local (CEUA-588) desta universidade (ANEXO I).

3.2 Induciao da Insuficiéncia Adrtica (IAo)

Para este procedimento,foram utilizados ratos pesando entre 220 - 250g com
idade aproximada de 50 dias. O modelo de IAo foi realizado através de uma
modifica¢do da técnica descrita por Arsenault e colaboradores (Arsenault et al., 2002).
Inicialmente, sob anestesia com cloridrato de ketamina (80mg/kg, Dopalen®,
Vetbrands) associada a cloridrato de xilazina (20 mg/kg, Anasedan®,Vetbrands) os
animais tiveram a artéria cardtida comum direita dissecada e cateterizada por meio de
um cateter de silicone. Em seguida, um fio guia de aco (proprio do cateter de anestesia
epidural - 0,34mm) foi introduzido através do cateter carotideo de modo a lesionar a
valva aodrtica com vdrias perfuragdes até ndo haver mais resisténcia ao movimento de
introducdo do fio guia (Plante et al., 2004). Animais do grupo controle com cirurgia
ficticia (SHAM) foram submetidos aos mesmos procedimentos, porém sem a perfuracio
valvar, tendo apenas a cardtida isolada e ligada cranialmente. A presenca e

quantificagdo da gravidade da Ao foi feita por ecocardiograma, ao final de uma semana
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apos a indugdo da [Ao (periodo pré — tratamento). Foram incluidos no estudo animais

com jato regurgitante na via de saida do ventriculo esquerdo maior ou igual a 50%.

3.3 Obtencao de células mononucleares de medula dssea (CMMO)

As CMMO foram obtidas a partir de medula dssea total de ratos Wistar
machospesando entre 340 - 390ge idade aproximada de 90 dias. Apds 30 minutos de
heparinizagdo intraperitoneal (0,2 mL de heparina s6dica 5000 UI/mL) o animal foi
anestesiado (Ketamina: 80 mg/kg e Xilazina: 20 mg/kg) e eutanasiado por guilhotina.
Os fémures e tibias foram isolados e o material bioldgico transferido para capela de
fluxo laminar onde os demais procedimentos foram realizados. As epifises 0sseas foram
cortadas para acesso a cavidade medular e o contetido medular total foi obtido por
centrifugacdo direta dos ossos a 700xg por 10 minutos (Dobson et al., 1999). Em
seguida o conteudo medular total foi ressuspenso em 4 mL de meio de cultura DMEM
sem soro o qual foi adicionado cuidadosamente sobre 4 mL de Ficoll (densidade 1,083
g/ml). O contetido passou por uma nova centrifugag¢ao (400xg por 30 min) e ao final foi
observado o anel na interface DMEM-Ficoll contendo as CMMO. Este anel foi coletado
cuidadosamente e ressuspenso em um novo tubo do tipo falcon de 15 mL e lavado em
meioDMEM sem soro por meio de 3 centrifuga¢des seriadas ( 250xg por 5 min). Da
segunda para a terceira lavagem, o pellet foi ressuspenso em 2mL para a retirada de
10pL de células que foram adicionados a eppendorf contendo 190ul. de DMEM sem
soro. Desse volume de 200uL, foi coletado 10uL que por sua vez foi adicionado a 10
pL de solucdo de azul de Trypan para a contagem e avaliagao da viabilidade celular em
hematocitdometro. Em seguida, as células remanescentes nos 2 mL foram marcadas com
o corante nuclear HOECHST 33342 (10 pg/ mL) por uma hora em estufa de CO, a 37°

para posterior investiga¢do tecidual. Apds marcacdo, as células foram lavadas com
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DMEM sem soro por meio de 3 centrifugagdes seriadas (250xg) e ressuspensas em
meio DMEM sem soro de forma que 100puL contivessem 5x10° CMMO. O
sobrenadante resultante da tltima lavagem (DMEM livrede célula) foi utilizado para a

administracdo in vivo no grupo IAoDMEM (controle) e grupo SHAM.

3.4 Delineamento e protocolo experimental
3.4.1Periodo de pré-tratamento e administraciio i.m.

A figura 1 mostra esquematicamente o protocolo experimental do
estudoreferente ao periodo pré - tratamento. Apdés uma semana da indugdo de TAo,
foram feitas andlises ecocardiograficas para a confirmagdo do quadro de Ao e aquisi¢ao
dos parametros morfofuncionais cardiacos pré-tratamento. Animais com jato
regurgitante na via de sadida do VE inferior a 50% ndo foram incluidos no estudo.Em
seguida, os animais foramdivididos em trés grupos experimentais de acordo com a
presenca (grupo IAo) ou nao de IAo (SHAM) e de acordocom a administracdo i.m. a ser
recebida:

e 1° GRUPO - SHAM (n=6): ratos controle de normalidade que receberam 100
uL de meio de cultura DMEM sem soro sem células;

e 2° GRUPO - IAo+DMEM (n=6): ratos controle com [Ao que receberam 100
uL de meio de cultura DMEM sem soro sem células;

e 3° GRUPO - TAo+CMMO (n=8): ratos com [Ao que receberam 100 pL de
meio de cultura DMEM sem soro contendo 5x10° CMMO (grupo IAo-CMMO).

A administragdo i.m. foi feita na segunda semana apos [Ao (3 a 8 dias apos
[Ao) por meio deuma toracotomia seguida de manipulagdo da regido do térax para a
rapida exterioriza¢do do coragdo, entre a 4° e 5° costela, procedimento normalmente

utilizado para indugdo de IM (Zornoff et al., 2009).
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Injecio intramiocirdica (100 pL ) de
* DMEM/( grupos SHAM e IAO + DMEM);
* 5x 105 CMMO( grupo IAo + CMMO).

Vilvula aértica

TAo e cirurgia
ficticia

0 1% semana 23 semana

. Doppler-
ecocardiografia
prés-tratamento

Figura 1 — Esquema do protocolo experimental referente ao periodo pré-tratamento e administragdo i.m.
A Doppler-ecocardiografia foi realizada ap6s uma semana do procedimento cirtrgico para confirmagao
da TAo e obtencdo de parametros pré-tratamento. A administragdo i.m. foi realizada na 2% semana apods
[Ao. DMEM: meio de cultura desprovido de células destinado ao grupo controle IAo — DMEM e SHAM;
CMMO: células mononucleares de medula dssea destinado ao grupo [Ao— CMMO.

3.4.2Periodo pos-tratamento

As andlises morfofuncionais cardiacas pos-tratamento foram realizadas na 3° e
7° semana apds administracdo i.m.por doppler—ecocardiografia, (Figura 2). Ao final da
7° semana também foram realizados os procedimentos de cateterizacdo de artéria e veia
femoral para medidas de pressdo arterial (PA), frequéncia cardiaca (FC), avaliagdo da
sensibilidade do barorreflexo e tonus autondmico, cateterizagdo de ventriculo esquerdo
para a obtencdo da pressdo do ventriculo esquerdo (PVE) e respectivos indices de
fungdo sistolica e diastolica. Ao final do protocolo experimental, os animais foram
sacrificados para retirada dos coragdes para andlises histologicas de investigagdo
tecidual de células previamente marcadas com HOECHST 33342 e quantificagdo de

fibrose em laminas coradas com Picrosirius Red.
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32 semana 7% semana

+  Doppler- *  Doppler-
ecocardiografia ecocardiografia
pos-tratamento pos-tratamento

+ Investigacio de CMMO

* Analises histologicas

Quantificacdo de fibrose

Figura 2 — Esquema do protocolo experimental referente ao periodo poés-tratamento. As analises
ecocardiograficas foram feitas na 3* e 7* semana ap0s a administracdo i.m. para coleta dos pardmetros
pos-tratamento. Ao final da 7¢ semana foram realizados os procedimentos de medidas hemodinamicas,
cateterizagdo do VE e analises histolégicas nos grupos SHAM-DMEM, [Ao+DMEM e [Ao+CMMO.

3.5 Avaliacoes Funcionais
3.5.1Avaliacdes ecocardiograficas
O estudo in vivo dos animais foi efetuado por meio de Doppler-ecocardiografia
transtoracica convencional (Phillips TDI 5500; 7,5 a 12 MHz), seguindo-se a
padronizacdo descrita na literatura (Sanh et al, 1978) e sendo executado por
ecocardiografista colaboradora do projeto. Os exames ecocardiograficos foram
realizados na 1* semana,referente ao periodo pré — tratamento, e na 3* e 7* semana apds
administracdo i.m. (periodo pds — tratamento). Ambos os ecos pds-tratamento foram
realizados com o objetivo de acompanhar a progressao da regurgitagdo adrtica nos

grupos experimentais e avaliar a influéncia do tratamento ao longo do tempo Para tanto,
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os ratos foram anestesiados (ketamina: 80mg/kg, xilazina: 20mg/kg) por via
intraperitoneal seguida de tricotomia da regido anterior do térax para a obtengdo das
medidas de:

1) Indicativos de disfuncio valvar: a) integral tempo-velocidade (VTI) na
via de saida do fluxo adrtico; b) de DC= (VSVE)**0,785 x VTI x FC, sendo DC o
débito cardiaco (volume de fluxo sanguineo pela valvula aortica por minuto), VSVE ¢ a
via de saida do ventriculo esquerdo e FC (bpm) ¢ a frequéncia cardiaca. Vale ressaltar
que a medida de DC isoladamente ndo ¢ um indicativo de disfunc¢do valvar. Entretanto,
considerando o modelo em questdo e o pardmetro VTI, o esperado aumento de pré-
carga neste modelo leva a um esperado aumento de DC, dai utilizarmos este pardmetro
como indicativo de disfungdo valvar.

2) Indicativos morfologicos: a) Didmetro do Ventriculo esquerdo em
diastole (VED (mm)); b) Didmetro do Ventriculo esquerdo em sistole (VES (mm)); c)
massa do VE= {1,04x(VED+PP+PP)’ —[(VED)’] +0,6/1000 (cm’)}, onde VED ¢ o
didmetro do ventriculo esquerdo (VE) e PP representa a parede posterior do VE;d)
didmetro do atrio esquerdo (AE (mm)); e) relagdo AE com o didmetro da aorta
(AE/AO); ) volume do AE obtido pela imagem de quatro cdmaras (V AE 4C (cm’)); g)
L menor (mm) ¢ a medida do eixo menor do VE obtido em imagem 4 cameras pelo
ECO; e h) indice de esfericidade que ¢ a relacdo entre o L menor/ L maior, onde o L

maior representa o eixo longo do ventriculo esquerdo (Figura 1).
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“ | MAIOR (mm)

Figura 1- Imagem representativa do coragdo de um animal SHAM obtida por ecocardiografia em corte
de 4 camaras mostrando a mensuragao do eixo menor (L menor, mm) e do eixo maior (L maior, mm) do
ventriculo esquerdo. Pela relagdo L menor/Lmaior é obtido o pardmetro de indice de esfericidade.

3) Indicativos de funcao sistolica: a) Fracdo de encurtamento (FEA (%) =
[(VED-VES) /VED) *100]; b) SSMITRAL: medida da velocidade de deslocamento
tissular do anulo da valva mitral durante a sistole ventricular esquerda.

4) Indicativos de funcao diastolica: a) relacdo E/A, sendo a onda E (cm/s)
a velocidade do sangue no momento do enchimento ventricular passivo ¢ a onda A
(cm/s) refere-se a velocidade de pico do sangue no momento da contracdo atrial; b) E’
Mitral: velocidade de deslocamento tissular do anulo da mitral no momento do

enchimento ventricular passivo; ¢) relagdo E/E’.

3.5.2 Registro de pressao arterial (PA) e frequéncia cardiaca (FC)

O registro de pressao arterial (PA) foi feito ao final de 7 semanas, um dia ap6s o
registro ecocardiografico, em animais acordados e com livre movimentagdo. Apds 24
horas de recuperacdo do exame ecocardiografico, os animais foram anestesiados
(ketamina: 80mg/kg, xilazina: 20mg/kg) e submetidos ao procedimento cirurgico de
cateterizagdo de artéria e veia femoral para registro de PA e administracdo de drogas,

respectivamente. Para tanto, utilizamos canulas de polietileno de confeccdo artesanal
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(PE — 50 soldado a polietileno de PE — 10). As canulas foram mantidas com heparina
(500 UI/mL) para evitar a formagao de coagulos.

Apos 24 horas de cirurgia de cateterizagdo de aterias e veias femorais e
recuperagdo dos animais, antes de iniciar o registro, foi administrada solugdo salina
0,9% heparinizada & canula implantada de artéria e veia femoral para prevencdo da
formagdo de coagulo durante o experimento de registro e administracdo das drogas
vasoativas. Para a aquisi¢do de sinal de PA a canula arterial PE-50 foi conectada ao
transdutor de pressao mecanoelétrico (MP100, BIOPAC) cujo sinal foi amplificado,
convertido de analdgico para digital (BIOPAC, USA) e visualizado em um monitor de
computador através do programa Acgknowlegde. Os dados foram adquiridos com a
frequéncia de amostragem de 2000 pontos/segundo e armazenados para posterior
analise. Os parametros obtidos a partir do registro de PA pulsatil foram: 1) frequéncia
cardiaca (FC); 2) pressdo arterial diastolica (PAD); 3) pressao arterial sistolica (PAS) e

4) pressao arterial média (PAM= 1/3PAS + 2/3PAD).

3.5.3 Estudo do controle barorreflexo da frequéncia cardiaca

O estudo do barorreflexo arterial foi feito por meio da mensuragdo das
respostas reflexas de bradicardia (componente vagal) e taquicardia (componente
simpatico) frente a drogas vasoativas que promoveram aumento e reducdo da PA,
respectivamente. Para tanto, foi feita administragdo iv em bolus de doses pressoras de
fenilefrina (FENIL: 2,5, 5 e 10 pg/kg de peso) objetivando produzir aumento de PAM e
bradicardia reflexa. Em adicdo, foi feita administragdo iv em bolus de nitroprussiato de
sodio (NPS: 0,5, 1 e Spg/kg de peso) para produzir reducdo de PAM e aumento reflexo
de FC. As drogas vasoativas foram administradas em volume de 0,1 mL/Kg de peso

corporal, aleatoriamente, com intervalo de 5 minutos entre as doses ou apos retorno da
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PA e FC aos valores basais. As alteragdes maximas de FC foram convertidas em
intervalo de pulso (IP) usando a formula: IP (em milissegundos, ms) = 60.000/FC. A
sensibilidade do barorreflexo foi estimada pela média aritmética das razdes entre as
alteragdes de IP (ms) e alteracdes da PAM ( mmHg) para cada dose de FENIL e NPS
utilizadas (AIP/APAM, ms/mmHg), denominado indice de sensibilidade do

barorreflexo(Borges, 2015; Campagnole-Santos,1988).

3.5.4 Obtencao da frequéncia cardiaca intrinseca (FCI) e estudo da modulacao
autonémica

A FCI e a modulagdo autondmica sobre este pardmetro foram determinadas

pela técnica do duplo bloqueio farmacologico do sistema simpatico e parassimpatico
para o coracdo descrito por Irigoyen e colaboradores (2000), com pequenas
modificagdes. Foi feita a administracdo iv de metilatropina (3 mg/0,3 mL/kg,
antagonista colinérgico) e atenolol (4 mg/0,2 mL/kg, antagonsita B-adrenérgico). O
duplo bloqueio foi realizado duas vezes no mesmo animal em dias consecutivos com a
inversdo da droga que se iniciava o bloqueio. Apos administragdo de metilatropina e
passados 10 minutos para estabilizagdo do sinal, a FC foiregistrada. Em seguida foi
injetado atenolol e a FCpos estabilizacio do sinal foitambém registrada. O duplo
bloqueio forneceu o valor de FCI e foi confirmado pela auséncia de respostas reflexas
da FC as drogas vasoativas. O efeito vagal foi calculado como a diferenca entre a FC
maxima apds metilatropina e a FC basal. O efeito simpético foi calculado como a
diferenca entre a FC basal e a FC minima apods o atenolol. A diferenca entre a FCI e a
FC apos atenolol determina o tonus vagal enquanto o tonus simpatico foi obtido pela

diferenca entre a FC apds metilatropina e a FCI.
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3.5.5 Registro de pressao ventricular esquerda

Apo6s aquisicdo do sinal de PA e realizagdo do protocolo de estudo do
barorreflexo e tonus autondmico, os ratos foram anestesiados com ketamina (80mg/kg)
e xilazina (20mg/kg) e a pressdo ventricular esquerda (PVE) foi obtida por meio da
técnica de cateterizacdo percutdnea (Eskesen et al, 2012). Para tanto foi inserida,
percutaneamente, uma agulha acoplada a cateter no 4pice do coragdo do animal, em
direcdo ao eixo longo do ventriculo esquerdo, em condi¢do de torax fechado. A porcao
distal do cateter foi acoplada a transdutor de pressdo e o sinal foi convertido de
analdgico para digital com a frequéncia de amostragem de 200 pontos por segundo. Os
parametros obtidos do registro de PVE foram: pressdo diastolica final do ventriculo
esquerdo (PDFVE), pressao desenvolvida pelo ventriculo esquerdo (PDVE), indices de

contratilidade (dpdt+) e relaxamento (dpdt-) cardiaco.

3.6 Analise morfométrica

Ap0s aquisi¢ao das mensuragdes hemodinamicas e cateterizacdo do ventriculo
esquerdo para a andlise de PVE, os animais foram eutanasiadospor dose letal de
ketamina (80 mg/kg)e xilazina(20 mg/kg). Em seguida, os coracdesforam retirados e
banhados em solugdo de NaCl 0,9% contendo KCI 30 mM para parada cardiaca em
diastole. Os atrios e os grandes vasos foram desprezados e o coracdo foi fixado (48
horas) por imersao em solugdo tamponada de formalina 10% em tampao fosfato pH 7,4.
Os coragdes foram cortados transversalmente em 4 fatias do apice para a base (A, B, C,
e D). A fatia C foi utilizada para investigacdo da presenca de CMMO previamente
marcadas com Hoechst e por isso foi incluida em meio proprio para criopreservagao,
congelada e mantida no freezer -80° C até o corte em criostato. Foram obtidos cortes de

5 um em criostato e as imagens representativas foram adquiridas em microscopio de
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fluorescéncia com luz ultra-violetaNikon Eclipse 801 acoplado a sistema de aquisicdo de
imagensNIS-Elements AR 3.10.

As demais fatias do coracdo (A, B e D) foram utilizadas para as analises
morfométricas (ANEXO II) e, portanto, colocadas em cassetes (pequenas caixas) para a
retirada do formol 10% em 4gua corrente no periodo de 24 horas. Depois as pecgas
passaram por estapas de desidratacdo, que consistem em passagens crescentes € em
série de solucao de etanol (70%, 80%, 90% e 100%). A clarificacdo do tecido foi feita
por meio de um banho de etanol 100%: Xilol (1:1) e dois banhos Xilol (100%). Apds a
desidratacdoe clarificacdo, as pecas foram banhadas com resina plastica (Paraplast),
para que a mesma impreguinasse dentro do tecido e seguinda incluidas no mesmo
material. O tecido cardiaco foi cortado em fatias de 5 pm em micrétomo. Para fixagdo
em laminas de vidro, as fatiasforam mergulhadas em solu¢ao de dgua e acool (100%) e
levadas ao banho maria a 40° C para manter o tecido esticado sobre a ldmina. Para os
procedimentos de coloragdo, as laminas foram previamente mantidas em uma estufa a
60° C, por 24 horas. Antes da coloragdo, as laminas passaram por uma nova
diafanizagao, utilizando Xilol 100% para a retirada do Paraplast. Em seguida, os cortes
foram hidratados por meio de sequéncias decrescente de acool ( 100%, 90%, 80 e 70%).
No préximo passo, as laminas foram coradas com Picro Sirius Red, por sua vez, para
quantificacdo da fracdo de coldgeno intersticial. Apos a coloragdo, as laminas foram
desidratadas em ordem crescente de alcool (70%, 80%, 90% e 100%) e Xilol (100%), ¢
montadas com laminula e cola especial para este procedimento.

As imagens das laminas coradas foram obtidas por microscopia Optica, em
aumento de 400X, através do microscopio Leica, e auxilio do programa Leica Qwin

Plus 2006. Foram obtidas 21 imagens aleatorias a partir do VE e septo, para a
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localizagdo e quantificagdo percentual de areas com fibrose. As imagens e os dados

foram gravados e analisados posteriormente.

3.7 Analise estatistica

Os dados foram apresentados como médiaterro padrao da média. Na condi¢ao
de andlise de um determinado pardmetro em dois grupos experimentais, foi utilizado
Teste T de Student ndo pareado. Quando da avaliacao de um determinado parametro em
mais de dois grupos experimentais foi utilizada andlise de variancia de uma via
(ANOVA ONE WAY) e diferenga entre os grupos experimentais foi verificada pelo
pos-teste de Bonferroni. Na avaliagdo ecocardiografica ao longo do tempo nos
diferentes grupos, foi utilizada analise de variancia de duas vias (ANOVA TWO WAY)
para medidas repetidas seguida de pos-teste de Dunnet ou Bonferroni. Os dados foram

considerados estatisticamente significativos quando p<0,05.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Mortalidade dos animais ao longo do protocolo experimental de IAo

Este estudo foi desenvolvido realizando-se dois lotes de experimento em
momentos diferentes. Cada lote de experimento era constituido por animais que
compunham os trés grupos experimentais (SHAM, [Ao+DMEM e [Ao+CMMO). Esta
repeticdo dos experimentos em lote se fez necessaria para que pudéssemos alcangar o
numero de animais por grupo experimental.Abaixo seguem os valores das taxas de
mortalidade, em porcentagem, durante todo desenvolvimento dos protocolos
experimentais que corresponde desde a indugdo de Ao até o final da 7* semana. O
maior indice de mortalidade ocorreu durante a cirurgia de [Ao. O lote-1 apresentou 34%

e o lote-2 23,80%, com média de 28,9%. Apds a 1°semana de indugdo de IAo, apenas o
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lote-2 apresentou 7,14% de mortalidade com média de 3,57%, o que aconteceu também

no dia da administragdo i.m(lote-2: 7,69% e média de 3,85%). Na 3° semana apds a

indugdo de Ao, ndo teve indice de mortalidade em ambos os lotes. Apos a 7° de

indu¢do de Ao e durante os eventos de canulagdo, o lote-1 apresentou 21% e o lote-2

25% de mortalidade com média de 23%, (Tabela — 1).

32 Semana
apos Canulagdo -7a
Cirurgia de 12 Semana Administracdo | administracao Semana apos
1Ao apos Ao i.m. i.m administragao i.m
Lote-1 34% 0 0 S.M. 21%
Lote - 2 23,80% 7,14% 7,69% S.M. 25%
Média e
EPM 28,9 +0,05% 3,57+0,04% 3,85+0,04% S.M. 2340,02%

Tabela 1 - Percentuais das taxas de mortalidade desde a cirurgia de indugdo de TAo até o final dos

rotocolos experimentais na 7°semana ap0s tratamento. S.M.: Sem mortalidade.
p p p

Em seguida seguem os valores em porcentagem dos animais, que apresentaram

ou ndo TAo, apds a confirmagdo do eco de 1° semana. O lote -1 teve 72,73% ¢ o lote-2

63,64%, com média de 68,19%, de animais que tiveram [Ao. Dos animais que nio

tiveram [Ao o lote-1 teve 27,27% e o lote-2 36,36%, com média de 31,82% (Tabela —

2). Estes dados mostram uma boa reprodutibilidade do modelo no sentido de

afirmarmos que a cirurgia para inducdo de [Ao apresenta uma eficdcia em promover

prejuizo de fungdo valvar, em média, em 68% dos animais.

Animais que apresentaram |Ao apds
o eco de confirmacdo de 12 semana

Animais que ndo tiveram Ao apds o eco
de confirmacdo de 12 semana

Lote-1 72,73% 27,27%
Lote -2 63,64% 36,36%
Média e EPD 68,19+0,05% 31,82+0,05%
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Tabela 2 - Percentuais das taxas de animais com presenca de IAo e animais sem a presenca de [Ao, apos

o eco de primeira semana, feito para a confirmagao da eficacia da cirurgia em promover disfungdo valvar.

4.2 Caracterizacio ecocardiografica do modelo de IAo

O modelo de [Ao ja ¢ bem padronizado e descrito na literatura (Plante et al.,
2003, Matsubara et al., 2006). Em nosso estudo, para melhor entendimento do modelo
em nosso laboratorio utilizando os ratos fornecidos pelo nosso biotério central,
consideramos valido caracterizar o nosso modelo por meio da avaliacdo
ecocardiografica. Para tanto, apos obtencdo de animais SHAM e animais com [Ao e
previamente a administragdo i.m. no tempo de uma semana apds a cirurgia, fizemos
uma divisdo dos animais em dois grupos experimentais (SHAM e 1Ao) caracterizagdo
funcional ecocardiografica da confirmacdo de IAo. Animais SHAM foram utilizados
como controle de normalidade e, portanto, ratos com fracdo de encurtamento inferior a
50% foram retirados do estudo por ja apresentar comprometimento basal da funcao
cardiaca.

No tempo de uma semana apds [Ao ndo observamos diferenca significativa nos

pesos dos animais dos dois grupos (SHAM: 247,5+7,61;1Ao0: 256,07+6,29), (Figura 2).
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Figura2— Peso corporal dos animais do grupo SHAM (n=6) e grupo IAo (n=14) obtidos na primeira
semana apo6s indugdo de [Ao.
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Abaixo seguem os parametros ecocardiograficos obtidos uma semana apos o

estabelecimento da [Ao que nos permitiram caracterizar o modelo.

4.2.1 Indicativos de funcao valvar

Em relagdo aos indicativos de funcdo valvar o parametro de VTI
(cmz),apresentou diferenca significativa (p<0,001), visto que a [Ao provocou aumento
da integral do fluxo na aorta quando comparado com o grupo SHAM (IAo:
8,424+0,54cm2vs SHAM: 5,124+0,30cm2)(Figura 2A). Este fato ¢ explicado pelo
aumento de pré-carga no VE, devido ao volume de sangue, que volta da artéria aorta, ja
que estd nao possui mais os folhetos valvares, e se junta com o volume de sangue do
atrio esquerdo (AE), apds a sistole atrial. Durante a ejecdo o aumento da quantidade de
volume de sangue, entdo, ¢ lancado para a artéria aorta, o que explica os autos valores
de VTI nos animais com Ao neste estudo. Este resultado também serve para explicar,
que no estudo os animais partiram de um mesmo dano semelhante da valvula aértica.O
débito cardiaco (DC mL/min) também mostrou ser significativamente maior (p<0,001)
em animais com [Ao (126,80 + 9,35 mL/min) quando comparados aos animais SHAM
(59,56 = 7,97 mL/min) (Figura 2B).Assim como mostram os resultados,0 DC (mL/min),
definido como volume de sangue bombeado por minuto e obtido pelo produto da FC
pelo volume sistélico [DC = FC (bpm) xVS (ml/batimento)], aumenta na [Ao. Isto
ocorre por causa do aumento do volume diastdlico final no VE (pré-carga),
proporcionando uma for¢a maior de contragdo através do mecanismo de Frank-Starling,

ocasionando num volume sistélico maior do que o normal para dentro da aorta, dai o
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aumento do DC nos animais do grupo [Ao comparado ao SHAM no nosso estudo.
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Figura 3— Pardmetros ecocardiograficos de indicativos de fungdo valvar, obtidos na 1* semana apods a
indu¢@o de TAo no periodo de pré-tratamento. Grupos SHAM (n=6) e [Ao (n=14). A: VTI representa a
integral tempo-velocidade do fluxo de sangue na aorta (VTI (cm)); B: débito cardiaco (DC (mL/min)). **
P<0,01 versus SHAM e ***P<(,001 versus SHAM apos utilizagdo de Test T de student ndo pareado.

4.2.2 Indicativos morfologicos

Em relagdo ao pardmetroVED (mm), o grupo IAo e SHAM apresentaram
valores semelhantes, sem diferenca significativa (IAo: 8,0840,25 mm vs SHAM:
7,41+0,25mm), (Figura 3A), dado que mostra que apoés uma semana de destruicao dos
folhetos valvares ndo hé significativa dilatagdo do VE.O VES (mm), por sua vez, foi
significativamente (p<0,05)maior nos animais com [Ao ([Ao: 4,59+£59 mm), em relacdo
ao SHAM (SHAM: 3,62+0,1 1mm) (Figura 3B).Nos estudos de Roscani e colaboradores
(Roscani et. al, 2014), o didmetro do VED (mm) apresentou valores significativos a
partir da 8" semana, pardmetro que continuou a aumentar até a 16° semana. Ja o
didmetro do VES (mm), foi significativo a partir da 4°semana, continuando a aumentar
na 8 ¢ 16°semana. Em nosso estudo, o aumento do VES sem alteragdio do VED
sugerem disfun¢do de encurtamento precoce. De fato, conforme serd mostrado adiante,
os animais do grupo [Ao apresentaram redugdo da fragdo de encurtamento.

A massa do VE (cm’), um pardmetro indicativo de hipertrofia cardiaca, foi

semelhante entre os dois grupos (IAo: 0,73+0,05cm’vsSHAM: 0,58+0,05¢cm’),(Figura
34



3C). Em doengas cardiacas onde ocorre sobrecarga de volume como aquela decorrente
de TAo, ha um aumento de sarcomeros em série, associado ao deslizamento de feixes de
midcitos, resultando em hipertrofia excéntrica. A sobrecarga volumétrica, independente
de estimulacdo neuro-hormonal, desencadeia maior sintese de sarcomeros. Como
consequéncia, hd aumento da massa ventricular como resposta compensatdria no
sentido de promover maior capacidade em gerar forca. (Matsubara et al., 2000).
Entretanto, estudos clinicos em humanos mostram que a hipertrofia cardiaca, mensurada
por ecocardiograma, estd associada ao pior prognéstico e maior risco de morte (Levy et
al., 1990; Lorell&Carabello, 2000). Porém durante os dados de ecocardiografia de pré-
tratamento neste estudo os animais do grupo IAo e SHAM tiveram valores semelhantes
em relagdo ao pardmetro de massa do VE.Nos estudos de Plante e colaboradores a
massa do VE foi significantemente maior, apds duas semanas de cirurgia, confirmando
que a hipertrofia ja tinha se desenvolvido (Plante et. al., 2003). Portanto, considerando
que o tempo de sobrecarga de volume ndo foi suficiente para promover aumento de
VED ¢ razoavel admitirmos que ndo houve estimulo suficiente para que pudéssemos

detectar aumento de hipertrofia no grupo [Ao em relagdo ao grupo SHAM.
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Figura 4— Pardmetros ecocardiograficos de indicativos de morfologia, obtidos na 1° semana apds a
indugdo de IAo.. Grupos SHAM (n=6) ¢ IAo (n=14). A: didmetro do ventriculo esquerdo em diéstole
(VED(mm)); B: diametro do ventriculo esquerdo em sistole (VES (mm)); C: massa do VE (cm’). *
P<0,05 versus SHAM apos Test T de student ndo pareado.

Os valores da relagdo AE/AO, foram maiores no grupo IAo em comparagdo ao
SHAM (grupo TAo: 1,69+0,09 vs grupo SHAM: 1,28+0,09; p<0,05).Estes valores
podem ser confirmados ao observar o AE (mm), que foi maior (p<0,05) nos animais
com [Ao (5,72+0,09mm) em relacdo ao SHAM (4,49+0,29mm), (Figura 4B). De forma
coerente, o tamanho do AE avaliado por extrapolagdo tridimensional (V AE 4C,cm’) foi
maior (p<0,05) no grupo IAo ( IAo: 0,15+0,01 cm’), do que nos animais do grupo
SHAM (SHAM: 0,07+0,01cm’), (figura 4C). Esses valores, mostram o aumento do AE
em ratos com [Ao. A explicacdo se da pelo aumento da pré-carga, fato que promove
elevacdo da pressado diastdlica final do VE e consequentemente, aumento retrogrado da
pressdo atrial esquerda. Mudanga na pressdo atrial esquerda e a longa duragdo da
regurgitagdo acabam resultando na dilatacdo do AE (Klabunde, 2011), confirmando de

fato que ha sobrecarga de volume apds uma semana de indu¢do de IAo neste estudo.
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Figura 5— Pardmetros ecocardiograficos de indicativos de morfologia, obtidos na 1° semana apds a
indugdo de [Ao. Nos grupos SHAM (n=6) e [Ao (n=14). A: relagdo atrio esquerdo e aorta (AE/AO); B:
diametro do atrio esquerdo (AE(mm)); C: volume do atrio esquerdo obtido no corte de quatro cAmaras (V
AE 4C (cm’)); * P<0,05 versus SHAM e ** P<0,001 versus SHAM. Test T de student nio pareado.

O parametro de L menor (cm) no grupo [Ao foi maior quando comparado ao
grupo SHAM (grupo [Ao: 0,92+0,02 cm VS grupo SHAM: 0,69+0,03 cm; p<0,05),
(Figura 5A). Consequentemente, o indice de esfericidade nos animais com [Ao (IAo:
0,82+0,03), foi maior (p<0,001) em relagdo ao SHAM (SHAM: 0,62+0,04) (Figura
5B).No estudo de Roscani e colaboradores (Roscani et. al, 2014), as mudangas na
geometria do VE, dadas pelo indice de esfericidade, s6 foram identificadas na 4* semana
apos IAo por ecocardiografia. Portanto, observamos uma alteracdo precoce de
morfologia ventricular em nosso estudo.Os mecanismos subjacentes a este processo
ainda ndo estdo claros, mas alguns argumentos podem ser tirados. A explicagdo se deve
pelo fato que a sobrecarga de volume promove um aumento da pré-carga, e desencadeia
mudangas bioquimicas celulares que interferem com o metabolismo e estrutura do

tecido conjuntivo de suporte ao miocardio (Ricci, 1982; Ross, 1974; Roscani et. al,

37



2014).0 tecido conjuntivo de suporte ¢ composto por varios elementos e proteinas,
sendo a mais importante o coldgeno. Esta proteina apresenta estruturas e caracteristicas
fisicas que conferem elevada rigidez, permitindo a manutencdo da geometria da cimara
ventricular, apesar das variagdes de largura,peso e volume durante o ciclo cardiaco
(Hein et. al., 2003;Roscani et. al, 2014). Devido a sobrecarga, ha uma ativagdo imediata
da enzima colagenase, que ¢ capaz de degradar a matriz de coldgeno intersticial em
pontos especificos de maior tensdo (Hein et. al., 2003, Plant et. al., 2003; Roscani et. al,
2014). Esta resposta permite o rearranjo de feixes musculares na espessura da parede do
miocardio e atua como uma adaptagdo do ventriculo. Em primeiro lugar, o volume em
excesso pode ser contido no interior da cdmara sem um aumento excessivo da pressao
diastolica até que a hipertrofia excéntrica se desenvolva. Este mesmo mecanismo
adaptativo fornece uma distribui¢do uniforme da tensdo da parede em todas as direcdes,
e consequentemente, hda uma mudanga de geometria ventricular para uma forma mais
esférica(Arsenault et. al., 2013; Ross et. al., 1971, Zaid et. al., 2013;Roscani et. al,
2014). No nosso estudo os animais com [Ao, j4 na primeira semana apos a cirurgia
apresentaram aumento do indice de esfericidade em relagdo ao grupo SHAM.O que nos

mostra que a [Ao foi acentuada.
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Figura 6— Parametros ecocardiograficos de indicativos de morfologia obtidos na 1* semana apods a
indu¢d@o de TAo no periodo de pré-tratamento. Grupos SHAM (n=6) ¢ [Ao (n=14). A: maior diametro do
corte transversal do VE (Lmenor (mm)); B: indice de esfericidade. ** P<0,0001 versus SHAM e **
P<0,001 versus SHAM. Test T de student ndo pareado.
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4.2.3 Indicativos de func¢ao sistolica

Em relacdo ao parametro S’MITRAL (cm/s), ndo observamos diferencga entre
os grupos [Ao e SHAM (IAo: 4,68+0,15 c/s vs SHAM: 4,25+0,31 cm/s), (Figura 6A),
assim como os valores de FC (IAo: 262,504+0,54 bpm vs SHAM: 267,33+7,99 bpm),
(Figura 6B).Por sua vez, o parametro de FEA(%) foi menor no grupo IAo quando
relacionado com o SHAM ( [Ao: 43,35£2,02 % vs SHAM: 51,06£1,15%;p<0,05),
mostrando que a [Ao provoca prejuizos na fun¢do sistdlica, (Figura 6C).No nosso
estudo,0 grupo [Ao apresentou uma reducdo de 15% na FEA em comparagdo ao
SHAM, ja na primeira semana apds a induc¢ao de IAo. Nos estudos de Roscani et al., s6
houve prejuizo de fungdo sistolica na 8'semana, sendo que os animais com IAo
apresentaram uma redu¢do de 39% da fracdo de encurtamento e que continuou
diminuindo ate o final de 16 semanas com o decaimento de 50% (Roscani et. al,
2014).Por outro lado, nossos estudos foram semelhantes ao de Plante e colaboradores os
quais observaram uma diminui¢do da fragdo de encurtamento entre 2* e 8* semanas apos
a inducdo de [Ao com deteriorizacdo até o final do protocolo no tempo de 26 semanas

(Plant et. al., 2003).
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Figura 7— Pardmetros ecocardiograficos de indicativos de fungo sistolica, obtidos na 1 semana apos a
indu¢do de TAo no periodo de pré-tratamento. Grupos SHAM (n=6) ¢ [Ao (n=14). A: Medida da
velocidade de deslocamento tissular do anulo da valva mitral durante a sistole ventricular esquerda
(S’MITRAL); B: Frequéncia cardiaca (FC, bpm) C:Fragdo de encurtamento (%). * P<0,05 versus
SHAM. Test Tde student ndo pareado.

4.2.4 Indicativos de funcao diastolica

Em relacdo aos indicativos de funcdo diastolica a razdo E/A ndo foi diferente
entre os animais com [Ao e SHAM ( [Ao: 2,46+0,27 vs SHAM: 1,79+0,15) (Figura
7A). O parametro de E'MITRAL (cm/s) foi significativamente maior no grupo Ao (
[Ao: 6,2840,29 cm/s) em comparacio ao SHAM (SHAM: 4,65+0,48 cm/s;
p<0,001),(Figura 7B). A relacdo Emitral/E’mitral ndo foi diferente em comparagdo do
grupo Ao com o SHAM (IAo: 14,48+0,76 vs SHAM: 17,01+ 1,23), (Figura 7C).

A dindmica do enchimento passivo do VE e a relagdo entre o volume e a
pressdo diastdlica sdo influenciados pelo curso de tempo do relaxamento ativo e
passiva, deformacdo de propriedades do miocardio, incluindo a espessura da parede e

sua composicao, e da deposicdo de coldgeno e sua arquitetura. O midcito hipertrofiado
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em isolamento tem apenas um papel limitado no aumento da rigidez da camara (Kaito,
1996; Lorell&Carabello, 2000).Técnicas com ecocardiografia Doppler sdo amplamente
utilizados para avaliar curvas de velocidade de fluxo transmitiram da valvula, que
caracterizam o esvaziamento do AE e enchimento diastolico ventricular (Litlle
&Downey, 1990; Cohen, et. al., 1996; Lorell&Carabello, 2000).A taxa e a magnitude
do enchimento diastolico ventricular logo ap6s a abertura da vélvula mitral ¢
diretamente relacionado com o gradiente de pressdo da valvula, que ¢ determinado tanto
pela pressio do AE e da queda ativa de pressdo do VE para seu ponto mais baixo
durante o periodo de relaxamento (Lorell&Carabello, 2000).Alguns padrdes de
enchimento do VE, pela avaliagdo do Doppler na s curvas de velocidade do fluxo sdo
usados para a identificacdo de disfuncao diastolica como: 1) Redugdo do relaxamento,
caracterizado pela reducdo na velocidade do fluxo diastélico, com o aumento
compensatorio da contragdio do AE (diminui¢do da relagdo E/A); 2)
Pseudonormalizagdo, caracterizada pela preservagdo do enchimento diastélico inicial e
contracdo atrial (relacdo E/A normal), mas com uma desaceleracdo rapida do fluxo
mitral;3) Padrdo restritivo, na qual ocorre quase todo enchimento no inicio da didstole,
associado com o curto tempo de desaceleragdo,o que ¢ sugestivo da alta pressao do AE,
que se dirige ao enchimento do VE enrijecido (Lorell&Carabello, 2000).

No estudo de Plante e colaboradores (Plante, et. al., 2003), ap6s duas semanas
de indu¢do de IAo, alguns animais com regurgitacdo ja apresentavam alteracdes
significativas na relagdo E/A, fato que ndo foi identificado no nosso estudo apds uma
semana de inducdo de IAo. Apenas o parametro de E’MITRAL (cm/s) apresentou
diferenca do grupo Ao com o SHAM. O que sugere talvez um inicio de prejuizo

causado pela IAo no momento do enchimento ventricular passivo.
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Figura 8- Pardmetros ecocardiograficos de indicativos de fungdo diastolica, obtidos na 1* semana
apos a indug@o de IAo no periodo de pré-tratamento. Grupos SHAM (n=6) ¢ Ao (n=14). A: Relacao
onda E e onda A (E/A). B:Velocidade de deslocamento tissular do &nulo da mitral no momento do
enchimento ventricular passivo (E’MITRAL). C:Razdo entre a velocidade do fluxo passivo do
sangue no ventriculo esquerdo com a velocidade de deslocamento tissular do a4nulo da mitral no
momento do enchimento ventricular passivo (E mitral/E’mitral).** P<0,001 versus SHAM. Test T de

student ndo pareado.

4.3 Obtencio e viabilidade das CMMO
As CMMO foram obtidas a partir de um animal doador por meio de gradiente
de ficoll e da coleta do anel contendo as CMMO, (Figura 9).A viabilidade total média

foi de 81,17%, obtido apds a avaliagdo com azul de Trypan em hematocitometro.
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Anel de CMMO

Figura 9 — Anel de CMMO obtido a partir da medula 6ssea total apos gradiente de ficoll.

As CMMO foram marcadas com o intercalante nuclear Hoechst 33342 para
posterior investigacdo destas células no miocérdio e a Figural0 mostra que a marcagao

se mostrou efetiva apos os 50 minutos de incubacao.

Figura 10 — Foto de miscroscopia com luz ultravioleta de células mononucleares de medula o6ssea
(CMMO) marcadas com HOECHST 33342. Aumento de 100X.
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4.4 Avaliacdo da administracio de CMMO sobre os aspectos funcionais

cardiacos

4.4.1 Pesos dos animais no periodo pos-tratamento
O ganho de peso foi semelhante nos trés grupos, e ndo houve diferenca significativa
de peso corporal entre os grupos ao longo do protocolo experimental, (Figura 11).Sendo
que os pesos entre os grupos experimentais foram semelhantes na 3* semana apds o
tratamento(SHAM:328,33+11,60g; [Ao+DMEM: 330+14,78g; [Ao+CMMO:
327,73+5,98g), assim  como na 7? semana (SHAM:328,33+11,60g;

[Ao+DMEM:330+14,78g;1A0+CMMO: 327,73+5,98¢), (Figura 11).

-e- SHAM
= |Ao+DMEM
- |Ao+CMMO

Figura 11— Ganho de peso (g) dos animais na 3" e 7°semanaapés tratamento por meio de administragdo
intramiocérdica nos grupos SHAM (n=6),IAo+DMEM (n= 6) e IAoc+CMMO(n=8). ANOVA TWO WAY
seguido de pos-teste de Bonferroni.
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4.4.2 Indicativos de funcio valvar no periodo pos-tratamento

Conforme ressaltado anteriormente, a cirurgia para indugao de lesdo valvar foi
efetiva em promover, uma semana apds [Ao (pré-tratamento), aumento de pré-
carga.Consequentemente, o fluxo direcionado para a aorta também se mostrou
aumentado nos animais [Ao+tDMEM e [Ao+CMMO quando comparados ao grupo
SHAM conforme valores observados para o VTI, (Figura 12A). Quando comparados os
grupos JAo+DMEM e [Ao+CMMO, nao observamos diferencga significativa do VTI no
periodo pré-tratamento, dado que sugere que os animais partiram de nivel de disfun¢ao
valvar semelhante. Ao longo da 3 e 7% semana apds tratamento, os animais do grupo
[Ao+CMMO permaneceram com um VTI aumentado em relagdo ao grupo SHAM, ndo
diferindo do grupo [IAo+DMEM. Estes dados sugerem que a terapia celular ndo
modificou a magnitude de disfuncdo valvar. De fato, a proposta de terapia celular ndo
foi pensada como alternativa para reconstitui¢do valvar, mas sim como terapia que
visasse a melhora da fun¢@o cardiaca. Por isso, este resultado de ndo alteragdo do VTI
com a terapia celular era esperado. Observacao semelhante foi feita para os valores do
DC, (Figura 12B). Conforme esperado, o aumento de pré-carga promove aumento de
DC nos animais dos grupos [Ao+DMEM e [Ao+CMMO no periodo pré-tratamento e
ndo houve diferenca significativa entre esses dois grupos. Novamente, observamos que
a terapia celular, pelo fato de ndo promover reconstituigdo valvar, ndo impede a
regurgitagdo de volume para o VE durante a didstole e, portanto, o DC permanece alto

nos animais com [Ao, independente da administragdo i.m. recebida, (Figura 12B).
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Figura 12— Parametros ecocardiograficos indicativos de fungdo valvar, obtidos no periodo pré-tratamento
e na 3" e 7° semana ap6s administragdo intramiocardica nos grupos SHAM (n=6), IAo+tDMEM (n=6) e
[Ao+CMMO (n=8). A:VTI representa a integral tempo-velocidade do fluxo de sangue na aorta (VTI,
cm); B:Débitocardiaco (DC, mL/min). *P<0,05 [Ao+DMEM versus SHAM. #P<0,05 [Ao+CMMO
versus SHAM. ANOVA TWO WAY seguido de pos-teste de Bonferroni para multiplas comparagdes.

4.4.3 Indicativos morfolégicos no periodo pds-tratamento

O parametro de VED (mm) (Figura 13A),na 3" semana foi significativamente
maior (p<0,01) entre o grupo IAO+DMEM (9,14+0,47mm) em relagdo ao SHAM
(6,9940,44mm). A administragio de CMMO ndo promoveu diminui¢cdo deste parametro
(TAO+CMMO: 8,66+0,34mm vs SHAM: 6,99+0,44mm p<0,05). Na 7* semana, o grupo
[Ao+DMEM continuou a ter dilatacdo de VE em comparagdo ao SHAM (IAo+DMEM:
9,07+£0,48mm vs SHAM: 7,5+0,2 mm p<0,05).Novamente,os animais tratados com
CMMO, nao apresentaram melhora, mostrando que a [Ao continuou a provocar
dilatagdao de VE (IAo+CMMO:9,20+0,50mm vs SHAM:7,5+0,2mm, p<0,05).

O VES (mm) na 3" semana foi significativamente maior (p<0,01) no grupo
[Ao+DMEM (5,14+0,38mm) em comparagao aos grupos SHAM (3,04+0,41mm) e 1Ao
CMMO (4,50+0,46mm). Este resultado mostra que a terapia celular com CMMO foi
capaz de impedir o anormal aumento do diametro do VE no final da sistole
ventricular.Entretanto,na 7* semana o parametro de VES (mm) ndo foi diferente entre os

grupos experimentais (Figura 13B), mostrando que a terapia com CMMO, em longo
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prazo, nao foi capaz de impedir o anormal aumento do diametro de VE ao final da
sistole.

A massa do VE (cm’), pardmetro indicativo de hipertrofia cardiaca, (Figura
13C), mostrou-se aumentada na 3* semana no grupo IAo+DMEM (1,05+0,1 cm’) em
relagio a0 SHAM (0,63+0,09 cm’).Assim como discutido anteriormente observamos
um padrdo de hipertrofia excéntrica devido a sobrecarga de volume no VE, no tempo de
trés semanas apds a inducdo de IAo.Nos estudos de Plante e colaboradores, ainda na 4*
semana a massa do VE continuou a aumentar, permanecendo assim até o final do
protocolo de 28 semanas (Plante et. al., 2003). A hipertrofia na condi¢do de sobrecarga
de volume representa uma resposta compensatoria de remodelamento cardiaco no
sentido de reduzir a pressdo intraventricular anormalmente aumentada por conta da
sobrecarga de volume. Entretanto, a hipertrofia excéntrica com conseqiiente aumento de
raio e reducdo da espessura de parede, acaba por culminar em aumento do estresse de
parede e efeitos deletérios associados tais como aumento no consumo de oxigénio,
apoptose, disfuncdo sistdlica e diastdlica, aumento no risco de desenvolvimento de
insuficiéncia cardiaca e morte prematura (Lorell&Carabello, 2000).Observamos que o
grupo [Ao+CMMO também apresentou aumento deste pardmetro na 3* semana
(IAo+CMMO:1,1540,01 cn’vsSHAM: 0,63+0,09 cnr’; p<0,01). Ao final da 7* semana,
a IAo continuou a promover hipertrofia cardiaca (IAo+DMEM:1,17+0,15 cm’vs
SHAM: 0,6+0,0 cm’; p<0,01) e a administragdo de CMMO, por sua vez, ndo modificou
este perfil (IAo+CMMO: 1,24+0,17 cm’vs SHAM: 0,6+0,0 cm’; p<0,01).Apesar de a
literatura descrever que as MSC apresentam efeito hipertréfico sobre cardiomidcitos
(Xuet al., 2009), em nosso estudo, a hipertrofia induzida pela sobrecarga de volume nao

foi incrementada pela terapia com CMMO.
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Figura 13— Pardmetros ecocardiograficos indicativos de morfologia cardiaca, obtidos no periodo pré-
tratamento ¢ na 3" e 7" semana apds administragdo intramiocardica nos grupos SHAM (n=6),
[Ao+DMEM (n=6) e [Ao+CMMO (n=8). A: representa o diametro do ventriculo esquerdo em diastole
(VED, mm);B: representa o didmetro do ventriculo esquerdo em sistole (VES, mm);.*P<0,05
[Ao+tDMEM versus SHAM. #P<0,05 [Ao+CMMO versus SHAM. & p<0,05 TAo+DMEM vs
[Ao+CMMO. ANOVA TWO WAY seguido de pos-teste de Bonferroni para multiplas comparagdes.

Devido ao fato da sobrecarga de volume gerar aumento de pressao
intraventricular esquerda, ¢ esperado que essa pressdo aumentada seja transmitida
retrogradamente ao atrio esquerdo com consequente dilatacdo desta camera
(Abhayaratna et. al, 2006). Por isso, em nosso estudo, mensuramos parametros
relacionados a morfologia do atrio esquerdo. Apesar do didmetro do AE (mm), (Figura
14B), ndo ser diferente entre os grupos na 3* e 7% semana, a normalizacdo deste

parametro pelo didmetro da aorta por meio da relacdo AE/AO, (Figural4A), mostrou-se
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aumentada na 7* semana no grupo [Ao+DMEM (IAo+DMEM: 1,66+0,12 vs SHAM:
1,2+0,1; p<0,05) e nos animais tratados com CMMO (1,50+0,07) observamos uma
tendéncia das células em manter a estabilidade deste parametro.A morfologia atrial foi
também avaliada por meio da imagem de quatro cameras obtida pelo ECO, a qual
forneceu dados para estimativa do volume do atrio esquerdo (V AE 4C, cm’).
Observamos uma dilatagdo de AE (Figura 14C),na 3* semana, no grupo IAo+DMEM
em comparagio com o SHAM (0,15+0,02 cm’vs 0,08+0,01 cm’; p<0,05). A
administracdo im. de CMMO ndo foi capaz de impedir a dilatacido de AE
(0,14+0,02cm’).Na 7* semana, ndo foi observada diferenga significativa entre os grupos

experimentais (figura 14C).
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Figura 14— Pardmetros ecocardiograficos indicativos de morfologia cardiaca, obtidos no periodo pré-
tratamento ¢ na 3" e 7" semana apds administragdo intramiocdrdica nos grupos SHAM (n=6),
[Ao+DMEM (n=6) e [Ao+CMMO (n=8). A: representa a relagdo do diametro do AE normalizado pelo
didametro da Aorta (AE/Ao);B: representa o didmetro do atrio esquerdo (AE, mm).*P<0,05 [Ao+DMEM
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versus SHAM. #P<0,05 e ## P<0,01 [Ao+CMMO versus SHAM. ANOVA TWO WAY seguido de pos-
teste de Bonferroni para multiplas comparagdes.

Conforme mostramos anteriormente, a sobrecarga de volume promove
modifica¢do da geometria cardiaca no sentido de tornar o VE anormalmente esférico. O
parametro L menor (cm), (Figura 15A), j4 se apresenta aumentado nos grupos
[Ao+DMEM e [A0o+CMMO no periodo pré-tratamento, mostrando que a dilatacdo de
VE acontece precocemente. Na 3* semana apds administracdo i.m. observamos que o
grupo [Ao+DMEM prosseguiu com incrementos nos valores de L menor em relagdo ao
grupo SHAM (1,00+0,03 cm vs 0,71+£0,06 cm no grupo SHAM, p<0,001) enquanto o
grupo [Ao+CMMO apresentou reducdo deste pardmetro ndo mais diferindo do SHAM
(0,87+0,05 cm vs 0,71£0,06 no grupo SHAM, p>0,05). Na 7* semana a [Ao continuou a
provocar aumento do eixo menor (IAo+DMEM: 1,114+0,05cm vs SHAM: 0,80+0,05
cm; p<0,001) e a administragdo de CMMO manteve este parametro semelhante aos
valores observados para o SHAM (IAo+CMMO: 0,96+0,06 cm vs SHAM: 0,8+0,0cm;
p<0,001).

A alteragdo morfolégica do VE induzida pelo aumento de pré-carga foi
mensurada também pelo indice de esfericidade, uma medida que de certa forma
normaliza as alteragdes do eixo menor pelo eixo maior e, portanto, representa avaliacao
mais fidedigna da morfologia ventricular que aquela apresentada isoladamente pelos
valores de L menor. Dentro deste contexto, observamos que a dilatagdo precoce
observada uma semana apds [Ao e referente ao periodo pré-tratamento, manteve-se na
3* semana, maior nos grupos [Ao+DMEM (0,89+0,04) e (IAo+CMMO: 0,83%0,05)
quando comparados ao SHAM (0,67+0,04). Na 7* semana, a [Ao continuou a promover
aumento deste parametro conforme observado para o grupo [Ao+DMEM em relagdo ao

SHAM (IAo+DMEM: 0,90+0,04vs SHAM: 0,69+0,02 p<0,01).Porém, a administracao
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de CMMO ndo conseguiu prevenir a alteracio morfologica de esfericidade do VE
(IAo+CMMO: 0,84+0,02 vs SHAM: 0,69+0,02; p<0,05). Apesar de a literatura
demonstrar que as células MSC promovem melhora no remodelamento cardiaco e
reducdo da dilatacdo do ventriculo esquerdo no infarto do miocardio (Mirotsou et. al.,
2011; Berry et. al., 2006), em nosso estudo com sobrecarga de volume causada pela Ao

ndo notamos mudangas morfolégicas do VE ao final do protocolo experimental.
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Figura 15— Pardmetros ecocardiograficos indicativos de morfologia cardiaca, obtidos no periodo pré-
tratamento ¢ na 3" e 7° semana apds administragdo intramiocardica nos grupos SHAM (n=6),
[Ao+tDMEM (n=6) e JAo+CMMO (n=8). A: representa o comprimento do eixo menor do ventriculo
esquerdo (L menor, cm);B: representa a relag@o entre o eixo menor e o eixo maior do ventriculo esquerdo
denominado indice de esfericidade. *P<0,05, ** P<0,01 ¢ *** P<0,001paralAo+DMEM versus SHAM.
#P<0,05, ## P< 0,01 e ###P<0,001 para [Ao+CMMO versus SHAM. ANOVA TWO WAY seguido de
pos-teste de Bonferroni para multiplas comparagdes.

4.4.4 Indicativos de funcio sistolica no periodo pos-tratamento

A funcdo sistolica foi avaliada por meio dos parametros S’MITRAL e FEA. O
S’MITRAL representa uma medida tissular que avalia a velocidade do deslocamento do
anulo da valva mitral no momento da sistole ventricular (Prunieret al.., 2002), sendo,
portanto, um indicativo de funcdo contratil. De fato a literatura mostra que este
parametro ¢ considerado mais sensivel que outros parametros ecocardiograficos no
sentido de detectar disfuncdo sistolica precoce e tem sido utilizado em humanos e
animais de experimenta¢do (Ommenet al., 2000; Kim et al., 2010). Em nosso estudo, o

parametro S’MITRAL (cm/s), (Figura 16A), ndo foi diferente em nenhum dos tempos
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analisados, seja no momento pré-tratamento, seja nas semanas apds a administracao
intramiocérdica.

A analise da FEA (Figural6C), por sua vez, nos mostrou que no tempo pré-
tratamento, os animais do grupo [Ao+CMMO ja apresentaram prejuizo de funcdo
sistélica em relacdo ao grupo SHAM (40+£3% vs 51+1% no grupo SHAM, p<0,05) ndo
diferindo do grupo IAo+DMEM (FEA: 47+2%). Apesar deste significativo prejuizo de
base de fungdo sistolica no grupo [TAo+CMMO, na 3* semana observamos que os
animais tratados com CMMO ndo apresentaram prejuizo adicional de fracdo de
encurtamento ao longo do tempo e, interessantemente, ndo mais diferiram dos animais
do grupo SHAM (49+3% vs 57+4 no grupo SHAM, p>0,05). Entretanto, nossa
conclusdo sobre a relativa melhora da terapia celular com CMMO, na 3? semana, sobre
a funcdo sistélica torna-se limitada pelo fato do grupo [Ao+CMMO, apesar de nao
diferir do grupo SHAM, também nao apresentar melhora de fun¢do em relagdo ao grupo
[Ao+DMEM (FEA: 44+2%). Entretanto, ainda que possamos admitir uma relativa
melhora da funcdo sistolica na 3* semana nos animais tratados com CMMO, na 7%
semana, este efeito da administragdo de CMMO no sentido de estabilizar este parametro
nao se manteve de forma que a FEA foi significativamente menor no grupo
[Ao+CMMO quando comparado ao grupo SHAM (IAo+CMMO: 42,55+2,83% vs
SHAM: 53,24+ 2,2%; p<0,05). O grupo IAo+DMEM, por sua vez, apesar do prejuizo
contratil observado na 3 semana, apresentou normaliza¢gdo da FEA ndo diferindo do
grupo SHAM (IAo+DMEM:49,20+2,71%vs SHAM:53,2+ 2,2%).E valido ressaltar que
todas as medidas de fun¢do sistolica foram obtidas em animais com FC semelhantes,
visto que ndo houve diferenca significativa deste pardmetro em quaisquer dos

momentos analisados (Figura 16B). Esta observacdo torna-se importante no sentido de
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excluirmos qualquer influéncia da FC e tempo de enchimento ventricular sobre os

parametros de funcao sistolica.
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Figura 16— Parametros ecocardiograficos indicativos de fungdo sistolica, obtidos no periodo pré-
tratamento e na 3" e 7" semana apds administra¢do intramiocardica nos grupos SHAM (n=6),
[Ao+DMEM (n=6) e [Ao+CMMO (n=8). A: representa a velocidade de deslocamento do anulo da
valva mitral no momento da sistole ventricular (S"MITRAL, cm/s);B: frequéncia cardiaca (FC, bpm);
C: Fragdo de encurtamento de area (FEA, %). *P<0,05 para IAo+DMEM versus SHAM.
#P<0,05para [Ao+CMMO versus SHAM. ANOVA TWO WAY seguido de pos-teste de Bonferroni

para multiplas comparagdes.

4.4.5 Indicativos de funcio diastolica no periodo de pos-tratamento
A literatura mostra que em relacdo a fungdo sistolica, a funcdo diastélica
recebe pouca aten¢do nos seres humanos que sofrem de [Ao grave (Tamborini, et. al.,
1995; Villari, et. al., 1993; Plante, et. al., 2003). Assim, tem sido sugerido que

anormalidades na funcdo diastélica podem influenciar o estado sintomatico e o
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prognostico de individuos com IAo grave e com outras doengas cardiacas como, por
exemplo, infarto do miocardio, insuficiéncia cardiaca congestiva, diabetes e hipertensao
(Fagard, et. al., 2001; Zile, et. al., 2000; Plante, et. al., 2003). Em nosso estudo, nio
observamos diferenca nos parametros relagio E/A, E’MITRAL (cm/s) e relacdo
Emitral/E’mitral indicativos de funcdo diastélica em quaisquer dos tempos analisados
independentemente dos tratamentos recebidos, (Figuras 17A, B e C).Diferente do nosso
estudo,no trabalho de Plante ¢ colaboradores (Plante, et. al., 2003) estes autores
mostraram que alguns animais desenvolveram prejuizos de fungdo diastélica num
periodo de 24 semanas apds a indugcdo de [Ao. Entretanto, vale ressaltar a diferenca
entre o estudo de Plante e colaboradores no que se refere a janela temporal para analise
da funcdo diastdlica. Esses autores mostraram prejuizo de fungdo diastdlica em uma
fase mais cronica de Ao (24 semanas), enquanto em nosso estudo a avaliagdo mais

tardia aconteceu no tempo de 8 semanas apos [Ao.
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Figura 17— Parametros ecocardiograficos indicativos de fungdo sistolica, obtidos no periodo pré-

tratamento e na 3" e 7° semana apds administragdo intramiocardica nos grupos SHAM (n=6),
p grup
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[Ao+tDMEM (n=6) e IAo+CMMO (n==8).A: Relagdo onda E e onda A (E/A). B:Velocidade de
deslocamento tissular do anulo da mitral no momento do enchimento ventricular passivo
(E’MITRAL, cm/s). C:Razdo entre a velocidade do fluxo passivo do sangue no ventriculo esquerdo
com a velocidade de deslocamento tissular do &nulo da mitral no momento do enchimento ventricular
passivo (E mitral/E’mitral). ANOVA TWO WAY seguido de pds-teste de Bonferroni para multiplas
comparagaes.
4.4.6 Pressiao arterial e frequéncia cardiaca
A tabela 3 mostra os valores basais de PA e FC na 7% semana apds
administracdo i.m. nos diferentes grupos experimentais. Foi observada redugdo da
pressdo arterial diastolica (PAD) nos animais com [Ao. Esta redu¢do ¢ justificada pelo
fato da retracdo adrtica no momento da didstole contar com um menor volume a ser
propelido adiante pelo sistema circulatério devido ao volume perdido pelo jato
regurgitante. Devido ao fato da terapia celular ndo interferir com a regeneragdo valvar,

era esperado que a PAD fosse baixa nos animais com [Ao, independente da

administracdo i.m. recebida.

Grupos PAS PAD PAM FC

SHAM 128+t4mmHg | 84t4mmHg |103+4mmHg|330+14bpm
IA0+DMEM | 138+2mmHg| 72+2mmHg |101+2mmHg |317+17bpm
IA0+CMMO | 139+3mmHg | 65+4mmHg™ | 99+3mmHg |309+21bpm

Tabela 3 — Dados de pressdo arterial e frequéncia cardiaca obtidos na 7¢ semana apds administra¢do i.m.
nos grupos SHAM (n=6), [Ao+DMEM (n=4) ¢ [Ao+CMMO (n=6). PAS: pressdo arterial sistolica
(mmHg), PAD: pressdo arterial diastolica ( mmHg), PAM: pressdo arterial média e FC: frequéncia
cardiaca (bpm). ## p< 0,001 versus SHAM.

4.4.7 Sensibilidade do barorreflexo
O barorreflexo ¢ responsavel pelo controle momento a momento da pressao
arterial e sua forma de atuacdo conta com as eferéncias autondmicas simpdtica e
parassimpatica. Sabe-se que a avaliagdo do barorreflexo representa uma forma de
analise indireta da modulacao e tonus autondmico (Schrezenmaier et al., 2007). Dentro
deste contexto, trabalhos na literatura mostram prejuizo da funcdo barorreceptora em

doengas cardiovasculares e insuficiéncia cardiaca (Eckberge et al., 1971; Cheng et al.,
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1991).0 desequilibrio autonémico, em favor do tonus simpatico ¢ acompanhado por
uma unidade vagal empobrecida, que ocorre em uma fase inicial da IC (Jankowskaet al.,
2006).

Em nosso estudo, avaliamos a sensibilidade do barorreflexo na 7¢ semana ap6s
administracdo im (ou seja, 8 semana apds inducdo de [Ao). Para as analises
hemodinamicas na 7* semana ap6s administra¢do i.m., a variacdo da APAM (mmHg) foi
calculada através da diferencados valores de PAM no momento de pré-inje¢do, que
corresponde ao periodo basal, e pos-injecdo, depoisdas administragcdes i.vdas drogas
vasoativas nos animais.Para cada dose deNPS, doador de 6xido nitro, foram registradas
as respectivasvariagdes de PAM (APAM, mmHg) as quais foramnegativas devido a
vasodilatacdo e diminuicdo da pressdo arterial. Para cada dose deFENIL,agonista o-
ladrenérgico, os valores de APAM (mmHg) foram positivos, por causa da
vasoconstricdo e aumento da pressdo arterial. Os valores médios de APAM (mmHg)
para cada dose de NPS e FENIL nos grupos SHAM, [Ao+DMEM e [Ao+CMMO sdo

mostrados na Tabela 4.

NPS FENIL
Grupos 0,5 pg/kg 1pg/kg 5ug/kg 2,5ug/kg 5ug/kg 10pg/kg
SHAM -30£5mmHg | -29+t7mmHg | -33t6mmHg | 35£7mmHg | 49t7mmHg | 48£5mmHg
IAO+DMEM | -19£2mmHg | -15£3mmHg | -20£2mmHg | 34t6mmHg | 37t5mmHg | 48t5mmHg
IAOC+CMMO | -25x7mmHg | -24t4mmHg | -28t5mmHg | 43t5mmHg | 43£5mmHg | 48t4mmHg

Tabela 4 — Valores de médiatepm da APAM em diferentes doses de NPS e FENIL obtidos na 7¢

semana apds administracdo intramiocardica nos grupos SHAM (n=6), TAo+tDMEM (n=4) e
[Ao+CMMO (n=6).

O reflexo barorreceptor foi calculado através das APAM e FC obtida pelas

administracdes i.v. de NPS (doador de 6xido nitrico), nas doses de 0,5, 1 e 5 pg/kg e

56



FENIL (agonista adrenérgico a-1), nas doses de 2,5, 5 e 10 pg/kg, que leva a
diminui¢do da resisténcia vascular. Isto leva a mudancas na atividade dos
barorreceptores arteriais e respostas reflexas que induzem alteragdes na FC. O indice de
sensibilidade do barorreflexo foi estimado pela relacio AIP/APAM (ms/mmHg), como
foi explicado anteriormente e estimado para cada dose de NPS e FENIL.

Para a dose de NPS 0,5 ng/kg ndo observamos diferenca significativa na
sensibilidade do barorreflexo, no que se refere a resposta de taquicardia reflexa, entre os
grupos SHAM (2,04+0,41 ms/mmHg), IAo+DMEM (1,85+0,88 ms/mmHg) e
[Ao+CMMO(2,24+0,62), (Figura 18A).Similarmente, ndo observamos diferenca na
sensibilidade do barorreflexo, (Figuras 18B e 18C), para as demais doses de NPS (NPS
1 pg/kg, SHAM (2,0740,43 ms/mmHg; I[Ao+DMEM: 1,81+0,45 ms/mmHg;
[Ao+CMMO: 2,14+0,47 ms/mmHg; NPS 5 pg/kg, SHAM: 1,73+0,32 ms/mmHg;

[Ao+DMEM: 1,90 + 0,38ms/mmHg; [Ao+CMMO: 1,92+0,37ms/mmHg).
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Figura 18 — Valores do indice de barorreflexo (ms/mmHg) obtido pela injegdo i.v. das diferentes
doses de NPS (A: NPS 0,5 pg/kg; B: NPS 1 pg/kg; C: NPS INPS 1 pg/kg) obtido na 7* semana apds
administragdo i.m. nos grupos SHAM (n=6), [Ao+DMEM (n=4) e IAo+CMMO (n=6). ANOVA ONE
WAY com poés-teste de Bonferroni.

Para a dose de FENIL 2,5 pg/kg também ndo observamos diferengas
significativas entre os grupos SHAM (0,91£0,32 ms/mmHg), IAo+DMEM
(1,9440,37ms/mmHg) e TAo+CMMO (1,80+0,8 Ims/mmHg), (Figura 19A). O mesmo
foi observado para as demais doses de FENIL, (Figuras 19B e 19C), (FENIL 5 pg/kg,
SHAM: 2,22+0,62 ms/mmHg;IAo+DMEM: 0,98+0,09ms/mmHg e I[Ao+CMMO:

2,05+1,92 ms/mmHg; FENIL 10 pg/kg, SHAM: 2,17+0,87 ms/mmHg; IAo+DMEM:

1,33+0,27 ms/mmHg;IAo+CMMO: 3,81+1,37ms/mmHg).
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Figura 19 — Valores do indice de barorreflexo (ms/mmHg) obtido pela injegdo i.v. das diferentes
doses de FENIL (A: FENIL 2,5 pg/kg; B: FENIL 5 pg/kg; C: FENIL 10 pg/kg) obtido na 7¢ semana
apos administragdo i.m. nos grupos SHAM (n=6), [Aoc+DMEM (n=4) e I[Aoc+CMMO (n=6). ANOVA
ONE WAY com pos-teste de Bonferroni.
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Portanto, nosso estudo mostra que a sobrecarga de volume ndo prejudica as
respostas de taquicardia e bradicardia reflexas relacionadas a manifestacdo simpatica e
parassimpatica, respectivamente. Nossos dados estdo de acordo com o estudo de
Umemura e colaboradores (1992) que também mostraram auséncia de prejuizo da
sensibilidade do barorreflexo 2 semanas ap6s indugdo de [Ao (Umemura et. al., 1992).
Estes autores ressaltam a grande variabilidade da resposta barorreflexa nos animais com
[Ao, atribuindo essa variabilidade a diferengas no nivel de lesdo valvar e hipertrofia
compensatdria. De fato, em nosso estudo, também observamos grande variabilidade da
resposta reflexa da FC frente a alteracdes de PA. Entretanto, considerando que os dados
do ECO mostram nivel de lesdo valvar e hipertrofia de mesma magnitude nos animais
com [Ao, independente do tratamento recebido (DMEM ou CMMO), ndo poderiamos
fazer a mesma correlagdo descrita por Umemura. O fato de ndo termos observado
alteracdo da func¢do barorreceptora em nosso estudo pode ser atribuido a auséncia de
insuficiéncia cardiaca nos animais com [Ao. Sendo assim, apesar de termos apresentado
a hipotese que a terapia celular pudesse melhorar a fun¢do cardiaca refletindo em
melhora da resposta barorreceptora, a auséncia de insuficiéncia cardiaca no grupo
[Ao+DMEM e [Ao+CMMO controle nos permite retirar esta hipotese do estudo. Em se
tratando de outros modelos de doengas cardiacas, Morais ¢ colaboradores (Morais et.
al., 2015) observaram que a administragdo de MSC em infarto do miocardio promove
melhora da sensibilidade do barorreflexo. Em nosso estudo ndo observamos influéncia
da terapia com CMMO sobre este parametro, mesmo porque nossos animais IAo nio
apresentaram prejuizo de barorreflexo quando comparados ao SHAM.Talvez, esta
auséncia de prejuizo na sensibilidade do barorreflexo ajude a explicar porque a Ao
cursa com um periodo longo assintomatico em humanos (Maganti et al., 2010). O que
esta por tras destes mecanismos ainda ¢ motivo de especulacao.
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4.4.8 Anailise da frequéncia cardiaca intrinsica de marcapasso

A FCI foi avaliada ap6s o duplo bloqueio com metilatropina (3 mg/0,3 mL/kg,
antagonista colinérgico), que retira a influéncia do sistema nervoso autdonomo
parassimpatico, e atenolol (4 mg/0,2 mL/kg, antagonista B-adrenérgico), que retira a
influéncia do sistema nervoso autdnomo simpatico. Apos a inje¢do dessas drogas a
influéncia autondémica ¢ retirada e a FC depende apenas das propriedades
eletrofisiologicas intrinsecas da automaticidade do nodulo sinusal. Desta forma ¢
possivel obter os resultados da FCI ou do marcapasso.

Na avaliacio da FCIM(Figura 20) ndo foram encontradas diferengas
significativas entres os grupos experimentais (SHAM: 326+14 bpm, [Ao+DMEM:
35711 bpm e I[Ao+CMMO: 37910 bpm). Umemura e colaboradores (1992)
descreveram, utilizando preparacdo isolada de atrio direito, uma reducdo na frequéncia
espontanea de batimentos atribuindo este resultado a uma infrarregulacao de receptores
B1- adrenérgicos. Se extrapolarmos esses dados de Umemura para a FCI e
contrastarmos com nossos achados, podemos afirmar que nosso estudo ndo corrobora

estes resultados, uma vez que ndo observamos alteracao da FCI.
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Figura 20 — Valores da FCIM (frequéncia cardiaca intrinseca média (bpm)), obtido na 7% semana apds
administragdo i.m. nos grupos SHAM (n=6), [Ao+DMEM (n=4) e IAo+CMMO (n=6). ANOVA ONE

WAY com poés-teste de Bonferroni.

4.4.9 Efeito vagal e simpatico
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Para a avalia¢do da participagdo do componente autondémico sobre a regulacao
cardiaca o bloqueio vagal e simpdtico foi realizado com a metilatropina (3 mg/0,3
mL/kg, antagonista colinérgico) e atenolol (4 mg/0,2 mL/kg, antagonista [3-
adrenérgico). Isto permitiu avaliar o comportamento da frequéncia cardiaca de interesse
para a obtencdo dos valores do efeito vagal e simpatico, como ja foi dito anteriormente.

Os resultados do efeito vagal (figura 21 A) nos grupos experimentais ndo foram
significativamente diferentes (SHAM: 11317 bpm, [Ao+DMEM:108+29 bpm e
[Ao+CMMO: 160+23 bpm). Semelhantemente,0 efeito simpatico, também ndo foi
diferente nos grupos estudados (SHAM: -30+11 bpm, IAo+DMEM: -23+8 bpm e
[Ao+CMMO: -19+15 bpm). Isso mostra que em nossos resultados ndo verificamos

prejuizos no comportamento do efeito vagal e simpatico.
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Figura 21 — Valores de avaliagdo da participagdo do componente autonomico sobre a regulacdo
cardiaca obtidos na 7% semana ap6s administragdo i.m. nos grupos SHAM (n=6), IAo+DMEM (n=4) ¢
[Ao+CMMO (n=6). A: Efeito Vagal (AFC (bpm)). B: Efeito Simpatico (AFC (bpm)). ANOVA ONE

WAY com poés-teste de Bonferroni.

4.4.10 Tonus vagal e simpatico
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Em relacdo a andlise do tonus vagal (Figura 22 A), calculado quando se retira o
componente simpatico com administragdo i.v de atenolol (4 mg/0,2 mL/kg), ndo
observamos diferenga significativa entre os grupos (SHAM: 77+12 bpm, IAo+DMEM:
80+£21 bpm e TAo+CMMO: 89+13 bpm). O ténus simpatico (Figura 22 B), calculado
quando se retira o componente vagal apds a administracdo i.v de metilatropina (3
mg/0,3 mL/kg), também ndo foi diferente entre os grupos experimentais ( SHAM:

76+13bpm, IAo+DMEM: 66422 bpm e [Ao+CMMO: 85+15 bpm).
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Figura 22 — Avaliagdo do tonus autonémico sobre a frequéncia cardiaca obtida na 7* semana apds
administragdo i.m. nos grupos SHAM (n=6), IAo+tDMEM (n=4) ¢ [Ao+CMMO (n=6).. A: Toénus
Vagal (AFC (bpm)). B: Tonus Simpético (AFC (bpm)). ANOVA ONE WAY com poés-teste de

Bonferroni.

Diferentes estudos mostram um desequilibrio autondomico, em favor do tonus
simpatico acompanhado por uma unidade vagal empobrecida, que ocorre em uma fase
inicial da IC onde a fungdo ventricular esta levemente prejudicada (Grassi et. al., 2001;
Grassi et. al., 1995;Jankowskaet al., 2006). Todavia, o mecanismo essencial responsavel
pela hiperatividade simpatica na IC permanece desconhecido e pode estar relacionado a
diversos sistemas, tais como: atenuacdo da sensibilidade do barorreflexo; alteracio
pressorica na artéria e no capilar pulmonar; exacerbagdo do quimiorreflexo periférico e

central; ativacdo das aferéncias simpaticas cardiacas que estdo relacionadas a sensagdo
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de dor cardiaca durante a isquemia coronariana; ativacao dos aferentes renais sensiveis a
estimulos mecanicos ou quimicos e ativacdo do sistema renina angiotensina, entre
outros (De Angelis et. al., 2004).

Em nosso estudo, apesar do quadro de regurgitagdo adrtica, os animais nao
evoluem para o quadro de IC. De fato, ndo hd pardmetros ecocardiograficos que
apontem para prejuizo de funcdo sistolica ou diastdlica nos animais com IAo.
Coerentemente com esta funcdo cardiaca preservada, encontramos a sensibilidade do
barorreflexo integra e, em adi¢do, comprovamos que ndo ha alteragdo de tonus
autondmico nos animais com [Ao quando comparados aos animais normais SHAM.
Portanto, a preservacdo da fungdo cardiaca por si s6 poderia explicar a integridade da
modula¢do e tonus autondémico em nosso modelo. Em relagdo a terapia celular,
podemos afirmar que a administragdio de CMMO nao modifica o balango autonémico

cardiaco e mostrou ser, pelo menos, uma terapia segura.

4.4.11 Pressao ventricular esquerda

Apos as andlises ecocardiograficas e de registro de pressdo arterial, na 7°
semana foram obtidos os dados de PVE a partir da cateterizacdo do VE. Em relagdo ao
dado de PDFVE (mmHg) (Figura 23 A), houve aumento significativo (p<0,01) deste
parametro no grupo [Ao+DMEM (10+£3 mmHg) quando comparado ao grupo SHAM
(21 mmHg). Devido a auséncia da valvula adrtica parte do sangue retorna para dentro
do VE, logo apos a sistole ventricular. Durante o relaxamento diastolico o VE ja esté se
enchendo de sangue a partir da aorta, mesmo antes da abertura da valvula mitral,
aumentando assim o volume ventricular e, consequentemente, os valores de PDFVE. A

administracdo de CMMO parece atenuar parcialmente esse aumento de PDFVE uma
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vez que os valores observados para este parametro (6+2 mmHg) ndo diferiram dos
valores quantificados para o grupo SHAM e [Ao+DMEM.

Em relagdo a contratilidade cardiaca expressa pela dPdt + (mmHg), (Figura 23
B), notamos novamente uma tendéncia da terapia celular com CMMO (6115+£337
mmHg/s) em aumentar este parametro em relagdo aos animais com [Ao+DMEM
(4900+446 mmHg/s).A detec¢do de eventual melhora de contratilidade pela
cateterizagdo de VE sugere que talvez essa técnica seja mais sensivel que a
ecocardiografia a qual ndo mostrou diferenca de fungdo sistolica nos diferentes grupos
experimentais. Em relacdo ao relaxamento cardiaco denotado pelos valores de dPdt-,

ndo observamos diferencga significativa entre os grupos. (Figura 23C).
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Figura 23 — Valores de PVE obtidos na 7¢ semana apos as analises hemodinamicas.Grupos SHAM (n=6),

[Ao+DMEM (n=6) e [Aot+CMMO (n=8). A:Pressdo diastdlica final do ventriculo esquerdo (PDFVE
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(mmHg);. B: Indice de contratilidade cardiaca ( dPdt- (mmHg/s)). C: Indice de relaxamento cardiaco (
dPdt + (mmHg/s). ANOVA ONE WAY com pds-teste de Bonferroni.

4.5 Investigacio tecidual cardiaca da presenca de CMMO

A seguir temos as ilustracdes das andlises de investigacdo tecidual, apds os
cortes dos coragdes feitos em criostato e visualizados em microscopio (Nikon Eclipse
801) com luz ultravioleta acoplado a sistema de aquisi¢do de imagens (NIS-Elements
AR 3.10) no aumento de 100X. Nos grupos SHAM e [Ao+DMEM, como ja era
esperado, ndo encontramos a presen¢a da células (Figura 24 A e B). Por sua vez no
grupo [Ao+CMMO presenciamos uma quantidade mediana de células ao final da 7*
semana apds administracdo i.m. de CMMO previamente marcadas com o intercalante
nuclear Hoechst 33342(Figura 24C). Em nosso estudo ndo fizemos uma avaliagdo
temporal para verificar se hd uma reducdo do nimero de células no tecido com o
decorrer do tempo. Entretanto, alguns trabalhos mostram que a marcacao de células
tronco com intercalantes nucleares pode ser reduzida conforme ocorra replicagdo destas
células no tecido (Zant & Fry, 1983). Portanto, podemos afirmar que apds 7 semanas da
injecdo im. foi possivel encontrar células no tecido cardiaco, fato que indica a
capacidade de sobrevivéncia dessas células neste tecido e sugere capacidade de atuagdo

sobre 0 mesmo.
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SHAM IAo+DMEM

IAo+CMMO

Figura 24 - Cortes Histologicos representando a presenca de CMMO ao final de 7 semanas do protocolo

experimental (aumento de 100X). A: Grupo SHAM. B: Grupo IAo+DMEM. C: Grupo [Ao+CMMO.

4.6Quantificacao de fibrose

A literatura mostra que em doencas com sobrecarga de volume, ocorre
modifica¢des da geometria cardiaca, causando um aumento desproporcional da matriz
intersticial de colageno, que promove a disfun¢do cardiaca (Janicki et. al., 1992; Brilla
et. a., 1996, Matsubara et. al., 2006). Porém no nosso modelo de IAo os dados da
quantificacdo de fibrose (Figura 25), expressos em porcentagem (%) ndo foram
diferentes entre os grupos [Ao+DMEM (5,92+1,36%) ¢ SHAM (2,33+0,84%). No
estudo de Matsubara ¢ colaboradores (2006), os animais submetidos a fistula aortocava
ndo mostraram diferéngas em relagdo a fibrose intersticial do miocardio em relagdo aos

SHAM, apo6s 4 semanas de estudos. O grupo com hipertensdo arterial renovascular teve
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aumento de fibrose em comparagdo com o SHAM. O que talvez explique que em
modelos de hipertencdo renovascular a ativacdo do sistema renina-agiotensina-
aldosterona, desempenha um papél essencial na génese da hipertensdo arterial, na
hipertrofia, na fibrose intersticial miocardica e na remodelagdo vascular. Em relagdo a
administracdo de CMMO (4,49+0,79%), nao vimos altera¢des sobre o tecido fibroso. E
sabe-se na literatura que as CT, possuem mecanismos de a¢ao antifibroticos (Ohnishi et
al., 2007). Porém apos as andlises de quantificacdo de fibrose, ndo houve diferenca
significativa em relagdo aos animais tratados com a terapia celular em relacdo aos

animais dos grupos [Ao+tDMEM e SHAM.

co
]

N
1

FIBROSE (%)
G

N
1

o
1

N\
%.g»

Figura 25 — Quantifica¢do de fibrose (%) obtida na 7* semana apo6s administragdo intramiocardica (8
semanas apos [Ao) nos grupos SHAM, IAo+DMEM e [Ao+CMMO. ANOVA ONE WAY seguida de

pos-teste de Bonferroni.

A Figura 26 mostra fotos representativas (Figura 25) de tecido cardiaco cortado
em micrétomo e corado com Picro Sirius Red. Foram obtidas imagens do septo e da

parede livre do VE, em microscdpio em aumento de 400X.
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0+CMMO
Figura 26 — Imagens representativas dos grupos SHAM, [IAo+DMEM e [Ao+CMMO obtidas na 7*
semana apds administragdo intramiocardica (8 semanas ap6s [Ao) em microscopio de campo claro
invertido apds coloragdo de Picro Sirius Red para marcacdo em vermelho das fibras de colageno.

Aumento de 400 X.
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5. CONCLUSOES

A analise dos dados de nosso estudo nos permite concluir:

O modelo de TAo apresenta precocemente dilatagdo de atrio e ventriculo
esquerdos com prejuizo de aproximadamente 15% na fungdo sistdlica. O
remodelamento cardiaco neste modelo ao longo das 8 semanas de
protocolo experimental segue com manutencao do perfil de dilatagdo de
AE e VE, porém com restabelecimento de fungdo sistolica e diastélica,
sem prejuizos de sensibilidade do barorreflexo e do tonus autondémico e
sem aumento significativo da fibrose intersticial;

A administragdo intramiocardica de CMMO na segunda semana apods
inducdo de TAo ndo ¢ capaz de prevenir, ao final de 7 semanas apds o
tratamento, o remodelamento cardiaco no que se refere a reducdo ou
prevengdo de adicional dilatagdo ventricular, dilatagdo atrial e hipertrofia
cardiaca;

A terapia celular ndo modificou o perfil de sensibilidade do barorreflexo

e tonus autondmico e ndo interferiu no percentual de fibrose tecidual.
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Protocolo de coloracao de Picro Sirius Red para cortes

histologico de tecido cardiaco

O protocolo para coloracdo de Picro Sirius Red segue sistematizado

nas etapas descritas abaixo:

)

2)

Apos os cortes do tecido cardiaco no microtomo deixar as laminas
em uma estufa na temperatura de 60°C no periodo de 24 horas;
Realizar a bateria de Xilol e etanol para reidratacdo das laminas
seguindo a sequéncia abaixo e permanecendo 5 minutos em cada
solucao:

1°) Xilol absoluto I;

2°) Xilol absoluto II;

3°) Xilol absoluto III;

4°) Alcool absoluto /Xilol absoluto nas mesmas proporcdes;

5°) Alcool absoluto I;

6°) Alcool absoluto I;

7°) Alcool absoluto I1I;

8°) Alcool 95%;

9°) Alcool 90%;

10°) Alcool 80%;

11°) Alcool 70%:



3) Apos a bateria de reidratacao, colocar os cortes em agua (torneira) e
deixar por 5 minutos.

4) Colocar as laminas em acido picrico e deixar imerso por 30 minutos;

5) Na sequéncia colocar o corante Picro Sirius Red e deixar imerso por
I minuto; ( Obs: ndo precisa lavar os cortes entre o dcido picrico € o
corante);

6) Apos coloragdo, lavar em agua de torneira realizando 3 rapidas
imersoes, sempre tomando cuidado para que os cortes ndo se soltem
da laminas;

7) Depois passar os cortes pela bateria de desidratacdo para montagem
deixando as laminas por 1 minuto em cada solugao:
1°) Alcool 70%;
2°) Alcool 80%;
3°) Alcool 90%;
4°) Alcool absoluto I1I;
5° Alcool absoluto I;
6°) Alcool absoluto I;
7°) Alcool absoluto/Xilol absoluto nas mesmas proporcdes;
8°) Xilol absoluto I;
9°) Xilol absoluto II;

10°) Xilol absoluto III;



8) Em seguida realizar a montagem da lamina utilizando meio de
montagem entellan e laminula;

9) Aguardar secar e visualizar em microscopio.



