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Gonçalves, GA. Fibroblastos geneticamente modificados para estimular 

angiogênese e vasculogênese em miocárdio isquêmico [tese]. São Paulo: Faculdade 

de Medicina, Universidade de São Paulo – Incor-HC/FMUSP; 2007. 

 

  Este trabalho avaliou o efeito de fibroblastos cardíacos (FC) modificados 

geneticamente para produzir VEGF (vascular endothelial growth factor) e/ou em 

conjunto com IGF-1(insulin –like growth factor) associados a um biopolímero de 

fibrina na indução de angiogênese, vasculogênese e melhora de função em miocárdio 

isquêmico. Em experimentos preliminares demonstramos que 106 FC modificados pelo 

AdRSVLacZ expressam o transgene na parede livre do ventrículo esquerdo de ratos 

Lewis por até 45 dias. Primeiro, o tratamento dos diversos grupos foi feito e 7 dias após, 

os animais foram submetidos à isquemia por 45 minutos seguida de reperfusão. 21 dias 

depois, a proteína humana VEGF e a densidade capilar apresentaram aumento no grupo 

VEGF (proteína humana VEGF: 1209,6±11,4 vs. Veículo 123,1±5,2; Célula 104,2±7,4 

e Null 73,2±2,4 células positivas/campo, p< 0,01 e densidade capilar: 543,8 ± 52,1 vs. 

349,2 ± 0,9, 288± 19,0 e 245 ± 2,6 capilares/mm2, p< 0,01). A imunofluorescência 

dupla-marcação para detecção de células endoteliais e células musculares lisas 

apresentou aumento no grupo VEGF sugerindo formação de vasos estruturados (45±3 

vs. 10±2, 8±1 e 16±3, p<0,001) e a área de infarto foi reduzida no VEGF vs. VEÍCULO 

(3,0 ± 1,3% vs. 8,0 ± 0,8%, p< 0,05. Para testar o efeito terapêutico desta intervenção, 

um segundo estudo foi realizado com os grupos: VEÍCULO= controle, POLÍMERO = 

biopolímero de fibrina, CÉLULA, NULL, IGF-1, VEGF e IGF-1+VEGF. Os 

tratamentos foram realizados 24 horas após os animais terem sido submetidos à 

isquemia por ligadura permanente. Um mês depois, as proteínas humanas VEGF e IGF-
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1 apresentaram aumento significativo nos grupos VEGF, IGF-1 e IGF-1+VEGF, com 

*p=0,0001. Da mesma maneira, somente os grupos que receberam VEGF isoladamente 

ou associados a IGF-1 tiveram aumento do número de capilares e da densidade vascular 

e redução da porcentagem de colágeno (35,12 ± 7,05 vs. 31,28 ± 5,03 vs. 30,07 ± 6,21 

vs. 25,89 ± 2,92 vs. 15,43 ± 2,02* vs. 16,07 ± 1,83%*, *p<0,05, para os grupos 

Veículo, Polímero, Célula, Null, IGF-1, VEGF, IGF-1+VEGF, respectivamente). Os 

índices cardíacos basais morfológicos e funcionais permaneceram inalterados na 

avaliação direta e pelo ECO entre os grupos enquanto que as medidas diretas de função 

cardíaca sob estresse farmacológico com a fenilefrina mostraram aumentos 

significativos no trabalho cardíaco e volume sistólico e diminuição na pressão diastólica 

final somente nos animais que receberam terapia celular que incluía VEGF. Em 

conjunto, os dados mostram que a terapia celular combinada com o aumento da 

expressão de fator angiogênico (VEGF) ou em combinação com fator de crescimento 

(IGF-1) tem efeito benéfico, uma vez que estes fatores estimularam a proliferação 

capilar e vascular podendo contribuir para o aumento da circulação colateral, reduzindo 

o tamanho do infarto e promovendo melhora cardíaca funcional.  
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Gonçalves, GA. Transplantation of genetically modified cardiac fibroblasts to 

induce angiogenesis and vasculogenesis in ischemic myocardium [thesis]. São 

Paulo: Faculty of Medicine, University of São Paulo – Incor-HC/FMUSP; 2007. 

 

The effect of modified cardiac fibroblasts (CF) expressing VEGF (vascular endothelial 

growth factor) and/or IGF-1 (insulin-like growth factor) associated to fibrin biopolymer  

to induce angiogenesis, vasculogenesis and improve cardiac function in ischemic 

cardiac tissue was tested. The direct injection of 106 CF genetically modified to express 

the reporter gene LACZ (AdRSVLACZ) indicated transgene expression up to 45 days. 

First, all groups were treated and 7 days later the animals were submitted to a 45 min 

cardiac ischemic injury.  Twenty one days later VEGF protein and capillary density 

increased only in groups that received VEGF the groups: (VEGF protein: 1209.6±11.4 

vs. VEHICLE: 123.1±5.2, Cell: 104.2±7.4 and Null: 73.2±2.4 positive cells/field, p< 

0.01 and capillary: 543.8 ± 52.1 vs. 349.2 ± 0.9, 288± 19.0 and 245 ± 2.6 

capillaries/mm2, p< 0.01). Merged image of immunoassaying for endothelial and 

smooth muscle cells specific markers, were significantly greater in VEGF group 

suggesting maturation of newly formed vessels (45±3 vs. 10±2, 8±1 and 16±3, p<0.001) 

and myocardial scar area was reduced in VEGF vs. VEHICLE (3.0 ± 1.3% vs. 8.0 ± 

0.8%, p< 0.05). To test the therapeutic efficacy of this treatment, a second study was 

performed with groups: VEHICLE= control, POLYMER= fibrin biopolymer, CELL, 

NULL, IGF-1, VEGF and IGF-1+VEGF.  Treatments were performed 24 hs following 

ligation of the descending coronary artery.  After 4 weeks, VEGF and IGF-1 protein 

increased in IGF-1, VEGF and IGF-1+VEGF groups, p<0.0001. We observed only in 
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VEGF groups an increase in capillary number and vascular density and reduction in 

myocardial collagen area (35,12 ± 7,05 vs. 31,28 ± 5,03 vs. 30,07 ± 6,21 vs. 25,89 ± 

2,92 vs. 15,43 ± 2,02* vs. 16,07 ± 1,83%*,  *p<0,05,  to groups VEHICLE, 

POLYMER, CELL, NULL, IGF-1, VEGF, IGF-1+VEGF, respectively).  The 

morphological and functional basal cardiac indices remained unchanged in all groups, 

however, under pharmacologic stress using phenilephrine, the VEGF groups displayed 

significant improvement in cardiac work and stroke volume and a reduction in end 

diastolic pressure.  Taken together, these results indicated that cardiac fibroblasts 

expressing VEGF alone or in combination with IGF-1 can induce agiogenesis and 

vasculogenesis in ischemic myocardium decreasing myocardial scar area and improving 

cardiac performance following coronary ligation.     
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1.1. INFARTO AGUDO DO MIOCÁRDIO (IAM). 

 

 

1.1.1. Epidemiologia 

 

 

      A insuficiência coronariana é definida como a inabilidade do coração para 

bombear sangue suficiente às demandas metabólicas do corpo. É uma condição 

patológica complexa e progressiva que envolve fatores genéticos e ambientais. Estima-

se que 1-2% das populações européia e americana são acometidas, sendo que nos 

Estados Unidos são diagnosticados 550 mil casos novos ao ano (Berry et al.,2001). 

 Atualmente no Brasil, a doença cardiovascular é considerada a primeira causa de 

óbito, reflexo do envelhecimento da população e da diminuição da mortalidade pelas 

doenças infecto-parasitárias (Bensenor et al.,2002). Segundo estimativas da 

Organização Mundial da Saúde, cerca de 20 milhões de pessoas em todo o mundo 

sofrem de doenças cardiovasculares, particularmente de infarto agudo do miocárdio 

(IAM), das quais 12 milhões são vítimas fatais (OMS, 2005). 
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Estima-se que o custo do tratamento de pacientes que foram acometidos por 

doenças cardiovasculares é de 1-2% do que é reservado anualmente para a Saúde em 

países desenvolvidos, representando cerca de 20 bilhões de dólares/ano. A despeito 

disso, o sucesso nos tratamentos ainda é modesto (Miller, 1990). 

 Frente a seu caráter emergente e ao acometimento de faixas etárias produtivas, 

tornam-se necessários investimentos em programas preventivos assim como para novos 

estudos sobre o desenvolvimento e o tratamento das doenças cardiovasculares.  

 Atualmente, o tratamento se baseia na utilização de medicamentos e em técnicas 

de revascularização cirúrgica ou por angioplastia. Porém, um grande número de casos 

avançados não se beneficia destas técnicas e as reestenoses são freqüentes (Greeg, 1985; 

Tunis et al.,1991; Liew & Dzau, 2004). Há, portanto, a necessidade de estratégias 

terapêuticas alternativas e é nesse sentido que se investiga a utilização da terapia gênica 

para o tratamento da doença arterial aterosclerótica e de patologias associadas. 

Ensaios clínicos empregando técnicas de terapia gênica nas doenças 

cardiovasculares através de vetores virais (53%) ou não virais (47%) não estão 

dissociados de complicações clínicas, incluindo a morte, podendo inclusive ser atribuída 

ao vetor empregado (http://www.wiley.co.uk/genetherapy/clinical/).  Mesmo que estes 

estudos tenham envolvido pacientes em estado grave de doença vascular - isquemia 

periférica e isquemia miocárdica - refratárias às terapias convencionais, o 

acompanhamento clínico destes grupos de pacientes mostrou-se favorável quando se 

analisou a mortalidade cumulativa no período de um ano: 5,2% comparados com 11 – 

13% para pacientes submetidos a revascularização transmiocárdica através de terapia a 

laser (Isner et al.,2001; Allen et al.,1995; Frazier et al.,1991). 
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1.1.2. Fisiopatologia do infarto agudo do miocárdio (IAM).  

  

 

O IAM é considerado a patologia mais comum e a principal causa de morte no 

âmbito das doenças cardiovasculares e é decorrente da isquemia causada pela oclusão 

ou sub-oclusão de uma ou mais artérias coronárias. O aparecimento e a evolução da 

necrose isquêmica dependem basicamente da extensão e duração da isquemia, da 

intensidade de circulação colateral e do estado prévio do miocárdio (Liew & Dzau, 

2004). 

  A isquemia no tecido cardíaco leva a alterações das fibras cardíacas, 

inicialmente reversíveis, entretanto caso não ocorra o restabelecimento do fluxo 

sangüíneo tais alterações tornam-se irreversíveis, culminando com a morte dos 

cardiomiócitos. Em humanos e em cães tais alterações são reversíveis se o fluxo 

sangüíneo for restaurado nos primeiros 15 a 20 minutos de oclusão da artéria coronária 

(Haunstetter et al.,1998). 

As lesões iniciais praticamente só podem ser detectadas ao microscópio eletrônico. Nos 

primeiros minutos de isquemia observa-se edema intracelular, tumefação mitocondrial, perda de 

glicogênio citoplasmático, alargamento da banda I dos sarcômeros e discreta agregação da 

cromatina nuclear. No homem é possível observar os primeiros sinais macroscópicos e 

microscópicos da necrose a partir das primeiras duas horas de oclusão. A introdução de técnicas 

de dupla coloração facilitou a identificação macroscópica de áreas acometidas pelo infarto 
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(Nachas et al.,1963).  Estas áreas são claramente distinguíveis e, portanto quantificáveis (Borges 

et al.,2006). 

  A deficiência sanguínea traduz-se principalmente em hipóxia e déficit 

metabólico. Sob tais circunstâncias, os cardiomiócitos tornam-se necróticos ou 

programam sua própria morte. Muitos trabalhos têm demonstrado que a principal perda 

de tecido cardíaco no IAM ocorre por apoptose (Olivetti et al.,1997; Haunstetter et 

al.,1998; Buja et al.,1998; Liew & Dzau, 2004).  

A morte dos cardiomiócitos desencadeia a liberação de uma série de proteínas na 

corrente sanguínea, entre as quais troponina T e creatinofosfoquinase (CPK). A 

elevação temporal das concentrações plasmáticas dessas proteínas é usada para a 

detecção da condição de IAM e sua evolução (Liew & Dzau, 2004). 

A evolução do IAM é marcada por uma resposta inflamatória aguda, 

desencadeada pelos cardiomiócitos necróticos que se inicia por infiltração de leucócitos. 

Os neutrófilos predominam nas primeiras horas sendo substituídos pelos monócitos em 

24 a 48 horas. A fagocitose das células necróticas ou dos corpos apoptóticos, a 

reabsorção dos constituintes da matriz e o desencadeamento do processo de reparação 

através da liberação de várias citocinas e fatores de crescimento necessários à fibrose e a 

angiogênese, constituem as principais funções dos leucócitos num foco inflamatório. A 

reparação é iniciada com a invasão de miofibroblastos (fibroblastos residentes que são 

ativados em situação de hipóxia) e capilares na área infartada, levando a formação de 

um tecido fibroso rico em colágeno (Camelliti et al.,2005; Borges et al.,2006). 

 Estudos mais recentes mostram que durante a fase proliferativa dos 

miofibroblastos, estas células passariam a expressar determinadas proteínas de 

contração como a α-SMAc (α actina de muscultura lisa) e Smemb, um marcador de 
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diferenciação celular (isoforma embrionária da miosina de cadeia pesada). Desta forma, 

estas células assumiriam diferentes fenótipos dependendo da necessidade fisiológica, 

atuando principalmente no remodelamento cardíaco (Frangigiannis et al.,2000).  

Em humanos, dois a três dias após o IAM sem reperfusão, proteínas da nova matriz 

extracelular passam a ser depositadas, inicialmente na borda da área necrótica, entre o tecido 

infartado e o não infartado, mais tardiamente na zona central do infarto. Em ratos, quantidades 

significativas de colágeno tipo III  podem ser encontradas dois a três dias após ligadura da 

artéria coronária. O pico de produção de colágeno tipo III é seguido de uma lenta e progressiva 

síntese de colágeno tipo I (Borges et al.,2006). 

  O mecanismo de compensação é caracterizado por remodelamento ventricular, 

processo caracterizado por progressiva expansão da área infartada e dilatação da 

cavidade ventricular esquerda culminando com disfunção ventricular esquerda e 

insuficiência cardíaca (falência cardíaca, dilatação ventricular, etc.) (Dib, 2006). 

A resposta do coração a um evento isquêmico é limitada por alguns mecanismos 

compensatórios que tentam recuperar a sua função de bomba. Entre estes mecanismos, destaca-

se a estimulação de receptores adrenérgicos, que aumentam a atividade inotrópica, cronotrópica 

e o retorno venoso, favorecendo o mecanismo de Frank-Starling (Moisés et al.,2000).  

Em função da extensão da massa muscular perdida, o infarto do miocárdio tem 

como resultado imediato à diminuição do volume sistólico e do débito cardíaco e a 

elevação da pressão diastólica final do ventrículo esquerdo, dando início precocemente 

à disfunção do ventrículo esquerdo (Moisés et al.,2000). 

Outro mecanismo compensatório é a hipertrofia dos cardiomiócitos viáveis restantes, 

podendo ser eficaz em curto prazo ao preservar a relação entrem a massa do miocárdio e o 
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volume de sangue ejetado. Entretanto, este mecanismo tornar-se ineficaz em longo prazo 

(Frangigiannis et al.,2000).  

Quando a zona acinética é superior a 20% da circunferência ventricular 

esquerda, conseqüência de infarto agudo de parede anterior do ventrículo esquerdo, os 

mecanismos compensatórios são insuficientes e a única forma de se manter o volume de 

ejeção do ventrículo esquerdo em valores normais é a alteração na geometria da 

cavidade ventricular (Moisés et al.,2000).  

A infiltração das células inflamatórias no miocárdio isquêmico permite melhor 

reparo da lesão e menor remodelamento da cavidade ventricular, à medida que estas 

células desempenham papel crítico no processo de reparo, o que envolve reabsorção do 

tecido necrótico, liberação de citocinas e fatores de crescimento necessários na 

formação do tecido cicatricial (Weihrauch et al.,1995) e no processo de angiogênese 

(Arras et al.,1998; Schaper et al.,1999), aumentando assim a sobrevida pós-infarto 

(Simoons et al.,1986).  

 Embora a reperfusão seja a forma mais efetiva de se reduzir o tamanho do 

infarto, preservando a função ventricular, tanto no modelo animal como no homem 

(Stack at al, 1983; Jennings et al.,1993; Lavalle et al.,1983; Kloner et al.,1983; Koren et 

al.,1985; Jaffer et al.,2006) a reperfusão do miocárdio isquêmico gera alterações 

funcionais e histopatológicas próprias. Essas alterações constituem a chamada lesão de 

reperfusão. 

A reperfusão da área isquêmica altera a evolução natural do IAM, da necrose à 

reparação. O restabelecimento do fluxo no tecido isquêmico, ao permitir a penetração de 

leucócitos através da circulação, acelera e amplia a reação inflamatória no local (Barros 

et al.,2000), alterando o padrão de necrose anteriormente observado. 
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Os efeitos danosos dos polimorfonucleares (PMNs) nos tecidos reperfundidos 

estão relacionados à sua ativação e subseqüente geração de espécies reativas de 

oxigênio e enzimas proteolíticas, que além de lesarem o tecido cardíaco, contribuem 

para a disfunção da microcirculação observada em tecidos isquêmicos reperfundidos      

(Van Benthuysen et al.,1987, Mehta et al.,1989; Ku, 1992). Neutrófilos em estado 

ativado tornam-se mais rígidos e agregam-se uns aos outros, comprometendo a perfusão 

do tecido e a integridade de pequenos vasos e capilares (Engler et al.,1986). Nesse 

processo, há ainda a participação de plaquetas, que ao interagirem com os 

polimorfonucleares e o endotélio, acentuam os mecanismos de adesão e geram a 

liberação de PAF (platelet activating factor), leucotrienos, endotelinas e outros agentes 

vasoconstritores (Siminiak et al.,1995). Esses eventos participam da origem do 

fenômeno conhecido como “no-reflow” (hipofluxo progressivo em áreas 

reperfundidas), que tem como conseqüências lesão endotelial, aumento da 

permeabilidade vascular, extravasamento de proteínas plasmáticas, formação de edema, 

aumento da resistência vascular e possivelmente, extensão da necrose do tecido 

reperfundido. Romson et al.,(1983) demonstraram uma significativa redução do dano 

tecidual após oclusão arterial ao limitarem a ativação e a aderência de neutrófilos em 

tecidos isquêmicos através da depleção dos PMNs ou por inibição do recrutamento e 

adesão destas células ao endotélio vascular (Rossen et al.,1985; Engler et al.,1986; 

Simpson et al.,1988). Há relação entre a extensão das áreas de “no-reflow” e o grau de 

disfunção e remodelação ventriculares (Gerber et al.,2000). 

Sob o aspecto funcional, a reperfusão da área isquêmica leva a uma disfunção 

sistólica transitória (“stunning”) (Jaffer,et al.,2006), que parece não estar relacionada 

diretamente com o acúmulo de leucócitos no miocárdio. Há muitos argumentos 
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relevantes nesse sentido, entre eles, o fato de que a reperfusão do miocárdio de cães 

submetidos à oclusão coronariana de curta duração (com tempo inferior a 10 minutos) 

não causa aumento significativo do acúmulo de leucócitos, mas observa-se disfunção 

pós-isquêmica (Jeremy et al.,1989). Embora todos esses efeitos possam contribuir para 

acentuar o dano miocárdico, o resultado final da reperfusão miocárdica é positivo no 

sentido da preservação do músculo em risco de necrose.  

A mortalidade resultante do infarto do miocárdio está diretamente relacionada ao 

tamanho da zona afetada, o que levou os estudos para a obtenção de drogas e de 

procedimentos com o objetivo de redução da extensão do infarto. No entanto, o tempo 

necessário para a neovascularização após transferência de células transfectadas, 

ultrapassa o período de necrose, inviabilizando o “salvamento” do miocárdio 

agudamente isquêmico. Entretanto, a transferência de determinados fatores de 

crescimento na fase aguda do infarto do miocárdio parece proteger a área isquêmica 

através da inibição dos mecanismos relacionados a apoptose (Yaoita et al.,2000). 

As intervenções cirúrgicas e não-cirúrgicas têm por finalidade impedir ou 

diminuir os danos causados pela obstrução coronariana. No entanto, em algumas 

situações clínicas, a anatomia das artérias envolvidas, a complexidade das lesões 

ateroscleróticas e as condições clínicas gerais do paciente, impedem a realização destes 

procedimentos.  

O fluxo sangüíneo coronariano normal ou em disfunção, pode ser suplementado 

pela presença de circulação colateral, exercendo assim um efeito protetor no miocárdio 

isquêmico (Hansen, 1989; Sabri et al.,1991). 
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Em resumo, o IAM leva à perda de tecido e ao prejuízo do desempenho 

cardíaco. Assim, a melhor terapêutica para evitar o remodelamento é a regeneração dos 

cardiomiócitos bem como o estímulo a neovascularização dentro da área infartada. 

 

 

1.2. ANGIOGÊNESE E FATORES ANGIOGÊNICOS. 

 

 

O conceito atual sobre os complexos processos que envolvem o crescimento 

vascular, bem como os fatores que estão envolvidos em sua regulação, teve início em 

uma série de experimentos realizados no final dos anos 60, que resultaram em duas 

publicações de autoria de Folkman (Folkman et al.,1971a; Folkman et al.,1971b), hoje 

conhecido como o “mestre” da angiogênese moderna. Folkman (Folkman et al.,1971a; 

Folkman et al.,1971b) formulou a hipótese de que haveria uma interdependência entre 

crescimento tumoral e vascularização, que envolveria a participação de substâncias 

difusíveis, até então desconhecidas liberadas por células tumorais e com capacidade de 

estimular o crescimento de células endoteliais à distância. Após uma série de 

experimentos animais com diversas linhagens de células tumorais, em 1971, Folkman e 

seus colaboradores (Folkman et al.,1971a; Folkman et al.,1971b) conseguiram isolar, a 

partir de extratos de células ascíticas de tumor de Walker em ratos, uma substância 

capaz de estimular o crescimento de capilares in vivo, à qual chamaram de FATOR 

ANGIOGÊNICO TUMORAL ou TAF (tumor angiogenic factor) (Folkman et 

al.,1971a; Folkman et al.,1971b). 
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Em 1977, dois cientistas russos, Svet-Moldavsky e Chimishkyan, do Laboratório 

de Virologia do Centro de Pesquisa em Câncer de Moscou, contrariando suas próprias 

investigações sugeriram aos editores do The Lancet que: 

 

 “O fator angiogênico tumoral de Folkman poderia ser usado 

para indução de vascularização em tecidos isquêmicos e infartados 

(particularmente, no infarto do miocárdio)” (Svet - Moldavshy & 

Chimishkyan, 1977). 

 

 

1.2.1. Angiogênese terapêutica.  

 

 

A possibilidade de aplicação terapêutica de fatores de crescimento vascular 

ganhou impulso quando Vallee e seus colaboradores (1985) isolaram e caracterizaram 

bioquimicamente um fator angiogênico tumoral, determinaram sua seqüência de 

aminoácidos e clonaram o gene responsável por sua produção. A possibilidade de sua 

aplicação clínica em situações diversas como na cicatrização de feridas, no infarto do 

miocárdio e no acidente vascular encefálico foi consistentemente considerada. 

Finalmente Höckel e seus colaboradores (1993), propuseram o termo ANGIOGÊNESE 

TERAPÊUTICA, assim definido: 
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 “Nós sugerimos o termo angiogênese terapêutica para 

intervenções que objetivem a indução ou estimulação do crescimento 

local de vasos sanguíneos como princípio terapêutico para aquelas 

condições clínicas caracterizadas por hipovascularidade” (Höckel et 

al.,1993). 

 

A partir deste momento, dava-se início a uma era de grandes avanços no recém 

surgido campo da Angiogênese Terapêutica, todos resultantes da integração de 

conhecimentos de Fisiologia Vascular e Biologia Molecular, culminando na sua 

aplicação clínica em meados da década de 90. 

 

 

1.2.2. Vasculogênese e angiogênese. 

 

 

Do ponto de vista celular, a formação de um vaso pode ocorrer por dois 

fundamentais e diferentes processos denominados ANGIOGÊNESE e 

VASCULOGÊNESE (Risau, 1988; Risau, 1997).  

A “angiogênese” é o termo que descreve o crescimento vascular por brotamento, 

divisão celular, migração e organização de células endoteliais a partir de vasculatura 

pré-existente (Risau, 1997; Folkman, 2003). De fundamental importância para o 

desenvolvimento vascular embrionário, a angiogênese é fenômeno incomum no adulto 

(Folkman, 2003). Ocorre fisiologicamente no sistema reprodutor feminino, durante o 

ciclo menstrual, e na placenta, durante a gestação (Reynolds & Redmer, 2001). Além 
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disso, participa de processos reparadores, como na cicatrização de feridas (Tonnesen et 

al.,2002). A neoformação vascular, entretanto, está intimamente ligada ao aparecimento, 

desenvolvimento e progressão de várias doenças, como a retinopatia diabética (Sharp, 

1995), artrite reumatóide (Koch, 2000), psoríase (Creamer & Barker, 1995) e em 

crescimento de tumores sólidos (Folkman, 1995). 

O processo de crescimento vascular prevê uma série de eventos que ocorrem de 

maneira seqüencial, em tempo e espaço (Folkman, 1992), envolvendo células 

endoteliais e pericitos (D’Amore, 1992), além da própria matriz extracelular. Após a 

ativação das células endoteliais e dos pericitos, alterações morfológicas ocorrem nestas 

células; as células endoteliais ativadas produzem proteases (por exemplo, colagenases e 

o ativador de plasminogênio tecidual), responsáveis pela degradação da membrana 

basal. Fatores quimiotáticos e mitógenos produzidos por vários tipos celulares indicam a 

sinalização para o brotamento, migração e proliferação endotelial. O término da 

diferenciação celular endotelial está associado ao restabelecimento do fenótipo de 

quiescência celular, caracterizado pela cessação da proliferação e migração celulares, 

redefinição do contato célula-célula e formação da luz do vaso. Em seguida, os pericitos 

migram na direção da superfície externa da estrutura vascular recém-formada; ocorre 

então, a síntese e deposição de uma nova membrana basal, o que marca os estágios 

finais do processo de maturação do vaso. Com o início do fluxo sanguíneo no interior 

do vaso recém-formado, estabelece-se sua integração funcional ao sistema colateral 

(Risau, 1988). 

Já, o termo “vasculogênese” foi definido por Risau (1988) com o oposto do 

termo “angiogênese”. Em sua clássica revisão na Revista Nature, em 1997, Risau 

explicou que a “vasculogênese” ocorre durante a vida embrionária, a partir de células 
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mesodérmicas precursoras, os angioblastos, dizendo ainda que não havia evidências 

diretas de vasculogênese posnatal (Risau, 1997). A suposição de que a vasculogênese 

ocorria somente durante a fase embrionária persistiu por muito tempo nos ambientes 

acadêmicos, assim como em livros texto de histologia. Isso é baseado no conceito de 

que uma vez que o sistema endotelial vascular é formado, a angiogênese passa a ser o 

mecanismo de regeneração vascular predominante durante a vida, assim como durante a 

morfogênese posnatal cíclica (fisiológica) e patológica (Komarova & Mironov, 2005). 

O conceito de vasculogênese posnatal começou a aparecer na segunda metade da 

década de 90. De acordo com Folkman (1995): 

 

 “Vasculogênese posnatal nunca havia sido observada, mas não 

deveria ser nenhuma surpresa se fosse descoberta em tumores”. 

(Folkman, 1995). 

 

A situação mudou dramaticamente após a publicação do artigo de Asahara em 

1997 (Asahara et al.,1997) sobre a identificação, isolamento e potencial angiogênico das 

células progenitoras endoteliais circulantes. Esta foi a primeira publicação que 

“clareou” e evidenciou a vasculogênese posnatal. Desde então, o número de publicações 

a esse respeito cresceu absurdamente (Asahara et al.,1999; Drake, 2003, Ribatti et 

al.,2003, Rabbany et al.,2003; Bolontrade et al.,2002). 
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1.2.3. Fatores angiogênicos e de crescimento. 

 

 

Os eventos envolvidos no crescimento vascular são modulados por CITOCINAS 

ANGIOGÊNICAS (Yancopoulos et al.,2000) (fatores de crescimento vascular ou, 

simplesmente fatores de crescimento), algumas com propriedades pró-angiogênicas e 

outras com propriedades anti-angiogênicas (Conway et al.,2001) (TABELA 1). 

 Essas citocinas são liberadas por vários tipos celulares em resposta a diversos 

estímulos angiogênicos, como hipóxia tecidual e forças mecânicas, como as de 

cisalhamento (“shear stress”). A baixa tensão tecidual de O2, deflagra uma coordenada 

resposta angiogênica pela indução de expressão de VEGF, VEGFR-1, VEGFR-2, 

neuropilina-1, neuropilina-2, Ang2, NO-sintase, TGFβ-1, PDGF-BB, endotelina-1, IL-

8, IGF-1, Tie-2, COX2, entre outros (Semenza, 1998). 

 A existência de um complexo transcricional composto por fatores induzíveis 

pela hipóxia (HIF, hypoxia inducible factors) – HIF-1α, HIF-1β e HIF-2α – leva à 

supressão de muitos genes envolvidos na angiogênese, na presença de hipóxia (Liu et 

al.,1995; Semenza, 1998). Além do aumento de expressão de citocinas angiogênicas, a 

hipóxia também promove um aumento na expressão local de receptores celulares para 

esses fatores de crescimento, explicando assim a presença de crescimento vascular 

preferencialmente em sítios de isquemia (Brogi et al.,1996). 

Há ainda que se considerar as forças de cisalhamento (“shear stress”) causadas 

pelo fluxo sanguíneo que afetam o desenvolvimento da circulação colateral tanto em 
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condições fisiológicas como patológicas (Unthank et al.,1996), através da participação 

de fatores de transcrição (c-Fos e Erg-1), enzimas (ECA e No-sintase), fatores de 

crescimento (PDGF-a e Bb, IGF-1, TGF-β) e moléculas sinalizadoras (integrinas e 

moléculas de adesão) (Topper & Gimbrone, 1999). 

 

TABELA 1 – CITOCINAS ANGIOGÊNICAS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.2.4. VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) e IGF-1 (Insulin Like-Growth 

Factor). 

 

 

 O gene VEGF está localizado no braço curto do cromossomo 6 e é composto de 

8 éxons que são transcritos em 4 isoformas maduras: VEGF 121, VEGF 165, VEGF 

189 e VEGF 206 (Tisher et al.,1996). A designação numérica das isoformas denota o 

número de aminoácidos na molécula. Também há mais duas isoformas que não são 

comumente expressas: VEGF 145 e VEGF 183 (Neufeld et al.,1999). A isoforma 

TSP-1, TSP-2, endostatina, 
angiostatina, vasostatina, PF$, 

IFNγ, IFNβ, IL-12, IL-4, Id1, Id3, 
TFPI, VEGFI, TIMP, PEX, IP-10

VEGF, VEGF-B, VEGF–C, VEGF–D, 
PIGF, VEGFR-1, VEGFR-2, VEGFR-3, 
Ang-1, Ang-2, Tie2, FGF, PDGF, IGF-1, 
HGF, TNFα, TGFβ-1, αvβ3, α5β3, PA, 

MMP, PECAM, VE-cad, NO, CXC, HIF-
1α, COX2, IL-8
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IFNγ, IFNβ, IL-12, IL-4, Id1, Id3, 
TFPI, VEGFI, TIMP, PEX, IP-10

VEGF, VEGF-B, VEGF–C, VEGF–D, 
PIGF, VEGFR-1, VEGFR-2, VEGFR-3, 
Ang-1, Ang-2, Tie2, FGF, PDGF, IGF-1, 
HGF, TNFα, TGFβ-1, αvβ3, α5β3, PA, 

MMP, PECAM, VE-cad, NO, CXC, HIF-
1α, COX2, IL-8

ANGIOGÊNESE

?VEGF, GM–CSF, βFGF, IGF-1VASCULOGÊNESE

INIBIDORESESTIMULADORESPROCESSO
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predominante é a VEGF 165 e está superexpressa em vários tumores sólidos. 

Recentemente, foi demonstrado que a essa isoforma era um importante indicador 

biológico de recorrência de carcinoma hepatocelular pós-cirúrgico (Otrock et al.,2007). 

 A família VEGF compreende sete glicoproteínas que são secretadas: VEGF-A, 

VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E, PIGF (placental growth factor) and VEGF-F 

(Ferrara et al., 2006).  

Os VEGFs exercem seu papel biológico através de interações com seus 

receptores. Esses receptores são tirosino-quinases transmembranas: VEGF receptor-1 

(VEGFR-1; Flt-1) e VEGF receptor -2 (VEGFR-2; Flk-1), seletivamente expressos em 

células vasculares endoteliais, e os receptores neurolipinos (NP-1 e NP-2), são 

expressos no endotélio vascular e em neurônios (Dvorak, 2002). 

Os VEGFs e seus receptores exercem papel importante no desenvolvimento do 

sistema vascular, via mecanismos angiogênicos e vasculogênicos, assim como na 

formação do sistema linfático vascular (Ferrara, 2004). Essas moléculas estão 

envolvidas em processos de reparação tissular, assim como na reconstrução do 

endométrio feminino pós-menstruação. Também estão envolvidos em muitos processos 

de evolução de tumores metastáticos (Madriota et al.,2001). Controlados esses 

processos, essa molécula vem sendo alvo de pesquisas recentemente, principalmente em 

casos de IAM ou usadas diretamente como tratamento da doença (Isner et al.,2001; 

Arsic et al.,2004; Becker et al.,2006; Yau et al.,2007). As terapias anti-VEGF 

continuam sendo realizadas para o entendimento do processo de angiogênese, assim 

como para quebrar paradigmas sobre VEGF e seus receptores. 

O gene IGF-1 tem 70 resíduos de aminoácidos e é o fator de crescimento 

fundamental na regulação da proliferação e diferenciação celular (Horio et al.,2005). 
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Estruturalmente é homólogo à insulina. Sua síntese se dá principalmente no fígado, mas 

pode ocorrer em outros tecidos (Delafontaine, 1995).  Muitos estudos in vivo têm 

demonstrado que a expressão do IGF-1 é aumentada no coração em situações clínicas 

com hipertensão arterial e IAM (Wählander et al.,1992; Donohue et al.,1994; Cheng et 

al.,1996). Outros estudos mostram que o IGF-1 exógeno aumenta síntese de proteínas 

em miócitos cardíacos e promovem proliferação e produção de colágeno em 

fibroblastos cardíacos (Ito et al.,1993, Decker et al.,19995, Foncea et al.,1997). Esses 

achados sugerem que o IGF-1 pode exercer papel importante na hipertrofia cardíaca ou 

no remodelamento em algumas situações patológicas. Estudos recentes sugerem um 

papel cardio-protetor (Gaussin & Depre, 2005). 

Os IGFs (I e II) promovem um suporte trófico para vários tipos celulares, 

inibindo morte celular por apoptose através de sinalização mitocondrial (caminho 

intrínseco) ou por antagonizar a ativação da sinalização de citocinas citotóxicas 

(caminho extrínseco) (Wang et al.,1998; Van Golen et al.,2000). Em algumas situações 

os IGFs também protegem contra outras formas de morte celular como a necrose ou 

autofagia (Alexa et al.,2004). 

Em adição, IGF-1 pode induzir a ativação de HIF-1 e a secreção de VEGF tanto 

in vivo como in vitro, promovendo uma sinergia entre os fatores VEGF e IGF-1 

(Slomiany & Rosenzweig, 2004). 
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1.3. ANGIOGÊNESE TERAPÊUTICA COMO TRATAMENTO DA DOENÇA 

ARTERIAL OCLUSIVA. 

 

 

O conceito de induzir a formação de circulação colateral como forma de tratar 

ou prevenir as complicações da doença arterial isquêmica partiu da observação clínica e 

arteriográfica do desenvolvimento espontâneo de vasos colaterais preservando a função 

ventricular em pacientes com doença coronariana isquêmica grave (Slunga et al.,1989). 

O grau de formação de vasos colaterais está entre os principais determinantes da 

extensão da necrose após isquemia da artéria coronária (Habib et al.,1991).  

 A angiogênese cardíaca representa a formação de novos capilares pelo aumento 

do número de células nos microvasos já existentes e ocorre como parte de um processo 

natural seguido da injúria isquêmica (Meoli et al.,2004). 

 As bases moleculares da angiogênese podem ser divididas em etapas. 

Inicialmente, ocorre uma vasodilatação dos vasos pré-existentes, mediada por óxido 

nítrico (Kimura et al.,2000), que apresenta ação potencializadora na transcrição e 

produção do VEGF. O VEGF é responsável pelo aumento da permeabilidade vascular, 

pela redistribuição de moléculas de adesão intracelulares, incluindo PECAM-1 (platelet-

endothelial cell adhesion molecules - 1) ou caderinas e alterações em estruturas de 

membranas celulares por ação direta sobre várias quinases (Esser et al.,1998). 

 A neovascularização estimulada pelo VEGF é observada em importantes 

contextos clínicos, incluindo a isquemia miocárdica (Arsic et al.,2004), retinopatias 
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(Aiello et al.,1994) e neoplasias (Plate et al.,1992). O VEGF está entre os mediadores de 

neovascularização mais bem caracterizados (Leung et al.,1989; Tisher et al.,1989; 

Ferrara et al.,1999). Vários estudos indicam que a expressão de VEGF e seus 

receptores, flk-1 e flt-1, estão relacionados a condições de hipóxia (Yancopoulos et 

al.,2000; Pachori et al.,2004), exercendo papel-chave na formação de vasos colaterais 

em modelos experimentais de isquemia. 

 A ativação de um único fator como, o VEGF, talvez tenha papel limitado na 

formação de novos vasos em situações fisiológicas, uma vez que a angiogênese é um 

processo complexo e dependente de um grande número de substâncias ativas reguladas 

no espaço e no tempo. No estudo de Pettersson et al (2000) foi demonstrado que nas 

musculaturas esquelética e cardíaca normais, a formação de vasos funcionais induzidos 

por VEGF foi transitória sendo que em poucos dias os novos vasos desapareceram. 

Entretanto, em situações patológicas esta limitação pode não ser tão importante, pois o 

organismo estaria produzindo uma série de citocinas e o agente terapêutico, mesmo que 

isoladamente, poderia contribuir para potencializar a resposta em curso. Em conjunto, 

estes resultados ilustram alguns dos aspectos desta complexa resposta que deverão ser 

claramente dominados para que este conhecimento possa ser utilizado na prática clínica. 

  No IAM há uma elevação significativa de diversos fatores, como por exemplo, a 

elevação da concentração de IGF-1 e FGF (fibroblast growth factor) no tecido cardíaco, 

concomitante ao aumento de fluxo na circulação colateral, neovascularização e hipertrofia peri-

infarto (Olivetti et al.,1997; Haunstetter et al.,1998; Buja et al.,1998;  Li et al.,1999). 

 O IGF-1 exerce papel importante durante o desenvolvimento, crescimento e 

manutenção da estrutura e função das células cardíacas. A administração de IGF-1 em 

animais de experimentação ou em humanos possui efeitos hemodinâmicos benéficos 
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como aumento da contratilidade cardíaca e diminuição da resistência vascular periférica 

total. Estudos em pacientes com cardiomiopatia dilatada mostram uma correlação 

negativa entre a concentração sérica de IGF-1 e a gravidade da doença. No IAM o IGF-

1 está envolvido na hipertrofia de cardiomiócitos (Duerr et al.,1995).  

  

 

1.4. A TERAPIA GÊNICA E A DOENÇA ARTERIAL OCLUSIVA. 

 

 
O avanço das técnicas de biologia molecular que possibilitaram a transferência 

de genes para células de mamíferos na década de 80 criou oportunidades para o 

desenvolvimento de novos tratamentos, entre eles a terapia gênica (Mulligan et 

al.,1990). A terapia gênica é simples e elegante enquanto conceito, consistindo em 

transferir um ou mais genes capazes de complementar uma deficiência celular. Os 

vetores virais são excelentes veículos para a transferência de genes exógenos, podendo 

chegar a 100% de eficiência de transdução, o que não se observa nas outras 

metodologias (Mulligan et al.,1993; Miller et al.,1990; Geutskens et al.,2000), além de 

abrir enormes perspectivas para a saúde humana.  

A dificuldade de obtenção de determinados vetores virais em grande escala e, 

sobretudo a dificuldade de se obter vírus deficientes em replicação faz com que apenas 

alguns tipos de vírus sejam utilizados na terapia gênica (Miller et al.,1990, Smith et 

al.,2002). Atualmente, os vetores retrovirais e adenovirais são os mais utilizados. 

É fundamental considerar a segurança e os riscos que cada um dos vetores 

oferece. O uso do adenovírus está associado a uma eficiente expressão gênica e uma alta 

imunogenicidade. Mesmo que sua aplicação clínica à injeção direta em tumores onde o 
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efeito local é desejado, as respostas imunes e inflamatórias sejam benéficas (Geutskens 

et al.,2000), nem sempre este é o caso, pois a resposta imune pode reduzir o tempo de 

expressão da proteína exógena, ou simplesmente bloqueia a reaplicação do vetor (Isner, 

et al.,2001). Sendo assim, foram desenvolvidos vetores derivados de adenovírus de nova 

geração que apresentam pouca, ou nenhuma, indução de resposta imune. De qualquer 

forma, este tipo de vetor é atualmente o mais empregado em ensaios clínicos 

empregando a terapia gênica (http://www.wiley.co.uk/genetherapy/clinical/). 

A administração de vetores virais em pacientes submetidos à terapia gênica 

confere alguns riscos para os indivíduos, mas há várias novas abordagens que estão 

sendo propostas para minimizar estes riscos. Dentre estas, a transferência gênica com 

objetivos terapêuticos utilizando vetores virais através de processo ex vivo pode ser 

considerada mais segura e eficiente. Esta metodologia consiste na transfecção de células 

mantidas em cultura empregando diferentes vetores virais, para posteriormente serem 

implantadas no órgão-alvo. Há que se considerar que estas células transfectadas ex vivo 

podem levar à liberação sustentada e prolongada do transgene em tecidos específicos, 

sobretudo no caso de vetores retrovirais. Um outro risco, porém, comum a todos os 

vetores, é o de transformação maligna do tecido alvo. Este risco é maior para os vetores 

com capacidade de se integrar ao DNA genômico e menor para adenovírus e plasmídeo-

DNA (Russel, 2000).  

O tempo de duração da expressão do transgene é um fator importante. Se por um 

lado o tratamento da maioria das doenças genéticas exige a expressão do gene 

terapêutico por longos períodos, há outras situações em que a expressão apenas 

transitória do transgene é suficiente como em programas de tratamento envolvendo 

eritropoietina ou citocinas indutoras de angiogênese, pequenas quantidades dessas 
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proteínas são suficientes para o efeito clínico desejado (Bohl, 2000) e no estudo de Mori 

et al (2001), que descreveram a inibição de neovascularização coroidal através da 

injeção intravenosa de vetor adenoviral expressando endostatina. De fato, excesso 

desses transgenes pode levar a poliglobulia (pela eritropoietina) (Villeval et al.,1994) ou 

formação de hemangiomas (pelo VEGF) (Carmeliet, 2005).  

Um outro aspecto crítico é o tecido a ser tratado, já que alguns vetores 

necessitam de divisão celular para que a transdução seja eficiente (Williams et al.,2000). 

Por exemplo, vetores retrovirais são eficientes na transferência de genes para células-

tronco hematopoiéticas (Williams et al.,2000).  Contudo, estes vetores possuem 

capacidade limitada para transferir genes para tecidos diferenciados tais como o fígado, 

músculo e sistema nervoso, que não se encontram em divisão celular. Nessa classe 

incluem-se os vetores derivados de lentivírus, adenovírus, AAV (vírus adeno-associado) 

ou o plasmídeo-DNA (Debyser, 2003, Chuah et al.,2003). 

 Estudos em animais de experimentação mostraram que a regeneração do 

miocárdio isquêmico, através do implante de fibroblastos cardíacos, previamente 

transfectados com o gene MyoD (myogenic determination factor), representa uma 

alternativa para melhorar a função cardíaca pós-infarto, uma vez que estas células, ao 

expressarem este transgene passariam por um processo de diferenciação celular, isto é, 

fibroblastos cardíacos seriam transformados em cardiomiócitos. Entretanto, a freqüência 

da diferenciação celular foi baixa (Murry et al.,1996). 

Outra abordagem que vem sendo utilizada em terapia gênica é a introdução de 

dois vetores virais no mesmo tecido. Jones et al (2001) observaram que após injeção 

destes vetores em um modelo animal de úlcera gástrica resultou na expressão transitória 

de ambos os transgenes, levando a uma cicatrização mais rápida, formação de vasos 
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mais maduros e reparo mais adequado da anatomia glandular gástrica. Este estudo 

mostra a possibilidade do uso concomitante de dois vetores virais e consequentemente 

de dois tipos de fatores: angiogênicos e de crescimento. Assim, a administração 

simultânea de vetores virais como, por exemplo, de VEGF e IGF-1, tem o potencial de 

desenvolver circulação colateral com vasos íntegros e bem formados, significando um 

ganho potencial na recuperação do coração. 

 

 

1.6. A TERAPIA GÊNICA ASSOCIADA À TERAPIA CELULAR. 

  

 

 Outra estratégia utilizada para reparo funcional do tecido cardíaco é o 

transplante celular utilizando, por exemplo, mioblastos esqueléticos (Udelson et 

al.,2000; Freedman & Isner 2002; Becker et al.,2006), células musculares lisas (Lee et 

al.,2000), células hematopoiéticas de medula óssea (Penn et al.,2002), e células tronco 

de medula óssea (Penn et al.,2002). Com o objetivo de diminuir a lesão isquêmica 

miocárdica, seria importante, além de repovoar o tecido cardíaco com o transplante 

celular, produzir novos vasos ao redor da área isquêmica.  

 Uma estratégia muito promissora é a associação de terapia celular com a terapia 

gênica, considerando a redução da possibilidade da interação do vírus com as células do 

próprio tecido e com o organismo.  

 Dados de nosso laboratório demonstraram que mioblastos esqueléticos 

superexpressando VEGF diminuem a lesão causada pelo infarto do miocárdio através da 

indução de novos vasos na área infartada (Becker et al.,2006). Apesar da existência do 
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grande número de estudos utilizando mioblastos esqueléticos e células de medula óssea, 

existem poucos estudos em que o fibroblasto é utilizado. 

 No tecido cardíaco, os cardiomiócitos correspondem a 30-40% do número total 

de células residentes, sendo que a maioria das células remanescentes são 

predominantemente fibroblastos (Camelliti et al.,2005). 

 Recentemente, vários estudos indicaram que a morte dos fibroblastos pode estar 

envolvida em disordens cardíacas, como a cardiomiopatia dilatada (Kohl et al.,2005; 

Squires et al.,2005; Freedman & Isner, 2002). 

 O uso de fibroblastos cardíacos pode ser considerado como uma estratégia 

interessante, já que estas células são de fácil obtenção, são transduzidas facilmente por 

vetores adenovirais e podem ser administradas em pacientes sem terapia 

imunossupressora (Johnsson et al.,2004; Johnsson et al.,2005). 

 



2 . Objetivos
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O objetivo deste estudo foi avaliar a capacidade de fibroblastos geneticamente 

modificados para expressar VEGF e ou IGF-1 na estimulação da angiogênese e 

vasculogênese no tecido cardíaco isquêmico e assim atenuar os efeitos associados à 

lesão de isquemia e reperfusão e lesão de isquemia permanente no rato.  

 

Especificamente: 

 

 

1. Avaliar o aumento da densidade capilar e vascular e os efeitos sobre a extensão e 

progressão do infarto do miocárdio, através do implante de fibroblastos cardíacos 

transfectados com vetor adenoviral contendo VEGF e em combinação com IGF-1. 

 

2. Utilizar os modelos de isquemia seguida de reperfusão, e o de isquemia permanente 

no miocárdio de ratos e avaliar a resposta cardíaca à terapia celular e de células 

modificadas por vetor adenoviral. 

 

 

 



3 . Materiais e Métodos
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3.1.  Vetores Virais. 

 

 

Foram utilizados os seguintes vetores virais: 

 

 

• AdRSVLacZ e AdRSVVEGFP 

 

 

Os vetores adenovirais do tipo V contêm na região E1 de seu genoma o cDNA do 

gene da enzima de expressão nuclear beta galactosidase (AdRSVLacZ) da Escherichia 

coli ou, no caso do AdRSVVEGFP, simultaneamente o gene de expressão nuclear do 

fator angiogênico VEGF e o gene repórter da expressão de membrana EGFP, precedido 

pelo promotor RSV (Rous sarcoma virus) que foram gentilmente cedidos pelo Prof. Dr 

Carlos Frederico Martins Menck, ICB-USP/SP (Davidson et al.,1994). 
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• AdCMVIGF-1EGFP e AdCMVNull 

 

 

O vetor adenoviral do tipo V contêm na região E1 de seu genoma 

simultaneamente os cDNAs do gene do fator de crescimento IGF-1 e o gene repórter da 

expressão de membrana EGFP (AdCMVIGF-1EGFP). Já, o vetor adenoviral 

AdCMVNull não apresenta cDNA na região E1 de seu genoma, sendo considerado um 

“Vetor Fechado”. Ambos os vetores virais são precedidos pelo promotor CMV 

(Citomegalovírus) e foram construídos em nosso laboratório. 

 

 

AdCMVIGF-1/EGFP 

 

 

O vetor AdCMVIGF-1/EGFP foi construído em nosso laboratório a partir do vetor 

pSKSP-IGF-1 cedido gentilmente por Dr Fred H. Gage (Laboratory of Genetics, The 

Salk Institute for Biological Studies, USA).  

O cDNA do gene do IGF-1 humano foi liberado do vetor pSKSP utilizando-se as 

enzimas de restrição Kpn I e Sac II (Figura 1A). O inserto resultante de 800pb foi 

clonado no sentido senso ao promotor forte do citomegalovirus CMV e anterior à 

seqüência IRES (Internal Ribosome Entry Site do vírus da encefalomiocardia - ECMV), 

no sitio de múltipla clonagem (MCN) do vetor pSHIRES-EGFP (Figura 2  A e B) (Lima-

Bessa et al.,2006). O plasmídeo resultante da clonagem anterior, contendo o IGF-1 foi 
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digerido com SST II originando um fragmento de 6.3Kb (vetor + inserto linearizado) 

(Figura 1B). Este plasmídeo apresentava o cDNA do IGF-1 seguido da seqüência IRES, 

do cDNA da proteína verde fluorescente intensificada (EGFP) e da seqüência poli A de 

SV40. Esta construção permitiu que o IGF-1 e o gene repórter EGFP fossem expressos a 

partir de um mesmo mRNA bicistrônico (Jackson et al.,1990) (Figura 2). A construção 

resultante desta clonagem foi submetida a uma dupla digestão com as enzimas (PI-Sce I e 

I-Ceu I), liberando o inserto com o cassete de expressão, gerando um fragmento que foi 

clonado no vetor pAdeno X (Adeno-XTM Expression System, da Clontech® - adenovírus 

tipo 5) (Figura 1C). O produto da clonagem anterior foi digerido com SwaI a fim de 

linearizar os vetores não-recombinantes. A construção adenoviral recombinante foi então 

clivada com a enzima Pac I para expor as ITRs (Inverted Terminal Repeats) e o sinal de 

encapsidação do adenovírus, além da eliminação de seqüências bacterianas. Cinco 

microgramas do produto da digestão enzimática anterior foi tranduzida em 1x106 células, 

oriundas de rim de embrião humano (293 HEK). Estas células possuem a região E1A do 

adenovírus tipo 5, integrado em seu genoma, o que permitiu o empacotamento e a 

replicação das partículas virais. O método de transdução utilizado foi o de precipitação 

com fosfato de cálcio (CalPhos Mammalian Transfection Kit-Clontech®. Durante um 

período de 10 dias, as células transduzidas foram observadas em microscópio de 

fluorescência para detecção da expressão de EGFP e ocorrência de efeito citopático 

(CPE). O material obtido da cultura celular, contendo os vírus recombinantes 104 

partículas virais/mL foi adicionado em tubos de congelamento e estocado a – 80˚C. Esse 

procedimento foi realizado conforme metodologia descrita por Mizuguchi et al (1998 e 

1999) (Figura 2 A e B - Representação esquemática de todas as etapas da obtenção do 

vetor viral). 
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Figura 1. (A) Representa gel de eletroforese da digestão do vetor pSKSP- IGF-1 com as 
enzimas de restrição Kpn I e Not I, liberando fragmento de aproximadamente 800pb. 
DNA Ladder de 100pb foi utilizado como marcador de peso molecular; ND = não 
digerido; D = Digerido. (B) Representa gel de eletroforese dos clones da ligação do vetor 
pSHIRES + IGF-1 com as enzima de restrição SSTII. A linearização do vetor pSHIRES 
+ IGF-1 deu origem a um fragmento de 6.3Kb. DNA Ladder de 1kb foi utilizado como 
marcador de peso molecular; ND = não digerido; D = Digerido. (C) Representa gel de 
eletroforese da digestão da ligação do vetor pSHIRES + IGF-1 com as enzima de 
restrição PI-Sce I e I Pceu I. A linearização do vetor pSHIRES + IGF-1 deu origem a um 
fragmento de 2.1Kb. DNA Ladder de 1000pb foi utilizado como marcador de peso 
molecular; ND = não digerido; D = Digerido. 
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B 

 
 

 

Figura 2: (A) Representação esquemática das etapas da clonagem do IGF-1 nos 
diferentes vetores (pSHIRES e pAdeno X), bem como da obtenção das partículas virais 
em células 293 HEK. (B) Esquematização da construção do IGF-1 /EGFP.  
 

 

• Propagação dos vetores virais 

 
 
 

A trandução dos vetores virais (utilizados neste trabalho) em células 

empacotadoras (HEK 293) resultou em alterações morfológicas que foram visualizadas 

em microscópio óptico. As alterações morfológicas, denominadas de efeito citopático, 

foram observadas após 48 horas da transdução. Como controle da eficiência da trandução 

foram utilizadas células HEK 293 mantidas sob as mesmas condições experimentais, 

exceto pela ausência do vetor viral (exemplo de infecção viral pelo AdCMVIGF-1EGFP, 

Figura 3). 
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Figura 3: O quadro (A) representa o efeito citopático causado pela transdução do vetor 
em células HEK293. O quadro (B) representa as células HEK293 observadas em 
microscópio de fluorescência.  
 

 

 

• Titulação Viral 

 

 

O titulo das soluções estoque de vírus, expresso em gtu/mL (gene transfer unit) foi 

aproximadamente de 1x109 gtu/mL. A concentração da solução contendo os vetores 

virais (Ad5CMVIGF1/EGFP) foi capaz de infectar 100% das células satélites a serem 

implantadas no coração de rato após 12 horas de contato (vírus/célula). A constatação da 

infecção foi realizada a partir da visualização da proteína verde fluorescente (EGFP) 

através de observação direta em microscópio de fluorescência. A obtenção de soluções de 

alto título é de grande importância quando se utiliza vetor viral para transdução ex vivo, 

pois o nível de expressão gênica in vivo depende do número de células modificadas, 

portanto a taxa de transferência gênica depende quase que exclusivamente do título viral.  

 

 

A BA B
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3.2. Animais. 

 

 

Foram utilizados ratos isogênicos machos Lewis, provenientes do Centro 

Multidisciplinar para Investigação Biológica (CEMIB – UNICAMP) com idade entre 10 - 

14 semanas. Para a obtenção da cultura primária de fibroblastos cardíacos e provenientes 

de músculo esquelético e mioblastos esqueléticos foram utilizados ratos Lewis adultos 

com peso entre 300 e 350g. Os animais foram mantidos em biotério de manutenção do 

Instituto do Coração (INCOR) da FMUSP, com temperatura ambiente entre 22-24°C e 

com luz controlada em ciclo de 12 horas (claro-escuro). 

 

 

3.3.  Cultura primária de fibroblastos cardíacos e de músculos esqueléticos de 

ratos adultos. 

 

 

Em cada extração de fibroblastos cardíacos e de músculos esqueléticos foram 

utilizados de 5 a 6 ratos adultos Lewis que foram submetidos à eutanásia por overdose 

anestésica com pentobarbital sódico (80mg/kg). Após constatação da parada cardíaca, os 

animais foram posicionados em decúbito dorsal e uma incisão cutânea transversal foi 

feita estendendo-se por todo tórax do animal ou estendendo-se pelos membros inferiores; 

o coração ou os músculos gastrocnêmios foram retirados e transferidos para um tubo 
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plástico contendo solução gelada de PBS/PS. Os corações e músculos foram transferidos 

para placa de petri em fluxo laminar e seccionados. Para fibroblastos cardíacos, o tecido 

seccionado foi transferido para tubo plástico contendo solução de colagenase tipo 2 e 

tripsina e mantido sob agitação a 37°C por períodos de trinta minutos ou até completa 

dissociação do tecido cardíaco. Após cada período de incubação o sobrenadante foi 

recuperado e acrescido de 1mL de FBS. Esta suspensão de células foi submetida à 

centrifugação a 1500 rpm por 5 minutos em temperatura ambiente e o precipitado obtido 

de cada etapa foi ressuspendido em DMEM acrescido de 15% de FBS e posteriormente 

transferido para garrafa de 75cm2 mantida em atmosfera úmida contendo 5% de CO2 a 

37°C. Após 24 horas, o meio de cultura foi substituído por DMEM suplementado com 

15% de FBS.  

Para fibroblastos de músculos esqueléticos, o tecido seccionado foi transferido 

para uma garrafa de cultura de 25 cm2 contendo 0,2% de colagenase tipo 2 e mantido 

37°C por período de 45 minutos, seguido de uma incubação de 0,1% de tripsina por 45 

minutos em 37°C. O tecido então foi triturado vigorosamente  e passado por um filtro de 

70 μm, e as células coletadas foram centrifugadas e plaqueadas em DMEM suplementado 

com 15% de FBS   por 1 hora a 37°C. Após 1 hora o meio de cultura foi trocado e as 

células aderidas foram mantidas em cultura. 
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3.4.  Cultura primária de mioblastos de músculos esqueléticos de ratos adultos. 

 

 

Para a obtenção da cultura primária de mioblastos foram utilizados ratos 

isogênicos Lewis adultos, que foram anestesiados com solução de pentobarbital e 

retirados os músculos extensores laterais da coxa (ELC), que foram colocados em tubos 

cônicos contendo HBSS estéril. Sob o fluxo laminar, foi feito uma dissecção mais fina, 

excluindo todos os tecidos não musculares e incubados os músculos com colagenase  

200U/mL, diluída em DMEM (sem soro), em placa de Petri a 37°C por 1 hora. Logo 

após, as fibras foram dissociadas mecanicamente, e as amostras lavadas com HBSS, 

centrifugadas e ressuspendidas em DMEM 15% FBS. Após 2 ou 3 dias, as fibras foram 

transferidas para tubo cônico e centrifugadas a 1500 rpm por 5 minutos. Após esta etapa, 

as células foram recultivadas em DMEM 15% FBS. Após seis dias de cultivo o meio de 

cultura foi trocado para DMEM 10:2 ou 5:1 (FBS). 

 

 

 
3.5. Infecção celular. 

 

 

Fibroblastos cardíacos ou esqueléticos e mioblastos esqueléticos mantidos em 

cultura, em garrafas de 150mm2, sob confluência de 80-90% foram infectados com 
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solução estoque de vírus (AdRSVVEGFP ou AdCMVNull ou AdCMVLacZ ou 

AdCMVIGF-1EGFP). O procedimento de infecção celular foi realizado a partir da 

substituição do meio de cultura das células por 2,5mL de solução estoque de vírus 

(DMEM + partículas virais) e mantidos por 12 horas em atmosfera úmida contendo 5% 

de CO2 a 37°C.  

 

 

3.6. Fluorescência. 

 

 

As culturas primárias de fibroblastos cardíacos e esqueléticos e mioblastos 

cultivadas em garrafas de 75cm2 e infectadas com AdRSVVEGFP ou AdCMVIGF-

1EGFP foram observadas em microscópio de fluorescência (395/470nm). 

 

 

3.7. Enzyme-linked immunoabsorbent assay (ELISA). 

 

 

Para dosagem de VEGF e IGF-1 foi utilizado o método enzyme-linked 

immunoabsorbent assay (ELISA) de captura (R&D System, Inc., Minneapolis, USA). 

Este ensaio foi realizado em amostras de meio de cultura proveniente de fibroblastos 

cardíacos transduzidos ou não com AdCMVVEGFP e AdCMVIGF-1EGFP. Placas com 

96 poços foram sensibilizadas com 100 μL de anticorpo monoclonal anti-human VEGF e 

IGF-1 e incubadas por 18 horas à 4oC.  
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Posteriormente, a placa foi bloqueada, para evitar ligações inespecíficas com 300 

μL de solução de bloqueio (BSA 2%) e incubada por 2 horas à 37oC. Após o bloqueio, 

foram adicionados 100 μL por poço das amostras e dos padrões diluídos previamente em 

PBS. Em dois poços foram colocados somente PBS para caracterização do branco. A 

placa foi incubada por 18 horas à 4oC.  

Após incubação, foram adicionados 100 μL do anticorpo conjugado (Anticorpo 

anti-human Biotinilado) na concentração estabelecida e o material incubado por 3 horas à 

37oC. Posteriormente, foram adicionados 100 μL de Streptoavidina HRP (1:250) por 

poço e incubado por 30 minutos à 37oC. A cada etapa a placa foi lavada com tampão de 

lavagem (PBS + Tween 20) por 6 vezes.  

A revelação foi realizada através da adição de 100 μL/poço de solução de H2O2 e 

tetrametilbenzidina, incubando-se de 5 a 60 minutos a 37oC. A reação foi interrompida 

com 50 μL de H2SO4 30% por poço sob agitação lenta. A leitura foi feita em leitor de 

ELISA (Power Wave, Bio-tek) utilizando filtro de 450 nm. 

 

 

3.8. Ensaio de imunofluorescência para detecção das proteínas hVEGF e hIGF-1 em 

fibroblastos cardíacos modificados com os respectivos vetores virais. 

 

 

Para a detecção de das proteínas hVEGF e hIGF-1 em fibroblastos cardíacos em 

cultura foram utilizadas as referidas células na primeira passagem e plaqueadas sob 

confluência de 70% sob lamínulas de vidro previamente gelatinizadas.  
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Numa segunda etapa, as lamínulas foram lavadas com tampão PBS (0,1M pH 4,0) 

por três vezes consecutivas e fixadas com paraformoldeído a 4% por 10 minutos a 4°C. 

Em seguida, foram lavadas novamente com tampão PBS (0,1M pH 4,0) por três vezes 

consecutivas. Aí então, as células foram permeabilizadas em PBS NP-40 (Nonidett-40 - 

SIGMA) a 0.1% por 30 minutos a 37°C, e lavadas novamente com tampão PBS (0,1M 

pH 4,0) por três vezes consecutivas.  

 Após esta etapa, foi adicionado sobre as lamínulas um volume de 200µL de PBS 

+ BSA 1% (Bovine Seric Bovine-SIGMA) e assim mantidos por 30 minutos a 37°C. A 

solução foi aspirada e as lamínulas incubadas com o anticorpo primário anti-human 

VEGF ou anti-human IGF-1(ambos R&D) na diluição de 1:400, e mantidos por 18 horas 

em câmara úmida a 4°C. 

Após o período de incubação anteriormente descrito, as lamínulas foram lavadas 

com PBS (0,1M pH 4,0) por 4 vezes e incubadas com o anticorpo secundário CY3 

(SIGMA), na diluição de 1:700 por 1hora. Novamente as lâminas foram lavadas com 

PBS por 4 vezes e mantidas em solução  PBS (0,1M pH 4,0) + DAPI (1%). 

As lamínulas foram observadas em microscópio de fluorescência ligado a sistema 

de digitalização de imagem (Leica Imaging Systems) e as imagens digitalizadas dos 

corações foram analisadas com uso de um software (ImageQuant - Leica). 
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 3.9. Ensaio Colorimétrico. 

 

 

Culturas primárias de mioblastos e fibroblastos infectados com AdRSVLacZ 

foram incubadas por 10 minutos com uma solução de glutaraldeído (10%) e formaldeído 

(0,2%). A solução utilizada na etapa anterior foi retirada e substituída por uma solução de 

PBS. Numa segunda etapa, as garrafas, contendo as células, foram incubadas com uma 

solução contendo: 0,1% Xgal; 5mM K4Fe(CN)6 de potássio; 2mM de K3Fe(CN)6 e 2mM 

MgCl2 ao abrigo da luz e por um período de doze horas. Após este período, as células 

foram observadas em microscópio óptico. Este mesmo ensaio foi realizado em lâminas 

contendo amostras de coração de rato submetido ao transplante celular.  

 

 

3.10. Implante celular. 

 

 

Fibroblastos cardíacos mantidos em atmosfera úmida contendo 5% de CO2 a 37°C 

infectados com AdRSVVEGFP ou AdCMVNull ou AdCMVIGF-1EGFP, foram 

“descolados” da matriz através da substituição da solução estoque de vírus por uma 

solução de tripsina. A suspensão celular obtida foi submetida à centrifugação por 5 

minutos a 1500 rpm em temperatura ambiente. O precipitado foi ressuspendido em 1mL 

de DMEM e o número de células foi estimado através do método de exclusão por Tripan 
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Blue. Alíquotas de 0,1mL de DMEM contendo 1x106 células foram destinadas ao 

implante em corações de rato Lewis (12  semanas de idade). Fibroblastos obtidos de 

musculatura esquelética e mioblastos esqueléticos foram submetidos ao mesmo 

protocolo, entretanto o vetor adenoviral utilizado foi o AdRSVLacZ. No grupo controle 

os animais foram submetidos ao implante do veículo empregado (Figura 4).  

 

 

 

 

Figura 4: A figura mostra o procedimento cirúrgico no momento da injeção de veiculo 
ou do implante celular.  
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3.11. Dosagem da atividade da enzima β-galactosidase. 

 

 

Amostras obtidas de corações submetidos ou não ao implante celular foram 

homogeneizadas com tampão de lise. O homogenato foi submetido à centrifugação por 5 

minutos a 200g a 4°C. O sobrenadante foi transferido para tubos tipo “eppendorf”, 

devidamente identificados. Em tubos apropriados foram transferidos 5μL de cada 

amostra obtida na etapa anterior, e 200μL de galacton -pH 8,3 - incubando-se esta 

solução por 45 minutos. Ao final do período de incubação, foram adicionados 300μL de 

solução contendo “Green Chemiluminescence amplifier” e em seguida realizou-se a 

leitura da emissão de luz de cada amostra (Analytical Luminescence Laboratory 

Monolight 2010, USA).  

Os valores obtidos foram normalizados pelo peso da amostra.  

 

 

 

 

 

 

Serão apresentados a seguir: 

 

 

Foram realizados 2 estudos: O primeiro denominado Experimento 1 (“Proof of Principle”) – Teste de 
fisibilidade e o segundo denominado Experimento 2 – Teste de eficácia terapêutica.
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Experimento 1 (“Proof of Priciple”) – Teste de fisibilidade 

 

 

 

 

 

 

Grupos experimentais 1: 

▪ Grupo controle: injeção de veículo (Veículo). 

▪ Grupo com implante de fibroblastos cardíacos (Célula). 

▪ Grupo com implante de fibroblastos cardíacos transfectados com AdCMVNull (Null). 

▪ Grupo com implante de fibroblastos cardíacos transfectados com AdRSVVEGFP 

(VEGF). 

 

Experimento 2 – Teste de eficácia terapêutica 
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Grupos experimentais 2: 

▪ Grupo controle: injeção de veículo (Veículo). 

▪ Grupo com implante do polímero de fibrina (Cola) 

▪ Grupo com implante de fibroblastos cardíacos transfectados com AdCMVNull (Null) 

ressuspendidas em polímero de fibrina . 

▪ Grupo com implante de fibroblastos cardíacos transfectados com AdCMVIGF-1EGFP 

(IGF-1) ressuspendidas em polímero de fibrina . 

▪ Grupo com implante de fibroblastos cardíacos transfectados com AdRSVVEGFP 

(VEGF) ressuspendidas em polímero de fibrina . 

▪ Grupo com implante de fibroblastos cardíacos transfectados com AdRSVVEGFP  e 

AdCMVIGF-1EGFP (IGF-1+VEGF) ressuspendidas em polímero de fibrina . 

 

 

3.12.  Lesão miocárdica por isquemia seguida de reperfusão – Experimento 1 

(“Proof of Principle”) – Teste de fisibilidade. 

 

 

Sete dias após o implante de 1x106 de fibroblastos cardíacos transduzidos ou não 

com AdRSVVEGFP, AdCMVNull ou AdCMVIGF-1EGFP, os animais foram 

submetidos à anestesia com uma solução de Ketalar® (80mg/Kg) + Rompun® 

(12mg/Kg) por via intraperitoneal e submetidos novamente à respiração artificial. A 

ventilação foi mantida constante em uma freqüência de 70mL/min e volume de 2,5mL. 

Em seguida, os animais foram submetidos à toracotomia esquerda no terceiro espaço 

intercostal, a artéria coronária foi identificada e ligada por um período de 45 minutos, 
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processo que leva à lesão miocárdica. Após este período, a ligadura foi desfeita, e foi 

dado início a reperfusão. A incisão no tórax foi fechada e o ar do espaço pleural 

removido.  

 

 

3.13.Lesão miocárdica por Ligadura permanente - Experimento 2 – Teste de 

eficácia terapêutica. 

 

 

Os animais foram submetidos à anestesia com uma solução de Ketalar® 

(80mg/Kg) + Rompun® (12mg/Kg) por via intraperitoneal e submetidos à respiração 

artificial. A ventilação foi mantida constante em uma freqüência de 70mL/min e volume 

de 2,5mL. Em seguida, os animais foram submetidos à toracotomia esquerda no terceiro 

espaço intercostal, a artéria coronária foi identificada e ligada processo que leva à lesão 

miocárdica. A incisão no tórax foi fechada e o ar do espaço pleural removido.  

 

 
 

3.14. Estudo morfológico por ecocardiograma. 

 
 
 
 O ecocardiograma (ECO) foi utilizado no Experimento 2 – Teste de eficácia 

terapêutica para estimativa do tamanho do infarto do miocárdio (IM), nas primeiras 24 

horas pós-lesão – como critério de inclusão, onde animais com IM entre 20-40% de área 

acinética ou hipocinética entraram para o estudo, e também para análises de morfologia 
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cardíaca 30 dias pós-implante celular. Após anestesia e tricotomia da face anterior do 

tórax, os animais foram posicionados em decúbito lateral esquerdo e três eletrodos 

colocados nas patas para obtenção do traçado eletrocardiográfico simultâneo à imagem 

ecocardiográfica.  

 O exame foi realizado segundo técnica também já consolidada (Moises et 

al.,2000; Bonilha et al.,2005), com aparelho SONUS 5500®, que permite obtenção de 

imagens cardíacas em tempo real nos modos mono e bidimensional, além da velocidade 

de fluxo por efeito doppler espectral, com profundidade de 3,0 cm e transdutor de 12 

Mhz. As imagens em cortes transversais do ventrículo esquerdo foram gravadas em fitas 

de vídeo para posterior análise.  

 Foram utilizadas as janelas paraestenal esquerda (corte longitudinal e 

transversal) e apical (quatro câmaras e duas câmaras). Foram realizadas as seguintes 

medidas de análise pelo modo-M: diâmetros do VE ao final da diástole (DDVE) e ao 

final da sístole (DSVE). O tamanho do infarto (TI) foi avaliado pela medida do 

comprimento das regiões acinética e/ou hipocinéticas (RAH) das paredes ventriculares, e 

expresso como percentagem do perímetro total do contorno endocárdico (PE) em três 

cortes transversais do VE (nível das bordas das cúspides da valva mitral, dos músculos 

papilares e da região apical). Este método foi previamente validado Moises et al. (2000) 

utilizando a fórmula: 

    

 

     TI = (RAH / PE) 100 
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3.15. Estudo hemodinâmico da função cardíaca. 

 
 
 

 Após avaliação ecocardiográfica (Experimento 2 – Teste de eficácia terapêutica), 

foram realizados os estudos hemodinâmicos com os animais aquecidos (±37o C), 

mantidos sob plano anestésico adequado com uretana (1,2g/Kg, iv, Sigma, MO, USA), e 

ventilação mecânica (freqüência: 100 movimentos/minuto e volume corrente: 10mL/Kg) 

enriquecida com oxigênio (0,6 a 0,8 L/min). A veia femoral direita foi cateterizada para 

manutenção do plano anestésico e adminstração de fármacos e reposição hidrossalina. 

Um micromanômetro Millar (MikroTip® 2F, Millar Instruments Inc., Houston, TX, 

USA) teve sua extremidade distal posicionada dentro da cavidade ventricular esquerda a 

partir de cateterismo da carótida comum direita para medida da pressão intraventricular. 

Após toracotomia direita (3o espaço intercostal) e cuidadosa dissecção da aorta 

ascendente, foi posicionado um sensor de fluxo (Transonic Flowprobe, Transonic 

Systems Inc. NY, USA), devidamente conectado ao sistema de interface para 

amplificação da medida do fluxo na aorta (Small Animal Blood Flow Meter – T206, 

Transonic Systems Inc. NY, USA). 

  Os dados obtidos por um software AcqKnowledge® 3.7.5. (Biopac Systems Inc., 

CA, USA) de pressão intraventricular e fluxo aórtico, possibilitaram computar os valores 

instantâneos de: pressões ventriculares sistólica (PSVE) e diastólica final (PDfVE em 

mmHg), freqüência cardíaca (em batimentos por minuto, bpm), primeira derivada 
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temporal de pressão positiva e negativa (dP/dt em mmHg/s), débito cardíaco (DC, em 

mL/min) e volume sistólico ejetado (VSE, em µL), além de calcular os valores indexados 

de ejeção pelo peso de cada animal: Índice cardíaco e índice de volume sistólico ejetado 

(débito cardíaco e volume sistólico ejetado divididos pelo peso do animal em 

quilogramas, iC e iVSE, respectivamente) e índice do trabalho sistólico (iTS, em gm-

m/Kg/batimento), dado pela fórmula: 

 

 

    iTS = (PSVE – PDfVE) x (iVSE) x 0,0136 

 

 

 A avaliação hemodinâmica dos grupos experimentais foi feita sob condições basais e 

durante indução de sobrecarga pressórica súbita, com injeção de fenilefrina (25-75 µg/kg, 

i.v. in bolus, Sigma, St. Louis, MO, USA) suficiente para elevar a pressão sistólica em 50 

a 60% da basal. A análise posterior dos dados permitiu correlacionar as diferentes 

variáveis anteriormente mencionadas, permitindo avaliar a capacidade de ejeção cardíaca 

em condições basais e de sobrecarga pressórica. 

 
 
 
3.16. Avaliação Morfométrica. 

 

 

Os animais foram anestesiados com injeção intraperitoneal de pentobarbital 

sódico (80 mg/kg) e posicionados em decúbito dorsal quando uma incisão cutânea 
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transversal foi feita estendendo-se do abdome ao tórax do animal. O coração foi exposto e 

o animal foi perfundido sob pressão constante de 80 – 90 mmHg com solução fisiológica 

contendo KCl (14mM). Após a constatação da parada cardíaca, a solução fisiológica foi 

substituída por uma solução de formol tamponado a 4%. O coração foi retirado e mantido 

por 24 horas em formol tamponado. Após este período, os corações foram seccionados e 

dispostos em cassetes plásticos do tipo processador/inclusor. Os cassetes foram 

processados em aparelho autotécnico com ciclo total de 12 horas para a desidratação, 

diafanização e parafinização do material. Os tecidos incluídos em parafina foram 

cortados em micrótomo (3μm de espessura) e dispostos em lâminas. As lâminas foram 

observadas em microscópio ligado a sistema de digitalização de imagem (Leica Imaging 

Systems) e as imagens digitalizadas dos corações foram analisadas com uso de um 

software (ImageQuant - Leica).  

 

 

 

3.17. Ensaio imunohistoquímico para detecção das proteínas hVEGF  e hIGF-1 em 

tecidos de corações de rato. 

 

 

Para a detecção da proteína humana de VEGF em corações de ratos dos diferentes 

grupos experimentais de ambos os desenhos estudados, foram utilizados cortes 

histológicos preparados adequadamente em blocos de parafina, onde foi realizado o 

processo de recuperação antigênica. 
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A recuperação antigênica foi realizada em lâminas desparafinadas em panela 

especial para obtenção de vapor com tampão citrato pH 6,0 por 40 minutos. Após este 

período, as lâminas foram mantidas por 40 minutos em temperatura ambiente. 

Numa segunda etapa, as lâminas foram lavadas com tampão PBS (0,1M pH 4,0) 

por três vezes consecutivas e mantidas em H2O2 a 3% por 20 minutos. Em seguida foi 

adicionado sobre o tecido um volume de 5µL de soro normal e assim mantidos por 30 

minutos. O soro foi aspirado e as lâminas incubadas com os anticorpos primários anti-

humano VEGF na diluição de 1:200, ou o anti-humano IGF-1 na diluição de 1:200 

(Ambos,  R&D) e mantidos por 2 horas em câmara úmida. 

Após o período de incubação anteriormente descrito, as lâminas foram lavadas 

com PBS (0,1M pH 4,0) por 2 vezes e depois lavadas com TBST (Tris – HCl 0,05M pH 

7,4) e incubadas com o anticorpo secundário universal por 30 minutos. Novamente as 

lâminas foram lavadas com PBS por 2 vezes e 1 vez com TBST e incubadas com o 

complexo avidina-biotina-peroxidase por 30 minutos e lavadas novamente com PBS por 

3 vezes e mantidas em PBS 0,1M pH 7,4. 

Finalmente as lâminas foram incubadas com DAB por 5 minutos, lavadas em água 

corrente e contracoradas com Hematoxilina de Harris sem ácido por 30 segundos, 

azuladas com água amoniacal, lavadas, desidratadas em álcoois, diafanizadas com Xilol e 

montadas em Permaunt (Fisher®). 

As lâminas foram observadas em microscópio ligado a sistema de digitalização de 

imagem (Leica Imaging Systems) e as imagens digitalizadas dos corações foram 

analisadas com uso de um software (ImageQuant - Leica). 
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3.18. Determinação da densidade capilar. 

 

 

A densidade capilar no VE dos diferentes grupos experimentais foi quantificada 

em cortes submetidos à coloração de PAS (ácido periódico de Schiff). Foi realizada a 

contagem do número absoluto de capilares, contados em campos aleatórios (entre 15 a 25 

campos) do espaço determinado para análise, e a densidade foi calculada em função do 

número de campos analisados e da área de cada campo. A densidade capilar foi 

representada em numero de capilares/mm2. O espaço para a análise foi delimitado pelas 

regiões ântero septal (no sulco interventricular) e parede lateral. 

 

 

 

3.19. Ensaio de imunofluorescência para detecção de vasculogênese em tecidos de 

corações de rato. 

 

 

Para a detecção de vasculogênese em corações de ratos dos diferentes grupos 

experimentais foram utilizados cortes histológicos preparados adequadamente em blocos 

de parafina. 

As lâminas foram lavadas com tampão PBS (0,1M pH 4,0) por três vezes 

consecutivas e em seguida foi adicionado sobre o tecido um volume de 5µL de soro 
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normal e assim mantidos por 30 minutos. O soro foi aspirado e as lâminas incubadas com 

o anticorpo primário anti-mouse SMA (anti-mouse smooth muscle actin) (SIGMA) na 

diluição de 1:400, e mantidos por 18 horas em câmara úmida a 4°C. 

Após o período de incubação anteriormente descrito, as lâminas foram lavadas 

com PBS (0,1M pH 4,0) por 2 vezes e incubadas com o anticorpo secundário CY3 

(SIGMA), na diluição de 1:700 por 1hora. Novamente as lâminas foram lavadas com 

PBS por 2 vezes e incubadas com um segundo anticorpo primário anti –rabbit VWF 

(anti-rabbit Von Willebrand factor)  (SIGMA) por 18 horas  e lavadas novamente com 

PBS por 3 vezes e mantidas em PBS 0,1M pH 7,4. 

Finalmente as lâminas foram incubadas com o segundo anticorpo secundário 

FITC (SIGMA), na diluição de 1:50 por 1 hora e lavadas novamente com PBS 0,1M pH 

7,4 por 3 vezes.  Em seguida, as lâminas foram montadas em glicerol Azida 0.1% + 

DAPI 1%. 

As lâminas foram observadas em microscópio de fluorescência ligado a sistema 

de digitalização de imagem (Leica Imaging Systems) e as imagens digitalizadas dos 

corações foram analisadas com uso de um software (ImageQuant - Leica). 

 

 

3.20.  Determinação da área do infarto e da área de colágeno. 

 

 

A área do infarto nos diferentes grupos experimentais foi calculada em cortes 

submetidos à coloração de tricrômio de masson (azul) ou à coloração de picrosírius red 

(vermelho vibrante) e definida como porcentagem do ventrículo esquerdo positivo para 
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marcação de colágeno (em ambas as colorações), indicando a presença e a extensão de 

zona cicatricial em relação à área total do ventrículo esquerdo (exemplo de medida pela 

coloração de tricômio de masson azul, Figura 5).  

 

 

 

Figura 5: Pode-se observar a marcação em roxo da área normoperfundida, e em azul a 
marcação de zona positiva para colágeno (coloração por masson azul). No segundo 
quadro está a quantificação da área total e no terceiro, da área de infarto. 
 
 
 
 
3.21. Extração de RNA. 

 

 

Para isolar o RNA total de ventrículo esquerdo e direito, as amostras pesando 

entre 0,2 e 0,5 g foram homogeneizadas em Trizol®Reagent. A partir desta etapa, segue-

se o protocolo de extração de RNA, conforme instruções do fabricante. O RNA total 
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extraído foi tratado com 10 U de deoxiribonuclease ribonuclease (RNase)-free por 1 hora 

a 37°C. Após o tratamento, foi realizado uma extração com igual volume de mistura 

contendo fenol-clorofórmio-álcool isoamílico na proporção de 25:24:1, seguida por 

precipitação com 0,2 M de acetato de sódio e 2 volumes de etanol absoluto. O RNA 

precipitado foi lavado com etanol 70% para eliminar resíduos de fenol e sal, e 

solubilizado em água tratada com DEPC. A concentração das amostras de RNA total foi 

determinada por espectrofotometria no comprimento de onda de 260 nm. A integridade 

das amostras foi verificada através de eletroforese em gel de agarose 1%, contendo 0,5 

μg/mL de brometo de etídeo. O gel foi imerso em tampão TAE 1X e a eletroforese 

realizada a 100 Volts por aproximadamente 45 minutos. O Trizol®Reagent, uma solução 

monofásica de fenol e guanidina isotilcianato corresponde a uma variação do método 

desenvolvido por Chomczynski e Sacchi (1987).  

 

 

3.22. Transcrição Reversa (RT). 

 

 

Para a síntese do cDNA foram utilizados 5 μg de RNA total, extraído de amostras 

de ventrículo esquerdo e direito de animais submetidos ao implante de fibroblastos 

cardíacos transfectados ou não com AdCMVVEGFP – Experimento 1 (“Proof of 

Priciple”)- teste de fisibilidade. As amostras foram incubadas com 0,5 μg/mL de oligo 

dT12-18  a 65°C por 5 minutos, para se obter a primeira fita de cDNA. A transcrição 

reversa das amostras foi realizada em um volume total de 20 μL contendo 10 mM de 

dNTPs, 0,1 M de DTT, 1X tampão da enzima, 3U de RNAsin e 2,5U de transcripatase 
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reversa (AMV-RT). Após incubação por 1 hora a 37°C, a temperatura foi elevada a 95°C 

por 5 minutos e as amostras rapidamente colocadas em gelo para denaturação de híbridos 

RNA-cDNA formados e inativação da enzima utilizada na reação. Em alguns tubos, a 

transcriptase reversa não foi adicionada, a fim de se controlar a contaminação ou 

amplificação de DNA genômico. O cDNA obtido foi estocado a -20°C até que seja 

realizada a reação de PCR. 

 

 

3.23. Reação de Polimerização em Cadeia (PCR) 

 

 

O cDNA, obtido na etapa anterior, foi utilizado como molde nas reações de PCR. 

Para estes experimentos, foram sintetizados primers específicos para o gene do VEGF. 

Para evitar a amplificação inespecífica, os primers sintetizados são posicionados em 

diferentes exons. Desta forma, é possível distinguir, por tamanho, os produtos de PCR 

derivados da amplificação do cDNA dos derivados da contaminação de DNA genômico.  

A tabela 2 mostra a seqüência e o tamanho dos produtos de amplificação, obtidos 

a partir da reação de RT-PCR. 
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TABELA 2: Primers utilizados nas reações de RT-PCR. Os tamanhos esperados dos 
produtos de amplificação (pb) são dados com base na seqüência de cDNA do gene. 

 

 

 

 

 

 

 

Após a reação de PCR, 10 µL de cada amostra, correspondente às amostras de 

ventrículo esquerdo e direito, foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 1%. Os 

produtos de amplificação foram identificados de acordo com o peso molecular. 

Após a transcrição reversa, 1 µL do cDNA foi utilizado nas reações de PCR contendo os 

pares de primers. Para a amplificação do VEGF, foram utilizados 25 ρmoles do primer, 

1,25 mM de dNTP, 50mM de KCl, 2 mM de MgCl2, 10 mM de Tris-Cl (pH 9,0), 0.1% de 

Triton X-100 e 2,5 U de Taq DNA Polimerase, em um volume total de 50 μL de reação. 

Para a amplificação do 18S foram utilizados as mesmas condições experimentais 

descritas anteriormente, a exceção dos pares de primers adequados. O programa utilizado 

consiste na denaturação das fitas de DNA, anelamento dos primers e extensão das cadeias 

pela DNA polimerase Todas as etapas de amplificação possuíram duração de 1 minuto, 

sendo o último ciclo seguido por uma nova extensão a 72°C por 10 minutos (Tabela 3).  

 

 

 

 

245

136

5’CCC TgA TgA gAT CgA gTA CAT CTT 3’
5’ AgC AAg gCC CAC Agg gAT TT 3’

5’gTA ACC CgT TgA ACC CCA TT 3’
5’ CCA TCC AAT Cgg TAg TAg Cg3’

VEGF 165
Primer 1
Primer 2

18S
Primer 1
Primer 2

pbSeqüência do PrimerMolécula

245

136

5’CCC TgA TgA gAT CgA gTA CAT CTT 3’
5’ AgC AAg gCC CAC Agg gAT TT 3’

5’gTA ACC CgT TgA ACC CCA TT 3’
5’ CCA TCC AAT Cgg TAg TAg Cg3’

VEGF 165
Primer 1
Primer 2

18S
Primer 1
Primer 2

pbSeqüência do PrimerMolécula
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TABELA 3: Temperaturas de denaturação, anelamento, extensão e número de ciclos 
utilizados nas reações de PCR.  
 

 

 

 

Para excluir a possibilidade de contaminação, foram realizados controles 

negativos para cada reação. Nestes tubos, foi adicinado somente o “Mix” da reação ao 

invés de cDNA. 

Após a reação de PCR, 10 µL de cada amostra, correspondente às amostras de 

ventrículo esquerdo e direito, foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 1%. Os 

produtos de amplificação foram identificados de acordo com o peso molecular. 

 

 

3.24. Polímero de fibrina autólogo - Autologous fibrin polymer (fibrin sealant) – 

utilizado no Experimento 2 – Teste de eficácia terapêutica. 

 

 

Para o preparo do polímero de fibrina, foi separado plasma de 50 mL de sangue 

total de ratos Lewis isogênicos em frascos contendo 3.8% de citrato de sódio e aí então, 

dois métodos pra isolar um volume final de 2mL de fibrinogênio foram utilizados: a 

precipitação por glicina ou a crioprecipitação. 

Foi utilizada a trombina humana (BaxterHealthcare, Inc.) como um reagente 

catalítico para a polimerização da fibrina e foram comparadas as seguintes concentrações: 

38°C
38°C

72°C
72°C

60°C
60°C

94 °C
94 °C

VEGF
18S

n°ciclosExtensãoAnelamentoDenaturação

38°C
38°C

72°C
72°C

60°C
60°C

94 °C
94 °C

VEGF
18S

n°ciclosExtensãoAnelamentoDenaturação
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500 U/mL ou 250 U/mL ou 125 U/mL para aquisição do tempo de polimerização 

adequado. 

Ambas as técnicas de isolamento de fibrinogênio mostraram-se com resultados 

similares, realizando uma espécie de colóide após a adição de trombina. 

Foram preparadas alíquotas de 80µL de solução de fibrinogênio onde 1x106 fibroblastos 

cardíacos foram ressuspendidos e depois foram adicinados 20 ul (250 U/ml) de trombina 

à seringa que já continha 80 ul de fibrinogênio mais a solução de células e foi adequado 

um tempo de 20’’ para que essa solução fosse injetada no miocárdio e a polimerização de 

fibrina pudesse acontecer. 

 

Viabilidade celular 

 

A fim de determinar se os fibroblastos cardíacos eram capazes de sobreviver na 

solução de fibrinogênio, foi testada a viabilidade celular usando o Método de Exclusão 

por Trypan Blue em alíquotas de fibrinogênio com células e comparada o mesmo número 

de células diluídas em solução com DMEN HIGHT GLUCOSE + 15% FBS após 4 horas.  

O mesmo procedimento foi utilizado para testar a viabilidade celular na solução 

de trombina (500 e 250 U/ml). 160 ul de fibrinogênio com 1x106 células foram 

adicionados à 40 ul de trombina 250 U/ml e plaqueadas em duplicata em placas de 24 

poços (24 wells). Após poucos segundos, o polímero com a solução de células se formava 

em cada poço. Então a solução era completada com 800 ul de DMEN HIGHT GLUCOSE 

+ 15% FBS. 

Após 24 horas, foi utilizado um ativador de plasminogênio tecido recombinante 

(Alteplase, Genentech, Inc.) na concentração de 1 mg/ml para lisar o polímero de fibrina 
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e aí então foi verificada a  viabilidade celular.  As amostras foram comparadas com as 

outras mantidas somente com DMEN HIGHT GLUCOSE + 15% FBS, e foram obtidadas 

viabilidades semelhantes de 90% de células vivas.  

 

 

3.25. Procedência de sais, reagentes e equipamentos. 

 

 

Vetores 

Clontech Inc. CA, EUA: 

• Ponte pShuttle, pIRES2-EGFP e pAdeno-X  

 

Enzimas 

Worththon 

• Colagenase tipo II 

Instituto Adolfo Lutz, SP, Brasil: 

• Tripsina (ATV) 

 

Anticorpos 

R&D 

• monoclonal anti-human VEGF. 

• monoclonal anti-human IGF-1 

SIGMA 

• monoclonal anti-mouse alfa-actina de músculo liso 
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• monoclonal anti-rabbit Fator de Von Willebrand 

• monoclonal anti-mouse CY3 

• Monoclonal anti-rabbit FITC 

 

Reagentes 

 

Gibco BRL Grand Island, NY, EUA: 

 

Os reagentes X-Gal (3-indolyl β-O- galactopyranoside), DMEM (Dulbecco´s Modified 

Eagle Médium), HBSS (Hank´s Balanced SaltSolution), F 12, soro fetal bovino (FBS), 

agarose, trizol, “kit Concert Rapid PCR Purification System”. 

 

Merck Darmstadt, Alemanha: 

• NaCl, CaCl2, MgCl2, KCl, NaH2PO4, K4Fe(CN)6, K3Fe(CN)6, álcool isoamilico, 

etanol, isopropanol, glutaraldeido, formaldeido, metanol e acetona. 

 

Sigma Chemical Co, St Louis, MO, EUA: 

• Ácido Sulfúrico, ampicina, ágar, brometo de etideo, clorofórmio, Coomassie 

Blue, EDTA, estreptomicina, gelatina, NaOH, SDS, fenol:clorofórmio:álcool isoamilico 

(25:24:1), Rnase A, penicilina, HEPES, isopropanol, tetrametilbenzidina e Tween 20, 

Água tratada com DEPC; F-12 Coon´s.  
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Soluções: 

 

• PBS (1x): Na2HPO4 10mM pH7,4; KH2PO4 1,8mM; KCl 2,7mM; NaCl140mM. 

• Solução de coloração de Xgal: X-Gal 1mg/mL, K4Fe(CN)6 5mM, K3Fe(CN)6 

5mM e MgCl2 1mM. 

• Solução de coloração Coomassie Blue: Coomassie Blue G 0,05%, etanol 35% e 

ácidos acéticos glaciais 10%. 

• Solução de formol tamponado: Formol 4%, fosfato de sódio monobásico 4g/L, 

fosfato de sódio dibásico 6,5g/L em água deionizada. 

• Solução de lavagem do ELISA: Tween 20 0,1% e gelatina 0,25% em PBS. 

• Tampão de lise celular: tris-HCl 10mM, pH 8,0, NaCl 100Mm, EDTA 25nM e 

SDS 0,5%. 

• TE: Tris-HCl 10mM ph 8.0, EDTA 1mM. 

 

Material descartável 

 

 As garrafas plásticas e as placas para cultura de células, os tubos plásticos e tubos de 

congelamento foram obtidas da Nunc, Costar ou Cornig. As placas de ELISA da Costar. 

As ponteiras plásticas utilizadas nas pipetas automáticas foram obtidas da Eppendorf.  

As lâminas de vidro foram obtidas da Glass Técnica SP, Brasil.  
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Equipamentos não citados: 

 

• Centrifuga refrigerada da Sorvall modelo RC-2B (Newtown, CT, EUA), rotores 

SS34 e GS3; microcentrifuga refrigerada Eppendorf, modelo 5402 (Brinkmann 

Instruments, NY, EUA); vortex Phoenix AP56; espectrofotômetro Hitachi U-2000; 

incubadora de CO2 Forma Scientific modelo 3158; sistema de fotoiluminação e análise 

Eagle Eye II, Stratagen Inc. (La Jolla, CA, EUA); termociclador minicycler MJ. Research 

Massachusets, EUA); Criostato DAMON IEC division 3398 e microtomo Leica – 

RM2135. Analytical Luminescence Laboratory Monolight 2010, USA), (Rodent 

Ventilator-683, Harvard Aparattus, USA). 

 

 

3.26. Análise Estatística. 

 

 

Todos os resultados foram expressos em média±EPM. Diferenças estatisticamente 

significativas foram analisadas pelo teste t de Student não pareado entre duas medidas, e 

teste ANOVA quando mais de duas variáveis forem consideradas. O grau de significância 

foi definido com p<0,05. 



4 . Resultados
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Enzyme-linked immunoabsorbent assay (ELISA). 

 

 

Para a dosagem de VEGF em fibroblastos cardíacos transduzidos com 

AdRSVVEGFP foi utilizado o método enzyme-linked immunoabsorbent assay (ELISA) 

de captura. A faixa de detecção do teste foi baseada em amostras de concentração 

conhecida de VEGF (Figura 7). 

 A dosagem da expressão do VEGF foi realizada no meio de cultura de 

fibroblastos cardíacos transduzidos com AdRSVVEGFP após 24 horas da transdução. 

 

TABELA 4: A tabela representa a concentração de VEGF em meio de cultura de 
fibroblastos cardíacos após 24 horas da transdução com AdRSVVEGFP. Cada alíquota 
representa um experimento. O sobrenadante controle representa meio de cultura de 
fibroblastos cardíacos mantidos sob as mesmas condições experimentais das células 
transduzidas, exceto pela ausência dos vetores virais. 
 

 

< 31,2 pg/mL> 2098,4 pg/mL3

< 31,2 pg/mL> 2098,4 pg/mL2

< 31,2 pg/mL> 2098,4 pg/mL1

ControleTransfectadaAlíquota

< 31,2 pg/mL> 2098,4 pg/mL3

< 31,2 pg/mL> 2098,4 pg/mL2

< 31,2 pg/mL> 2098,4 pg/mL1

ControleTransfectadaAlíquota
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Figura 7: A figura representa curva - padrão de densidade óptica e concentrações 
conhecidas de VEGF.  

 

A dosagem e detecção da proteína recombinante IGF-1 foi realizada no meio de 

cultura de fibroblastos cardíacos transduzidos com AdCMVIGF-1 após 24 horas da 

transdução. Os resultados obtidos estão representados na tabela abaixo (Tabela 5).  

 
TABELA 5: A tabela representa a concentração de IGF-1 em meio de cultura de 
fibroblastos cardíacos após 24 horas da transdução com AdCMVIGF-1. Cada alíquota 
representa um experimento. O sobrenadante controle representa meio de cultura de 
fibroblastos cardíacos mantidos sob as mesmas condições experimentais das células 
transduzidas, exceto pela ausência dos vetores virais. 
 

 

 

 

 

 

 

< 36,76> 440,29pg/mL3

< 36,76> 440,29pg/mL2

< 36,76> 440,29pg/mL1

ControleTransfectadaAlíquota

< 36,76> 440,29pg/mL3

< 36,76> 440,29pg/mL2

< 36,76> 440,29pg/mL1

ControleTransfectadaAlíquota
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Mioblastos Esqueléticos, Fibroblastos Cardíacos e Esqueléticos. 

 

 

Para conhecer o comportamento dos fibroblastos de diferentes tecidos para 

implante cardíaco, foram desenvolvidos experimentos em comparação com o implante 

de mioblastos esqueléticos, estes, já conhecidos em nosso laboratório (Becker et al., 

2006) e na literatura (Menaschè, 2000), considerando a possibilidade de utilizar 

fibroblastos de tecidos facilmente acessíveis para terapia celular quando pensamos em 

aplicabilidade clínica. A utilização de fibroblastos oferece potenciais de suporte para 

fortalecimento da cicatriz de áreas isquêmicas, já que este tipo celular é característico de 

tecido cicatricial, e/ou de produzir fatores específicos que possam agir no tecido 

remanescente (Camelliti et al., 2005).  

Deve-se levar em conta que, em procedimentos clínicos, estas células seriam 

obtidas de biópsia interventricular, o que torna o procedimento muito invasivo, com 

isso, seria interessante observar o comportamento de células de mesma morfologia, 

porém proveniente de diferentes tecidos, como fibroblastos obtidos da musculatura 

esquelética. 

A expressão do transgene no miocárdio de ratos submetidos ao implante de 

mioblastos (1x106 células) transduzidos com AdRSVLacZ permaneceu até 7 dias após a 

injeção; entretanto, ao comparar aos valores obtidos para a expressão do transgene 

quando os ratos foram submetidos ao implante de 1x106 de fibroblastos cardíacos 

transfectados com o mesmo vetor viral, verificaram que a expressão do transgene 
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persistiu até o quadragésimo quinto dia após o implante (Figura 8). Este fato é 

interessante ao considerarmos que a diminuição da expressão de um transgene in vivo 

normalmente está vinculada a uma resposta imunológica, desencadeada pelo vetor viral 

e não deveria variar de um tipo celular para outro.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8: Mioblastos esqueléticos geneticamente modificados para expressar o gene 
repórter LacZ (AdRSVLacZ) injetados diretamente na parede livre do ventrículo 
esquerdo (VE), mostram a expressão do transgene por até 7 dias como pode ser 
observado em (A), enquanto que fibroblastos cardíacos, quando submetidos ao mesmo 
procedimento apresentaram expressão do transgene por até 45 dias.  
 
 
 

A partir destes resultados tornou-se interessante observar a expressão do 

transgene (LacZ) por mais tempo, e ainda estudar se o implante de fibroblastos obtidos 

de outro tecido, como por exemplo, do músculo esquelético apresentariam o mesmo tipo 

de resposta. 

Com isso, fibroblastos cardíacos ou provenientes de músculo esquelético foram 

transduzidos com AdRSVLacZ e implantados em coração de rato, a fim de se 

determinar a atividade da enzima betagalactosidase no decorrer do tempo. Os animais 
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foram sacrificados em quatro diferentes intervalos de tempo: 15, 30 e 45 dias pós-

implante.  

Foram ensaiados três animais para cada ponto e as amostras foram separadas em 

ventrículo direito e esquerdo e os resultados estão representados nas figuras 9 e 10. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9: Fibroblastos cardíacos geneticamente modificados para expressar o gene 
repórter LacZ (AdRSVLacZ) injetados diretamente na parede livre do ventrículo 
esquerdo (VE), mostram a expressão do transgene por até 45 dias.  
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Figura 10: Fibroblastos de musculatura esquelética geneticamente modificados para 
expressar o gene repórter LacZ (AdRSVLacZ) injetados diretamente na parede livre do 
ventrículo esquerdo (VE), mostram a expressão do transgene por até 30 dias.  
 

 

Os resultados das análises da atividade da enzima betagalactosidase, avaliados 

em amostras de ventrículo esquerdo e ventrículo direto de animais submetidos ao 

implante celular, nos permitiram concluir que pelo menos até 30 dias não há diferença 

entre fibroblastos cardíacos e de musculatura esquelética sugerindo que a resposta 

depende do tipo celular e não do seu local de origem e parece que as células 

transplantadas permanecem na região do implante, uma vez que não houve atividade da 

enzima betagalactosidase em ventrículo direito. Porém a cultura de fibroblastos 

cardíacos tem um rendimento maior quando comparada com a de fibroblastos de 

músculo esquelético, o que nos fez optar, já que era muito importante o número de 
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células obtido, embora a biópsia muscular seja muito mais simples do ponto de vista da 

aplicabilidade clínica.  

 

 

 

 

 

 

 

Experimento 1 (“Proof of Principle”) – Teste de Fisibilidade 

 

 

O número de animais utilizados neste experimento para os grupos foi VEÍCULO 

(n=7), CÉLULA (n=5), NULL (n=8) e VEGF (n=12).  

 

 

Determinação da presença da proteína hVEGF  

 

 

 Com bases nos resultados vistos anteriormente, houve interesse em verificarmos 

se a proteína humana VEGF estava presente no tecido cardíaco após os 30 dias do 

implante e 21 dias do evento isquêmico. A análise dos cortes histológicos de coração 

mostrou que a marcação positiva para VEGF humano é significativamente maior nos 

animais do grupo VEGF e mais, a presença de células marcadas positivamente não está 
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distribuída uniformemente no ventrículo esquerdo. Dentro e ao redor da cicatriz foram 

as regiões onde se observou um maior número de células marcadas positivamente para o 

VEGF humano (Figuras 11 e 12). 

 

 

 
Figura 11: As barras representam a média ± desvio padrão do número de células com 
marcação positiva para a proteína VEGF dentro da cicatriz nos 4 grupos estudados. *p= 
0,0001 em relação aos grupos Veículo, Célula e Null. 
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Figura 12: As barras representam a média ± desvio padrão do número de células com 
marcação positiva para a proteína VEGF ao redor da cicatriz nos 4 grupos estudados. 
*p= 0,0001 em relação a Veículo, Célula e Null. 

 

 

 

Expressão local de m RNA VEGF 

 

 

Os resultados mostraram que a presença do mRNA humano está restrita aos 

animais avaliados 7 dias após o implante, enquanto que nos outros intervalos de tempo 

estudados (15 e 30 dias após o implante) não foi possível detectá-lo. Alem disso, 

observamos que a presença do mRNA mensageiro do VEGF humano, detectado por 

RT-PCR, parece restrito ao ventrículo esquerdo dos animais, uma vez que não houve a 

sua presença em amostras do ventrículo direito (dados não mostrados). 

Os resultados mostraram que somente um dos três animais submetidos ao 

implante de fibroblastos cardíacos modificados para produzir VEGF apresentaram 



Resultados 
 

 75

expressão evidente do gene hVEGF (245pb) 7 dias após ao evento isquêmico. Dados do 

laboratório ainda não publicados evidenciaram a presença de apenas 6 a 12% de células 

da medula óssea marcadas radiativamente e injetadas no músculo cardíaco, sugerindo 

que há variabilidade na fixação destas células no tecido, esta observação pode explicar 

em parte, a variabilidade dos animais quando avaliados para detecção da presença do 

mRNA do hVEGF nos animais do grupo VEGF. 

Diante do ensaio de imunohistoquímica que detectou a presença da proteína 

hVEGF significativamente maior no grupo VEGF em relação aos outros grupos 30 dias 

após o implante, tornou-se interessante investigar a possibilidade  de que o aumento da 

proteína  hVEGF pudesse influenciar a expressão do gene rVEGF e de seus receptores 

rFLT-1 e rKDR. Para isso, foi necessária a utilização de Real Time PCR para a 

quantificação da expressão desses genes, utilizando o gene rCyclofilina A como 

normalizador dos resultados. Os dados obtidos não mostraram diferenças significantes 

entre a expressão de rVEGF, rFLT-1 e rKDR em amostras dos grupos VEGF (n=3) e 

NULL (n=3) (1,04 ± 0,22 vs. 0,85 ± 0,3; 5,21 ± 0,08 vs. 5,15 ± 0,19, e 6,61 ± 0,14 vs. 

6,56 ± 0,11; respectivamente, p>0,05). 

 

 

Determinação da densidade capilar 

  

 

Considerando que o VEGF está entre os principais genes envolvidos na 

regulação da angiogênese (Miller, 1990), fez-se necessário à quantificação da densidade 
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capilar nestes corações. Para tanto, cortes histológicos de coração dos diferentes grupos 

experimentais foram submetidos à coloração de PAS (ácido periódico de Schiff). 

A contagem do número absoluto de capilares foi realizada em campos 

aleatórios (entre 15 a 25 campos), e a densidade calculada em função do número dos 

campos analisados e representada em número de capilares/mm2. O espaço para a análise 

foi delimitado pelas regiões ântero septal no sulco interventricular e a parede lateral. 

É interessante observar que o aumento de células positivas para a proteína 

hVEGF no grupo VEGF foi acompanhada de um aumento significativo da densidade 

capilar, quando comparado aos grupos VEÍCULO, CÉLULA e NULL (VEÍCULO = 

245 ± 2,6; CÉLULA = 349,2 ± 0,9; NULL = 288 ± 19 e VEGF = 543,8 ± 52,1; 

comparado ao grupo VEÍCULO mostrando um efeito protetor do VEGF; p=0,01*) 

(Figura 13). 

 

  

 

 

 

 

 

 
 
 
 
Figura 13: Em (A) as barras representam a média ± erro padrão da média da densidade 
capilar / mm2. *p< 0,05 em relação aos outros grupos estudados. Em (B) está 
representada a coloração PAS (Reagente de Shiff) nos cortes histológicos dos diferentes 
grupos.  
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Detecção de densidade vascular 

 

 

Através do ensaio de imunofluorescência dupla marcação para Fator de Von 

Willebrand (marcador de células endoteliais)- (WVF) e Alfa - Actina de músculo liso 

(marcador de células musculares lisas)- (SMA) em lâminas histológicas de corações dos 

grupos estudados analisados quatro semanas após o implante, foi observado um 

aumento significativo na densidade vascular no grupo VEGF (45±3 vasos/campo), 

quando comparado com os outros grupos: NULL (10±2), CÉLULA (8±1) e VEÍCULO 

(16±3) (Figura 14A). Foi observado um grande número de vasos no grupo VEGF 

quando as imagens de WVF e SMA são sobrepostas sugerindo maturação desses vasos 

recém formados (Figura 14B). É importante ressaltar que não foi observada formação 

de hemangiomas em nenhum dos grupos tratados. 
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Figura 14: Ensaio de imunofluorescência dupla marcação para detecção de 
vasculogênese. Observa-se um aumento significativo na densidade vascular no grupo 
VEGF (45±3 vasos/campo), quando comparado com os outros grupos: NULL (10±2), 
CÉLULA (8±1) e VEÍCULO (6±3), com (*p=0,001) (A). Em (B) observa-se a 
formação de vasos estruturados através de VWF (verde) para detecção de células 
endoteliais e SMA (vermelho) para detecção de células musculares lisas. 
 

 

Determinação da área de infarto. 

 

 

A área cicatricial dos diferentes grupos foi definida como porcentagem do 

ventrículo esquerdo positivo para marcação de colágeno (masson azul), indicando a 

presença e a extensão de zona cicatricial. 

A avaliação da relação ventrículo esquerdo / cicatriz foi feita a partir da área 

total do ventrículo esquerdo (VE) e da área relativa à cicatriz.  
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Observa-se que a relação VE/cicatriz foi menor no grupo de animais submetidos 

ao implante celular, onde as células foram previamente transduzidas com 

AdRSVVEGFP (VEGF) (3,0 ± 1,3 %) quando comparada aos grupos VEÍCULO, 

CÉLULA e NULL (8,0 ± 0,8; 5,5 ± 0,6 e 4,0 ± 1,2%, respectivamente, com *p< 0,05)  

(Figura 15).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15: Em (A) as barras representam a média ± erro padrão da média da relação 
entre a área total do VE e a área relativa à cicatriz. *p< 0,05 em relação ao grupo 
Veículo. Em (B) está representada a coloração Tricômio de Massom Azul nos cortes 
histológicos dos diferentes grupos.  
 

 

Vale lembrar que a relação VE/cicatriz no grupo VEGF é menor quando 

comparado ao grupo VEÍCULO mostrando um efeito protetor do VEGF em caso de 

evento isquêmico, uma vez que este fator promove estímulo na formação de capilares, 

aumentando as circulações colaterais, limitando assim a progressão e a extensão do 

infarto.  
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Experimento 2 – Teste de eficácia terapêutica 

 

 

   Com base nos dados apresentados no Experimento 1 (“Proof of principle”) – 

Teste de fisibilidade e achados recentes de nosso laboratório de que o uso de polímero 

de fibrina durante o transplante celular é mais eficaz em aumentar a retenção de células 

no miocárdio, nós nos propusemos a testar o efeito terapêutico do transplante celular 

considerando a possibilidade de sinergia entre os dois fatores: VEGF e IGF-1, 

utilizando o polímero de fibrina em um modelo de lesão cardíaca de maior magnitude e 

que se acompanha de comprometimento funcional, em contraste com a estratégia 

utilizada até este momento que visava testar a possibilidade de modificar o “milieu” 

cardíaco com a terapia de células modificadas geneticamente em presença de isquemia, 

mas sem comprometimento de função cardíaca importante. 

Os dados obtidos em trabalho ainda não publicado pelo nosso laboratório 

sugerem uma retenção de células pelo miocárdio em torno de 7% pós-isquemia por 45 

minutos seguida de reperfusão quando estas são injetadas diretamente no músculo e 

ressuspendidas em solução salina, já quando as mesmas células são implantadas nas 
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mesmas condições, porém ressuspendidas em polímero de fibrina, a retenção no 

miocárdio aumenta para 17% (Figura 16A e 16B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16: (A) Gráfico representativo da retenção de células da medula óssea (CMOs) 
marcadas radioativamente e ressuspendidas em salina ou polímero de fibrina em 
animais submetidos à lesão de isquemia seguida de reperfusão por 45 minutos e 
submetidos ao implante das mesmas após 24 horas da lesão. (B) Nesta sequência de 
fotos, pode-se observar que fibroblastos cardíacos modificados geneticamente com 
AdRSVLacZ submetidos ao mesmo procedimento de A apresentam maior atividade da 
enzima  betagalactosidase (verde) no grupo que foi implantado com polímero de fibrina 
quando comparado ao grupo salina. Observa-se também a marcação de núcleos 
celulares através de imunofluorescência para detecção do intercalante de DNA (DAPI) 
(azul).  
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Com base nestes resultados, no presente estudo testou-se o efeito terapêutico do 

implante de fibroblastos cardíacos modificados com AdRSVVEGFP e/ou AdCMVIGF-

1EGFP associado à tecnologia do polímero de fibrina. 

 

O número de animais utilizados neste estudo para os grupos foi: VEÍCULO 

(n=6), POLÍMERO (n=6), CÉLULAS (n=6), NULL (n=6), IGF-1 (n=4), VEGF (n=5) e 

IGF-1+VEGF (n=5).  

 

Reação de imunofluorescência para detecção das proteínas hIGF-1 e hVEGF. 

 

 

Com o objetivo de detectarmos as proteínas VEGF e IGF-1 nas células 

transduzidas com os respectivos vetores virais foram realizadas reações de 

imunofluorescência com os anticorpos específicos anti-hVEGF e anti-hIGF-1 (ambos 

R&D), conjugados com o anticorpo secundário anti-mouse CY3 (SIGMA) (vermelho), 

e os núcleos celulares foram marcados com um intercalante de DNA (DAPI) (azul). É 

interessante observar que os fibroblastos cardíacos infectados com AdRSVVEGFP ou 

AdCMVIGF-1EGFP apresentam produção da proteína concomitante com a expressão 

do gene repórter EGFP (verde) (Figura 17). 
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Figura 17: Reação de imunofluorescência para detecção das proteínas hIGF-1 e 
hVEGF. Em azul, os núcleos celulares foram marcados com DAPI, em verde, as células 
foram transduzidas com os respectivos vetores virais, em vermelho a reação de 
imunofluorescência propriamente dita com as células positivas marcadas e na última 
coluna está representada a colocalização das imagens.   
 

 

 

Determinação da presença das proteínas hVEGF e hIGF-1 

 

 

 Com bases nos resultados obtidos até o presente momento, houve a necessidade 

de verificarmos se as proteínas humanas VEGF e IGF-1 estavam presente no tecido 

cardíaco após os 30 dias do implante neste novo modelo. A análise dos cortes 

histológicos de coração mostrou que a marcação positiva para VEGF humano, assim 
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como para o IGF-1 humano é significativamente maior nos animais do grupo VEGF, 

IGF-1 e IGF-1+VEGF, respectivamente (Figuras 18 A e B e 19 A e B). 
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Figura 18: (A) Reação de imunohistoquímica para detecção da proteína hVEGF. Em 
castanho estão as células positivas para a referida proteína. (B) As barras representam a 
média ± desvio padrão do número de células com marcação positiva para a proteína 
VEGF no ventrículo esquerdo nos 7 grupos estudados. *p= 0,0001 quando comparados 
com os grupos Veículo, Polímero, Célula, Null, e IGF-1.  
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Figura 19: (A) Reação de imunohistoquímica para detecção da proteína hIGF-1. Em 
castanho estão as células positivas para a referida proteína. (B) As barras representam a 
média ± desvio padrão do número de células com marcação positiva para a proteína 
VEGF no ventrículo esquerdo nos 7 grupos estudados. *p= 0,0001 quando comparados 
com os grupos Veículo, Polímero, Célula, Null, e VEGF.  
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Determinação da densidade capilar 

 

 

Após a constatação da presença das proteínas VEGF e IGF-1 nos cortes 

histológicos dos diferentes grupos experimentais, tornou-se importante a quantificação 

da densidade capilar nesse novo estudo onde há a sinergia de dois fatores: VEGF e IGF-

1. Para isso, cortes histológicos de coração dos diferentes grupos experimentais foram 

submetidos à coloração de PAS (ácido periódico de Schiff). 

A contagem do número absoluto de capilares foi realizada da mesma forma 

como descrito em Experimento 1. 

É interessante observar que assim como no primeiro estudo, houve um aumento 

significativo no grupo VEGF em relação aos grupos Veículo, Polímero, Célula, Null e 

IGF-1, porém, no grupo VEGF + IGF-1 houve um aumento no número de capilares 

significativamente maior em relação aos grupos, inclusive quando comparado ao grupo 

VEGF (153 ± 21,48 vs. 158,67 ± 13,91 vs. 180,83 ± 40,83 vs. 152,67 ± 28,95 vs. 

186,80 ± 55,80 vs. 978 ± 104* vs. 1342,60 ± 79,43*# capilares/mm2, *p=0,0001 

comparado aos outros grupos, para os grupos Veículo, Polímero, Célula, Null, IGF-1, 

VEGF, IGF-1+VEGF, respectivamente e #p=0,0001comparado ao grupo VEGF), 

sugerindo um efeito sinérgico dos dois fatores (Figura 20). 
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Figura 20: As barras representam a média ± erro padrão da média da densidade capilar 
/ mm2. *p=0,0001 em relação aos outros grupos estudados; #p=0,0001 quando 
comparado com o grupo VEGF. 

 

 

 Detecção de densidade vascular 

 

 

Através do ensaio de imunofluorescência dupla marcação para Fator de Von 

Willebrand (marcador de células endoteliais)- (WVF) e Alfa - Actina de músculo liso 

(marcador de células musculares lisas)- (SMA) em lâminas histológicas de corações dos 

grupos estudados analisados quatro semanas após o implante, foi observado um 

aumento significativo na densidade vascular nos grupos IGF-1+VEGF e VEGF em 

relação aos outros animais (7,58 ± 2,84 vs. 7,00 ± 2,59 vs. 5,88 ± 3,0 vs. 8,92 ± 2,94 vs. 

7,58 ± 1,56 vs. 83,25 ± 9,53* vs. 71 ± 9,34* vasos/campo, *p=0, 0001, para os grupos 

Veículo, Polímero, Célula, Null, IGF-1, VEGF, IGF-1+VEGF, respectivamente). Além 

disso, o grupo IGF-1+VEGF é significativamente maior que grupo VEGF (Figura 21B). 

Foi observado um grande número de vasos nos grupos VEGF e IGF-1+VEGF quando 
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as imagens de WVF e SMA são sobrepostas sugerindo que neste estudo também houve 

maturação desses vasos recém formados (Figura 21A). É importante ressaltar que 

novamente neste estudo, não foi observada formação de hemangiomas em nenhum dos 

grupos tratados. 
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Figura 21: (A) Ensaio de imunofluorescência dupla marcação para detecção de 
vasculogênese. Observa-se um aumento significativo na densidade vascular nos grupos 
VEGF e VEGF+IGF-1 (71±9,34 e 83,25±9,53; respectivamente). (B) As barras 
representam a média ± erro padrão da média do número de vasos / campo. *p=0,0001 
em relação aos outros grupos estudados e #p=0,0001 em relação ao grupo VEGF. 
 

Veículo Polímero Célula Null IGF-1 VEGF IGF-1 + VEGF

VWF

αSMA

Merge

Veículo Polímero Célula Null IGF-1 VEGF IGF-1 + VEGF

VWF

αSMA

Merge

100µm

Veículo Polímero Célula Null IGF-1 VEGF IGF-1 + VEGF

VWF

αSMA

Merge

Veículo Polímero Célula Null IGF-1 VEGF IGF-1 + VEGF

VWF

αSMA

Merge

100µm

0,00

10,00

20,00

30,00

40,00

50,00

60,00

70,00

80,00

90,00

100,00

Veículo Polímero Célula Null IGF -1 VEGF IGF -1+VEGF

*#

*

N
úm

er
o 

de
 v

as
os

 / 
4 

ca
m

po
s

0,00

10,00

20,00

30,00

40,00

50,00

60,00

70,00

80,00

90,00

100,00

Veículo Polímero Célula Null IGF -1 VEGF IGF -1+VEGF

*#

*

N
úm

er
o 

de
 v

as
os

 / 
4 

ca
m

po
s

0,00

10,00

20,00

30,00

40,00

50,00

60,00

70,00

80,00

90,00

100,00

Veículo Polímero Célula Null IGF -1 VEGF IGF -1+VEGF

*#

*

N
úm

er
o 

de
 v

as
os

 / 
4 

ca
m

po
s

0,00

10,00

20,00

30,00

40,00

50,00

60,00

70,00

80,00

90,00

100,00

Veículo Polímero Célula Null IGF -1 VEGF IGF -1+VEGF

*#

*

N
úm

er
o 

de
 v

as
os

 / 
4 

ca
m

po
s



Resultados 
 

 89

 

 

Determinação da área de colágeno. 

 

 

A área cicatricial dos diferentes grupos foi definida como porcentagem do 

ventrículo esquerdo positivo para marcação de colágeno (picrossírius red), indicando a 

presença e a extensão de zona cicatricial. A avaliação da relação ventrículo esquerdo / 

cicatriz foi feita a partir da área total do ventrículo esquerdo (VE) e da área relativa à 

cicatriz. Observa-se que a relação cicatriz/VE foi menor no grupo de animais 

submetidos ao implante celular, onde as células foram previamente transduzidas com 

AdRSVVEGFP (35,12 ± 7,05 vs. 31,28 ± 5,03 vs. 30,07 ± 6,21 vs. 25,89 ± 2,92 vs. 

15,43 ± 2,02* vs. 16,07 ± 1,83%*,  *p<0,05, para os grupos Veículo, Polímero, Célula, 

Null, IGF-1, VEGF, IGF-1+VEGF, respectivamente) (Figura 22).  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22: A barras representam a média ± erro padrão da média da relação entre a área 
total do VE e a área relativa à cicatriz. *p< 0,05 em relação ao grupo Veículo.  

 

 

0

5

10

15

20

25

30

35

40

45

Polimero Células Null IGF-1 VEGF IGF-1+VEGF

%
 Á

re
a

de
 C

ol
á g

en
o

* *

0

5

10

15

20

25

30

35

40

45

Veículo Polimero Células Null IGF-1 VEGF IGF-1+VEGF

%
 Á

re
a

de
 C

ol
á g

en
o

* *

0

5

10

15

20

25

30

35

40

45

Polimero Células Null IGF-1 VEGF IGF-1+VEGF

%
 Á

re
a

de
 C

ol
á g

en
o

* *

0

5

10

15

20

25

30

35

40

45

Veículo Polimero Células Null IGF-1 VEGF IGF-1+VEGF

%
 Á

re
a

de
 C

ol
á g

en
o

* *



Resultados 
 

 90

 

Estudo morfo-funcional por ecocardiograma e estudo hemodinâmico da função 

cardíaca. 

 

 

 O ecocardiograma (ECO) foi utilizado para estimativa do tamanho do infarto 

do miocárdio (IM), nas primeiras 24 horas pós-lesão – como critério de inclusão, onde 

animais com IM entre 20-40% de área acinética ou hipocinética entraram para o estudo, e 

também para análises de morfologia cardíaca 30 dias pós-implante celular. Após o 

período de 30 dias de infarto, os animais foram submetidos avaliação morfológica por 

meio do exame de ecocardiograma. Os animais foram anestesiados, submetidos a 

tricotomia da face anterior do tórax, posicionados em decúbito lateral esquerdo para 

obtenção da imagem ecocardiográfica. Foram utilizadas as janelas paraestenal esquerda 

(corte longitudinal e transversal) e apical (quatro câmaras e duas câmaras). Foram 

realizadas as seguintes medidas de análise pelo modo-M: diâmetros do VE ao final da 

diástole (DDVE) e ao final da sístole (DSVE). Não foram evidenciadas alterações 

morfológicas que sugerem dilatação das câmaras cardíacas em sístole e diástole, bem 

como de espessamento da parede remanescente do VE (Figura 23).  
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Figura 23: Exame ecodopplercardiográfico – análise pelo modo-M dos diâmetros do 
VE ao final da diástole (DDVE) e ao final da sístole (DSVE). Não houve diferença 
significativa dos parâmetros analisados entre os grupos. 
 
 

Após avaliação ecocardiográfica, foram realizados os estudos hemodinâmicos 

como descrito previamente. Os resultados obtidos serão apresentados da seguinte forma: 

 

1- BASAL (Parâmetros Sistólicos e Diastólicos) 

2- SOBRECARGA POR ESTRESSE FARMACOLÓGICO (Parâmetros Sistólicos 

e Diastólicos) 
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BASAL 
 
 
 

Os parâmetros sistólicos e diastólicos analisados durante o experimento 

hemodinâmico cardíaco com os animais mantidos em plano anestésico em situação 

basal apresentou-se sem diferença significativa importante entre os grupos estudados. 

A tabela 6 descreve todos os parâmetros analisados durante o estudo: Pressão 

Diastólica Final do Ventrículo Esquerdo (PDFVE); Pressão Sistólica do Ventrículo 

Esquerdo (PSVE); Primeira derivada temporal de pressão positiva e negativa (dP/dt+ e 

dP/dt-); Frequência Cardíaca (FC); Débito Cardíaco (DC); Volume sistólico (VS) e 

Trabalho Sistólico (TS). Apesar da diferença estatística encontrada na pressão sistólica 

do VE nos grupos Célula e Null em relação ao grupo Polímero, o conjunto dos dados 

sugerem que não há alterações significativas nos índices de função sistólica e diastólica, 

bem com nos parâmetros hemodinâmicos basais.  

 
TABELA 6: Parâmetros hemodinâmicos e funcionais basais.  
 

 

 

 

 

 

 

* <0,05 comparado ao grupo Polímero. 

 

0,41750,26±0,020,22±0,020,19±0,030,20±0,020,20±0,020,21±0,030,23±0,03TS

0,49480,18±0,10,14±0,010,13±0,010,14±0,010,14±0,020,13±0,020,14±0,01VS

0,354364±551±350±353±449±647±551±7DC

0,9410364±14369±5384±1369±16327±51360±22365±46FC

0,7521-6212±329-6381±575-5197±1019-5723±465-5666±401-6009±314-6093±215dP/dt-

0,52518893±6449654±9907774±18637733±10057971±4708465±5179122±568dP/dt+

0,0022114±3120±3107±12106±4 *111±2 *125±3123±3PSVE

0,06722±14±13±29±26±25±15±1PDFVE

pIGF-1+VEGFVEGFIGF-1NullCélulaPolímeroVeículo
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0,49480,18±0,10,14±0,010,13±0,010,14±0,010,14±0,020,13±0,020,14±0,01VS

0,354364±551±350±353±449±647±551±7DC

0,9410364±14369±5384±1369±16327±51360±22365±46FC

0,7521-6212±329-6381±575-5197±1019-5723±465-5666±401-6009±314-6093±215dP/dt-

0,52518893±6449654±9907774±18637733±10057971±4708465±5179122±568dP/dt+
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0,06722±14±13±29±26±25±15±1PDFVE

pIGF-1+VEGFVEGFIGF-1NullCélulaPolímeroVeículo



Resultados 
 

 93

 

SOBRECARGA POR ESTRESSE FARMACOLÓGICO 

 

 
  Os parâmetros sistólicos e diastólicos foram analisados durante o experimento 

hemodinâmico cardíaco com os animais mantidos em plano anestésico em situação de 

sobrecarga pressórica súbita, com injeção de fenilefrina (25-75 µg/kg, i.v. in bolus, 

Sigma, St. Louis, MO, USA) suficiente para elevar a pressão sistólica em 60 a 80% em 

relação à basal. A análise posterior dos dados permitiu correlacionar as diferentes 

variáveis anteriormente mencionadas, podendo assim, avaliar a capacidade de ejeção 

cardíaca em condições basais e de sobrecarga pressórica. 

A tabela 7 descreve todos os parâmetros analisados durante o estudo de função 

cardíaca mediante sobrecarga por estresse farmacológico: Pressão Diastólica Final do 

Ventrículo Esquerdo (PDFVE); Pressão Sistólica do Ventrículo Esquerdo (PSVE); 

Primeira derivada temporal de pressão positiva e negativa (dP/dt+ e dP/dt-); Frequência 

Cardíaca (FC); Débito Cardíaco (DC); Volume sistólico (VS) e Trabalho Sistólico (TS).  
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TABELA 7: Variações percentuais de parâmetros hemodinâmicos e funcionais durante 
sobrecarga por estresse farmacológico. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
* <0,05 comparado a todos os outros grupos, menos ao grupo IGF-1. † <0,05 
comparado ao grupo Célula. # <0,05 comparado ao grupo Veículo. $ <0,05 comparado 
a todos os outros grupos. 
 
 

É interessante ressaltar que não houve variação na freqüência cardíaca durante a 

avaliação funcional, pois todos os animais foram vagotomizados. As variações da 

pressão sistólica do VE, induzidas por fenilefrina, foram semelhantes entre os grupos, 

apesar de discreta diferença encontrada no grupo Polímero em relação ao grupo 

Veículo. As variações da pressão sistólica do VE (PSVE) foi da ordem de 60 a 80 

mmHg. 

As medidas de inotropismo cardíaco (dP/dt+ e dP/dt-) não apresentaram 

diferença estatística significativa, porém os valores de pressão diastólica final do 

ventrículo esquerdo (PDFVE), assim como os parâmetros hemodinâmicos (FC, DC, VS 

e TS) se apresentaram significativamente melhores nos grupos tratados com VEGF 

(grupos VEGF e IGF-1+VEGF) (Tabela 7). 

As variações na pós-carga em indivíduos e em animais sadios provocam um 

aumento em TS e VS, já em situações de isquemia miocárdica, reagem diminuindo TS e 

<0,000134±5 $43±7 $-23±11-32±4-41±4-31±4-33±6TS

<0,0001-22±3 $-12±5 $-54±8-56±3-62±2-54±3-60±3VS
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0,176471±958±1456±1331±1334±1041±837±17dP/dt+

0,006773±363±274±664±369±361±2 #78±3PSVE

<0,00012±1 *4±1 *7±1 †13±215±212±413±2PDFVE
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VS. No entanto, os grupos tratados com VEGF apresentaram uma resposta 

surpreendente; frente à sobrecarga pressórica por estresse farmacológico, a resposta foi 

um aumento em TS e VS, sugerindo melhora na função cardíaca. 

Quando correlacionamos as variações de pressão sisitólica, induzidas por 

sobrecarga farmacológica, com as mudanças do volume sistólico e do trabalho sistólico 

podemos observar que os grupos tratados com células transduzidas com o 

AdRSVVEGFP (grupos VEGF e IGF-1+VEGF) apresentam diferenças significativas 

nas inclinações das curvas (Figuras 24, 25 e 26, respectivamente). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Figura 24: Correlação entre a Pressão Sistólica e a % de Volume Sistólico. *p<0,05.  
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Figura 25: Correlação entre a Pressão Sistólica e a % de Trabalho Sistólico nos 
diferentes grupos experimentais.  
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Figura 26: Correlação entre a Pressão Sistólica e a % de Trabalho Sistólico. *p<0,05.  
 

 

 É interessante observar também que os grupos tratados com AdRSVVEGFEGFP 

(VEGF e IGF-1+VEGF) apresentam correlação significativas entre o número de vasos e 

as variações de PDFVE, assim como dos parâmetros funcionais (FC, DC, TS e VS) 

(Figuras 27 A e B e 28 A e B) na sobrecarga farmacológica.  

 Os dados mostram então que em situações de variação de pressão sistólica 

(pós-carga), os animais dos grupos VEGF e VEGF + IGF-1 encontram-se sempre 

distribuídos na ponta da direita de cada curva, o que significa que quanto maior o 

número de vasos, menor são as variações do Volume Sistólico, maiores e mais positivas 

são as variações de Trabalho Sistólico, menores são as variações do Débito Cardíaco e 

menores são as variações da PDFVE, frente à sobrecarga, sugerindo a vasculogênese 

seja responsável pela melhora de função cardíaca.  
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Figura 27: (A) Correlação entre número de vasos/campo e a % de variações de Pressão 
Diastólica Final (PDFVE).  (B) Correlação entre número de vasos/campo e a % de 
variações de Débito Cardíaco (DC).  
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Figura 28: (A) Correlação entre número de vasos/campo e a % de mundanças de 
Trabalho Sistólico (TS).  (B) Correlação entre número de vasos/campo e a % de 
variações de Volume Sistólico (VS).  
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Dados do Ministério da Saúde mostram que os infartos agudos do miocárdio 

juntamente com os casos de insuficiência cardíaca são responsáveis pela maior taxa de 

mortalidade, cerca de 35%, comparados com 10% de mortes por causas violentas, 

consideradas a segunda maior causa (OMS, 2005). Estes dados resultam em um impacto 

social e econômico bastante importante, ainda que um avanço importante tenha sido 

alcançado no tratamento clínico e cirúrgico nas últimas décadas. 

As tentativas de se introduzir novas formas de tratamento na doença arterial 

oclusiva, através das técnicas de genômica representam uma importante oportunidade 

de amenizar estes problemas.  

A cardiomioplastia celular tem sido proposta como maneira de prevenir o 

afinamento da parede miocárdica necrótica e expansão da lesão isquêmica, mas isso não 

previne o processo de isquemia no miocárdio. Nós hipotetizamos então, a combinação 

da cardiomioplastia celular com a terapia gênica utilizando fatores angiogênicos 

administrados previamente ao infarto do miocárdio como uma idéia para pacientes de 

alto risco que não são candidatos à cirurgia de revascularização (Lahan et al., 1999; 

Pettersson et al., 2000 e Udelson et al., 2000) ou em casos de terapia simultânea a 

revascularização (Gowdak et al., 2006). 
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A neovascularização induzida na presença da isquemia crônica é muito relevante 

clinicamente devido aos pacientes com doença arterial coronariana severa e função 

ventricular normal apresentarem fluxo sanguíneo basal normal (Stewart et al., 2006), 

porém a reserva coronariana não é suficiente em casos de aumento do consumo e/ou 

eventos isquêmicos, o que requereriam um aporte sanguíneo maior. 

O uso de vetores virais diretamente no tecido baseado na administração do 

produto gênico tem sido altamente questionado devido a sérios efeitos imunogênicos. 

Reação adversa proveniente de inativação incompleta da maquinaria de replicação viral 

tem causado reações inflamatórias importantes (Murry et al., 1996; Askari et al., 2004 e 

Miyahara et al., 2006).  É baseado nessas justificativas, que o uso de fibroblastos 

cardíacos mediando à administração do produto gênico pode ser um protocolo seguro 

para a terapia gênica. Então as células transduzidas podem ser totalmente caracterizadas 

“in vitro” antes do transplante para detecção de fatores de crescimento.  

Neste estudo, exploramos as possibilidades terapêuticas baseadas no transplante 

de células com ou sem modificação das mesmas “ex vivo” por vetor adenoviral, 

contendo transgene de interesse, como o fator angiogênico (VEGF) e o fator de 

crescimento (IGF-1).  

Os resultados obtidos em Experimento 1 (“Proof of Principle”) – Teste de 

fisibilidade,  mostraram que nas condições experimentais onde ocorre isquemia 

cardíaca, a terapia celular associada ao aumento da expressão de fator angiogênico 

(VEGF) é capaz de induzir a formação de capilares e vasos. 

Já, em Experimento 2 – Teste de eficácia terapêutica, os resultados obtidos 

mostraram que nas condições experimentais descritas, a terapia celular associada à 

expressão de fator angiogênico (VEGF) isoladamente, ou em associação à expressão de 
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um fator de crescimento (IGF-1) na presença de um biopolímero de fibrina contribuiu 

para diminuir o impacto da lesão provocada pela isquemia cardíaca, melhorando a 

função miocárdica, possivelmente associada ao aumento de densidade capilar 

(angiogênese) e vasculogênese e/ou efeitos autócrinos e parácrinos. 

A avaliação de um possível efeito protetor na progressão do infarto do miocárdio 

relacionado ao aumento de circulação colateral atribuído ao implante celular, associado 

ou não à modificação gênica das células implantadas, foi precedida de estudos para 

determinação da expressão temporal do transgene repórter (LacZ). 

Estes estudos foram realizados a partir do implante de mioblastos esqueléticos, 

fibroblastos cardíacos e de musculatura esquelética obtidos de biópsias de músculo 

esquelético e coração de ratos adultos, tranduzidos com AdRSVLacZ, e implantados em 

coração de ratos isogênicos. A escolha deste modelo animal possibilitou minimizar uma 

possível rejeição e, portanto, mimetizar um implante células autólogas.  

O estudo temporal da expressão do transgene LacZ apresentou padrões distintos 

entre mioblastos e fibroblastos. A expressão do transgene no miocárdio de ratos 

submetidos ao implante de mioblastos (1x106 células) tranduzidos com AdRSVLacZ 

permaneceu até sete dias após a injeção, entretanto ao comparamos aos valores obtidos 

para a expressão do transgene quando os ratos são submetidos ao implante de 

fibroblastos (1x106 células) transduzidos com o mesmo vetor viral, verificamos que a 

expressão do transgene persiste até o quadragésimo quinto dia após o implante. Este 

fato é interessante ao considerarmos que a diminuição da expressão de um transgene “in 

vivo” normalmente está vinculada a uma resposta imunológica, desencadeada pelo vetor 

viral. 
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Nossos resultados mostram que esta resposta depende do tipo celular, isto é, 

fibroblastos obtidos de musculatura esquelética, submetidos ao mesmo ensaio, 

apresentaram tempo de expressão do transgene similar ao fibroblasto cardíaco. E mais, 

corroboram os resultados de Johnsson et al (2004), de que as células fibroblásticas 

apresentam deficiência de exposição de antígenos, fazendo com que o sistema imune 

tenha dificuldade a reconhecer estas células. Vale à pena ressaltar o potencial destas 

diferenças de expressão transgênica em situações onde o objetivo seja dependente do 

tempo.  

Estes dados sugerem que o implante de fibroblastos na doença arterial oclusiva 

parece ser uma alternativa promissora, uma vez que o sucesso da terapia gênica depende 

do tempo de duração da expressão do transgene, entretanto há que se considerar que 

uma expressão transiente de um fator angiogênico nestas doenças pode ser o suficiente 

para a formação de novos capilares e vasos estruturados, como observado no presente 

trabalho.  

O presente estudo objetivou manter a expressão de hVEGF e hIGF-1 no 

miocárdio por pelo menos 45 dias, através do implante de fibroblastos cardíacos 

expressando VEGF e/ou IGF-1, baseando-se então nos dados obtidos com o gene 

repórter. 

 A expressão por tempo aumentado e descontrolado de transgenes angiogênicos 

poderia levar a formação de hemangiomas e estimulação de angiogênese em tumores. A 

expressão em um tempo ótimo em células transplantadas pode ter uma duração 

suficiente para se obter o máximo efeito terapêutico. Então, para excluir a possibilidade 

de efeitos deletérios, como tumorigênese, muitos estudos têm sido acompanhados por 

um período longo de tempo. Baseado nesses estudos o vetor adenoviral foi o vetor de 
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escolha, característico por apresentar expressão episomal transiente do transgene 

inserido e capaz de tranduzir fibroblastos cardíacos. Em adição, esse processo de terapia 

celular combinada é muito seguro, pois limita as respostas imunes dos vetores virais 

(Lima-Bessa, et al., 2006). 

 Fibroblastos da musculatura esquelética mostraram expressão do transgene por 

até 45 dias, porém fibroblastos cardíacos foram escolhidos devido à sua obtenção ser 

mais simples, por ser facilmente isolado e ser produzido facilmente em larga escala no 

laboratório. Por essas razões, a estratégia combinada pode sustentar a expressão da 

proteína por mais tempo. 

A modificação das células “ex vivo” antes do transplante pode ser considerado 

um potencial efeito para aumentar a sobrevivência dessas células transplantadas e 

modificar seu efeito na angiogênese, no remodelamento de matriz ou no melhoramento 

da função.  
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Experimento 1 (“Proof of Principle”)-Teste de fisibilidade  

 

 

Neste estudo foi evidenciado que fibroblastos cardíacos expressando hVEGF 

induzem formação de capilares e vasos quando comparado com o tratamento placebo, 

enquanto que a injeção de fibroblastos cardíacos somente ou associados ao 

AdCMVNULL (adenovírus sem o transgene de interesse) não resultaram em melhora 

significativa no modelo proposto. Esses resultados sugerem que neste modelo, as 

células atuam como um vetor para administração local dos produtos gênicos e que não 

possuem efeitos células-específicos. 

O ensaio de imunofluorescência dupla-marcação nos tecidos para VWF e SMA 

mostrou uma grande proporção de vasos recém formados no grupo VEGF. Achados 

prévios utilizando vetores adenovirais em animais com deficiência imunológica 

mostraram que a administração de VEGF induz formação de capilares cardíacos 

imaturos que em uma semana involuem devido ao grande extravasamento de fibrina no 

tecido (Pettersson et al, 2000).  Isto se deve em grande parte aos altos níveis do fator 

angiogênico obtidos neste modelo onde o adenovírus não é reconhecido pelo sistema 
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imune.  Entretanto, um número grande de estudos experimentais subseqüentes 

demonstrou que a resposta do VEGF é complexa, pode variar de acordo com o tecido-

alvo, modo de administração e dosagem, mas de maneira geral observa-se estímulo a 

angiogênese. Isso pode ser atribuído à resposta obtida com fibroblastos cardíacos 

mediando a transferência gênica e a dosagem do VEGF, como mostra Von Degenfeld et 

al (2006), que estudou a importância da adequada distribuição e dosagem de VEGF no 

tecido-isquêmico para obtenção de vasos estáveis e funcionais.  Ozawa et al (2004) 

demonstraram que há um discreto limiar de dosagem (70ηg / 106 cell/dia), para a 

formação de capilares estáveis e acima disso, há ocorrência de hemangiomas. Então, a 

administração contínua de VEGF, quando mantida abaixo desse limiar, pode resultar em 

angiogênese normal. No presente estudo o nível de VEGF circulante no grupo VEGF 

apresentou-se abaixo desse limiar. A expressão de VEGF pode estar envolvida com a 

secreção de outras citocinas do próprio fibroblasto cardíaco e eles podem ser os 

responsáveis pela maturação dos vasos sanguíneos. 

Nossos dados corroboram também os de Niagara et al (2004), que evidenciaram 

um aumento de densidade capilar em membros inferiores isquemiados de coelho 

tratados com mioblastos de musculatura esquelética modificados geneticamente para 

produzir VEGF e/ou Ang-1 (Angiopoitina-1), os de Matsumoto et al (2005) que 

observaram um aumento no número absoluto de capilares em corações de ratos 

isogênicos infartados submetidos ao implante de células mesenquimais obtidas da 

medula óssea modificadas “ex vivo” para produzir VEGF e mais recentemente os de Ye 

et al (2007) que observaram aumento de densidade vascular e melhora de função 

miocárdica em ratos que receberam implante de mioblastos esqueléticos transduzidos 

com nanopartículas que superexpressavam VEGF. 
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Neste estudo foi demonstrado que: (1) o vetor adenoviral é eficiente na 

transdução de fibroblastos cardíacos de ratos, (2) a transferência do gene hVEGF165 

induz a formação de capilares e pequenos vasos com determinado pelo ensaio com 

VWF e SMA, respectivamente, (3) a injeção de um milhão de fibroblastos cardíacos 

expressando VEGF leva a uma significante expressão do transgene e reduz a área de 

infarto. A redução da área infartada foi atribuída à injeção intramiocárdica de 

fibroblastos cardíacos modificados pelo adenovírus contendo o gene VEGF, limitando 

assim que o vetor adenoviral se espalhasse para outros órgãos.  

Em resumo, nós demonstramos que o transplante no miocárdio de células 

geneticamente modificadas “ex-vivo” antes do evento isquêmico, resulta em aumento 

de expressão de hVEGF, detecção da proteína VEGF e formação de capilares no tecido 

quando comparado ao implante de fibroblastos cardíacos, fibroblastos cardíacos + 

AdCMVNULL ou tratamento placebo. Ainda que os infartos produzidos tenham sido de 

pequena magnitude, sem sinais evidentes de diminuição na performance cardíaca basal, 

detectamos uma significante redução de área de infarto no grupo VEGF quando 

comparado ao grupo Veículo. Em conclusão, os dados mostram que a administração de 

fibroblastos cardíacos modificados geneticamente “ex vivo” para produzir fatores de 

crescimento tem o potencial de induzir resposta angiogênica em tecido cardíaco 

isquêmico.  
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Experimento 2 – Teste de eficácia terapêutica 

 

 

Com base nos dados obtidos em Experimento 1 (“Proof of principle”)- Teste de 

fisibilidade e achados recentes de nosso laboratório de que o uso de um biopolímero de 

fibrina durante o transplante celular foi mais eficaz em aumentar a retenção de células 

no miocárdio, nós nos propusemos a testar: 

 

1. O efeito terapêutico do transplante celular considerando a possibilidade 

de sinergia entre dois fatores, VEGF e IGF-1; 

2. Testar a eficácia do transplante celular em associação com um 

biopolímero de fibrina; 

3. Utilizar um modelo onde a lesão cardíaca é de maior magnitude e que se 

acompanha de comprometimento cardíaco funcional, em contraste com a estratégia 

utilizada até este momento que visava testar a possibilidade de modificar o “millieu” 
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cardíaco com a terapia de células geneticamente modificadas em presença de isquemia, 

mas sem comprometimento da função cardíaca importante. 

 

   Para esta etapa foram utilizados 40 animais, de um total de 68 animais 

utilizados para o estudo. Devido ao critério de exclusão adotado, de que somente 

animais com 20-40% de área acinética ou hipocinética ao exame 

Ecodopplercardiográfico 24 horas pós-ligadura fossem aceitos para o estudo, 28 animais 

desse total de 68 foram excluídos por não atingirem a porcentagem de área acinética ou 

hipocinética esperada ao exame. 

É importante ressaltar que a escolha do tipo celular a ser utilizado neste trabalho 

foi devido a resultados anteriores e que não houve evidência de espessamento de parede 

miocárdica (devido ao uso de fibroblastos) ou hemangiomas em nenhum tecido dos 

animais estudados (devido ao implante com células modificadas para produzir VEGF). 

 Estes dados são explicados pelo pequeno número de células transplantadas, 

quando comparado a estudos que utilizam a célula como agente reparador, uma vez que 

a nossa estratégia utiliza células geneticamente modificadas “ex vivo” através de vetores 

adenovirais, o que torna a expressão do transgene episomal e transiente e que serão 

destruídas pelo sistema imunológico em semanas ou meses (Ozawa et al., 2004 e Szelid 

et al., 2002).  

Portanto, as células são apenas vetores ou produtoras de fatores de interesse e 

não agentes de reparação “per se”. Além disso, as células fibroblásticas correspondem a 

60% do número de células no miocárdio, sendo importantes para manutenção do 

arcabouço estrutural miocárdico (Kohl et al., 2005), diferentemente dos miofibroblastos, 
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que são células características de cicatriz (inclusive são importantes para o 

fortalecimento da mesma), ou seja, fibroblastos residentes que, na ocorrência de alguma 

lesão miocárdica são ativados, aumentando níveis de matriz extracelular, formando a 

necrose e são caracterizados principalmente pela presença de marcadores de músculo 

liso, chamado α actina de músculo liso (ASMA) (Squires et al., 2005).  

 A tecnologia do Biopolímero de fibrina foi uma estratégia interessante de 

apreensão das células no tecido cardíaco que possibilitou o uso do mesmo número de 

células para o implante (1x106 células), já que é importante ressaltar que os fibroblastos 

cardíacos foram utilizados como vetor para administração do transgene. 

Segundo Ngan et al (2006) e Kelly (2005), os polímeros de fibrina inibem 

apoptose em caso de isquemia cardíaca quando usados diretamente no tecido. Isso é 

interessante, já que há grupos experimentais neste estudo com o gene IGF-1, descrito na 

literatura como um dos fatores chave no mecanismo de apoptose e sobrevivência celular 

(Kelley et al., 1996; Torella et al., 2004; Welch et al., 2002 e Bohl et al., 2000). 

Neste estudo foi evidenciado que fibroblastos cardíacos expressando VEGF e a 

combinação dos dois fatores VEGF + IGF-1 ressuspendidas em polímero de fibrina 

induzem angiogênese e vasculogênese, quando comparados aos grupos que receberam 

os tratamentos placebo, polímero de fibrina, fibroblastos cardíacos somente, fibroblastos 

cardíacos + AdCMVNull (adenovírus sem o transgene de interesse) e fibroblastos 

cardíacos + AdCMVIGF-1EGFP. Esses dados corroboram os de Slomiany & 

Rosenzweig (2004) que observaram maior número de capilares retinianos nos animais 

que receberam tratamento com plasmídeos VEGF e/ou em combinação com IGF-1, e os 

dados de Jeschke & Herndon (2007) que observaram que o tratamento baseado em 

transferência gênica com IGF-1 e KGF (keratinocyte growth factor) causam 
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regeneração dérmica e epidérmica por efeitos autócrinos e parácrinos, principalmente 

devido ao IGF-1, que ativa HIF-1, gerando superexpressão de VEGF e 

neovascularização. 

Em relação à área infartada no modelo proposto, somente os grupos 

experimentais que receberam tratamento com VEGF ou em combinação com IGF-1 

apresentaram redução da mesma quando comparados aos grupos que receberam os 

tratamentos placebo, polímero, somente fibroblastos cardíacos e fibroblastos cardíacos 

+ AdCMVNull, porém o grupo que recebeu fibroblastos expressando IGF-1 somente, 

não apresentou diferença significativa em relação a nenhum dos grupos tratados, 

contudo, podemos especular que há uma tendência à melhora podendo ser considerado 

um grupo “border line”.  É importante ressaltar que o número de animais estudados 

neste grupo experimental foi inferior aos demais devido à obediência ao critério de 

exclusão adotado. 

Têm sido propostos e utilizados vários índices para a avaliação da contratilidade, 

os quais são de crucial importância não só para os fisiologistas, mas também para os 

cardiologistas clínicos. Como regra geral, um índice é tanto melhor quanto maior a sua 

sensibilidade e especificidade. Assim, um bom índice de contratilidade deve mostrar-se 

altamente sensível a alterações da contratilidade ou inotropismo e ser o menos possível 

afetado por fatores extrínsecos ao coração, nomeadamente por variações da carga. 

Classicamente, os índices de contratilidade derivam da fase de contração isovolumétrica 

ou da fase de ejeção. Os primeiros tais como dP/dt positiva e negativa, revelam-se 

bastante sensíveis a alterações da contratilidade e, devido à sua natureza, insensíveis a 

alterações da pós-carga. São, contudo, altamente influenciados por variações da pré-

carga. Os segundos, derivados da fase de ejeção, como por exemplo, a fração de ejeção, 
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o volume de ejeção e o débito cardíaco, mostram-se sensíveis a alterações quer da pré-

carga, quer da pós-carga (Bonilha, et al., 2005). 

É interessante salientar que não observamos alterações hemodinâmicas em 

qualquer dos grupos pela análise ecocardiográfica e até mesmo pelos métodos invasivos 

na situação basal. Em contraste, sob condições de estresse farmacológico evidenciamos 

diferenças claras entre os grupos, mostrando que aqueles que receberam VEGF 

isoladamente ou em combinação com IGF-1 tiveram uma melhora significante em 

vários índices de função cardíaca. 

Nossos resultados apontaram que, frente a uma sobrecarga pressórica súbita, os 

grupos que continham em seu tratamento células transduzidas com AdRSVVEGFP 

isoladamente ou em combinação com AdCMVIGF-1EGFP apresentaram melhor 

resposta funcional em relação aos outros grupos tratados quando os seguintes índices 

foram analisados: pressão diastólica final do ventrículo esquerdo (PDFVE), débito 

cardíaco (DC), volume sistólico (VS) e trabalho sistólico (TS), ou seja,  a mesma 

variação de pressão sisitólica consegue promover variações de VS e TS, o que sugere 

melhora funcional essa melhora pode ser atribuída à vasculogênese, já que esses 

mesmos animais apresentaram melhora funcional em relação ao número de vasos 

sanguíneos. 

Nossos dados corroboram os dados de Ye et al (2007) que observaram melhora 

funcional do músculo cardíaco após o implante de mioblastos transduzidos com 

nanopartículas que superexpressavam VEGF, os de Mangi et al (2003) que observaram 

melhora funcional em ratos tratados com células mesenquimais de medula óssea 

transduzidas com vetor retroviral contendo o gene AKT (activated protein kinase) e 

ainda os dados de Stewart et al (2006), em seu estudo clínico em fase dois, que também 
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observaram melhora funcional cardíaca em pacientes infartados que receberam implante 

de AdVEGF121 em comparação aos que receberam o máximo em tratamento médico. 

Novamente, esses resultados, sugerem que neste modelo, as células atuam como 

um vetor para administração local dos produtos gênicos e que não possuem efeitos 

células-específicos. 

Neste estudo foi demonstrado que: (1) a transferência dos genes VEGF e IGF-1 

induzem a formação de capilares e também de pequenos vasos como determinado pelo 

ensaio com VWF e SMA, respectivamente; (2) a injeção de 1 milhão de fibroblastos 

cardíacos expressando VEGF e IGF-1 leva à uma significante expressão do transgene e 

reduz a área de infarto. A redução da área infartada foi atribuída à injeção 

intramiocárdica de fibroblastos cardíacos modificados pelo adenovírus contendo o gene 

VEGF e IGF-1, limitando assim que o vetor adenoviral se espalhasse para outros 

órgãos.  



6 . Conclusões
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Em conjunto, os dados apresentados sugerem que: 

 

 

A terapia celular combinada com o aumento da expressão de fator angiogênico 

(VEGF) ou em combinação com fator de crescimento (IGF-1) tem efeito benéfico, uma 

vez que estes fatores estimularam a proliferação capilar e vascular podendo contribuir 

para o aumento da circulação colateral, promovendo melhora funcional, limitando 

assim, progressão e extensão do infarto.  
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Construções e análises dos vetores virais (AdRSVLacZ,  AdRSVVEGFP, 

AdCMVNull e AdCMVIGF-1EGFP). 

 

 

Os vetores AdRSVLacZ e AdRSVVEGFP foram gentilmente cedido pelo grupo 

do Prof. Dr. Carlos Frederico Martins Menck, ICB-USP/SP, e previamente testado, 

quanto a sua capacidade de infectar e expressar o gene repórter em fibroblastos 

humanos.  

A integridade de todas as etapas da construção viral foi avaliada por digestões 

com enzimas de restrição, seqüenciamento automático de DNA e PCR (dados não 

mostrados). A confirmação de que o vírus obtido era o AdCMVIGF-1EGFP veio das 

análises feitas por PCR para seqüências presentes no genoma viral. Os iniciadores 

utilizados confirmaram a presença do cDNA de IGF-1, EGFP e da fibra do adenovírus 

(um elemento estrutural). A ausência da região E1 do adenovírus corrobora com a 

qualidade não replicativa do vírus obtido, além de demonstrar que não existe 

contaminação, detectável por PCR, com adenovírus tipo 5 selvagem.  
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 Propagação dos vetores virais 

 

 

A transdução dos vetores virais (AdRSVLacZ, AdCMVVEGFP AdCMVNull e 

AdCMVIGF-1EGFP) em células empacotadoras (HEK 293) resultou em alterações 

morfológicas que foram visualizadas em microscópio óptico. As alterações 

morfológicas, denominadas de efeito citopático, foram observadas após 48 horas da 

transdução. Como controle da eficiência de transdução foram utilizadas células 

HEK293 mantidas sob as mesmas condições experimentais, exceto pela ausência do 

vetor viral (Figura 1).  

 

 

 

 

 

 

 
Figura 1: O quadro (A) representa o efeito citopático causado pela transdução do vetor 
AdRSVLacZ em células HEK293. O quadro (B) representa as células HEK293 
mantidas em cultura sob as mesmas condições das células infectadas, exceto pela 
ausência do vetor. O efeito citopático observado corresponde a 48 horas após a 
transdução. 
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 Titulação Viral (AdRSVLacZ,  AdRSVVEGFP, AdCMVNull e AdCMVIGF-

1EGFP). 

 

 

A titulação viral, ou seja, a determinação quantitativa de vírus expressando o 

gene repórter LacZ ou EGFP, capazes de infectar células após 12 horas de contato, foi 

expressa em gtu/mL (gene transfer unit). Este protocolo pode ser utilizado para todos os 

vetores, pois as construções dos vetores que contém tanto o VEGF como o IGF-1 

possuem o gene repórter EGFP, expressos a partir de um mesmo mRNA bicistrônico 

(Jackson et al, 1990). A titulação das soluções contendo os vetores virais foi realizada 

em células endoteliais de aorta de coelho (REC) (Tabela 1).  

 

TABELA 1: A tabela representa a concentração das soluções virais utilizadas na 
transdução das culturas primárias de mioblastos ou fibroblastos. A expressão do gene 
LacZ foi visualizada após coloração in vitro com o substrato X-gal. A visualização da 
expressão do gene EGFP foi feita através de observação direta em microscópio de 
fluorescência.  
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-Positivo>1x1010AdRSVLacZ

Expressão EGFPExpressão LacZTitulo viral(gtu/mL)Vetor
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Os vetores utilizados para a transdução das células a serem implantadas no 

coração de rato foram testados na sua capacidade de transduzir 100% das células 

mantidas em cultura, isto é, cultura primária de mioblastos ou fibroblastos (Figura 2).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Os quadros representam mioblastos (A) e fibroblastos (B) transduzidos com 
AdRSVLacZ. Os quadros (C) e (D) representam fibroblastos cardíacos transduzidos 
com AdRSVVEGFP e com AdCMVIGF-1EGFP, respectivamente. Os quadros (E) e 
(F) representam fibroblastos cardíacos marcados com DAPI (marcador de núcleos 
celulares), onde é possível verificar que as células transduzidas com AdRSVVEGFP e 
com AdCMVIGF-1EGFP também apresentação marcação para DAPI. A visualização 
da marcação por DAPI e da expressão do gene EGFP foi feita através de observação 
direta em microscópio de fluorescência. A visualização da expressão do LacZ foi feita 
após contato das células com o cromógeno X Gal. Aumento: 400X. 
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