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RESUMEN

La transferencia génica de plasmido codificante para VEGF (pVEGF) induce angiogénesis,
incremento del indice mitético e hiperplasia miocitica en cerdos con isquemia miocardica
crénica. El presente trabajo se realizé con el objetivo de estudiar el efecto del pVEGF sobre
el tamano del infarto de miocardio. Una hora después de la ligadura de la descendente ante-
rior, 28 ovejas de 23 + 0,5 kg se agruparon al azar para recibir 10 inyecciones intramiocardicas
de 3,8 mg de pVEGF (n = 14) o placebo (n = 14) distribuidas en la periferia del infarto. La
funcién miocardica se estudié con SPECT gatillado y los animales se sacrificaron 7, 10 y 15
dias después del tratamiento. El tamano del infarto fue el 34% menor en el grupo tratado
que en el grupo placebo (placebo: 17,1 + 2,1%; VEGF: 11,2 + 1,5%; p < 0,05) a los 15 pero no
a los 10 dias. Aunque hubo una leve tendencia a favor del grupo tratado, la mejoria de la
funcién miocardica no fue diferente entre grupos (placebo: 3,3 = 1,4; VEGF: 3,8 = 24; p =
NS). El estudio histolégico mostré que los mecanismos involucrados fueron la respuesta
angiogénica a los 7 dias (placebo: 676 * 31 capilares/mm?; VEGF: 1925 + 262; p < 0,05), la
menor fibrosis periinfarto a los 10 dias (contenido de colageno; placebo: 70,1 = 1,7%; VEGF:
43,5 = 4,4%; p < 0,05); y la proliferaciéon de mioblastos a los 7 y 10 dias. La expresién del
pVEGTF fue positiva a los 3 (ARNm), 7 y 10 dias (proteina) posadministracién. Conclusién: a
los 15, dias la transferencia génica de VEGF humano reduce el tamano de infarto en ovejas
mediante angiogénesis, disminucion de la fibrosis e induccién de proliferacion de mioblastos
(miocardiogénesis).

REV ARGENT CaARDIOL 2004;72:197-202.

Palabras clave

INTRODUCCION

El infarto miocardico y su consecuencia, la insuficien-
cia cardiaca, configuran una de las principales causas
de muerte en el mundo occidental. (1) La prevalencia
de la falla de bomba posenfermedad coronaria esta en
aumento debido a que la edad promedio de la pobla-
ci6on mundial es cada vez mayor. La btisqueda de es-
trategias para reducir del tamano de infarto y, por lo
tanto, prevenir el remodelamiento ventricular que lle-
va inexorablemente a la falla contractil, es de enorme
interés y actualidad. El reemplazo de las células muer-
tas por células progenitoras autélogas provenientes
de la médula 6sea o de la sangre periférica, o por
mioblastos del musculo esquelético, son los tres enfo-
ques que mas se estan investigando en modelos en
animales pequenos y grandes y en estudios clinicos
en fase I. (2, 3) Si bien los resultados comunicados
sugieren que estas intervenciones reducen la exten-
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si6n de los infartos, ain no se ha comprobado que las
células implantadas establezcan conexién funcional
con las células preexistentes como para brindar
funcionalidad eléctrica y contractil. (4, 5) Una aproxi-
macion maés fisiolgica al problema consistiria en in-
ducir la replicacion de los miocardiocitos sobrevivien-
tes en células hijas, lo cual permitiria que se preserve
la conexion funcional de los miocardiocitos hijos con
los preexistentes.

Recientemente hemos demostrado que la transfe-
rencia génica del factor de crecimiento de endotelio
vascular (VEGF) en la isquemia miocérdica crénica
porcina no sélo induce angiogénesis (6) y arteriogé-
nesis, (7) sino también mitosis e hiperplasia de los
miocardiocitos. (8, 9) Esto permite formular la hipé-
tesis de que en un modelo de infarto de miocardio este
tratamiento reducira el area necrética. En el presen-
te trabajo nos hemos propuesto investigar si la inyec-
cion intramiocardica directa de un plasmido codi-
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ficante para VEGF reduce el tamano del infarto en
ovejas sometidas a ligadura aguda de la arteria des-
cendente anterior.

MATERIAL Y METODOS

Plasmido

El vector de expresién eucariética que contiene el gen
codificante para el VEGF humano de 165 aminoacidos
(pVEGF) se ha descripto en detalle anteriormente. (6-8) El
producto purificado cumple con los estandares internacio-
nales GMP (Bio Sidus, Buenos Aires). La conservacion del
plédsmido en solucién se realiza a -70°C.

Preparacion quirurgica

Se operaron ovejas raza Corriedale de sexo masculino y de
aproximadamente de 23 = 0,5 kg de peso. Todos los anima-
les se trataron de acuerdo con la Guia para el Uso y Cuidado
de Animales de Laboratorio publicada por los Institutos
Nacionales de Salud de los Estados Unidos (NIH publication
N° 85-23, revised 1996). La premedicacion anestésica se rea-
liz6 con maleato de acepromazina (0,5 mg/kg), la induccién
con tiopental sédico (10 mg/kg) y el mantenimiento con
halotano al 3% en oxigeno. El acceso empleado fue la
minitoracotomia izquierda estéril a nivel del cuarto espacio
intercostal. Luego de la pericardiotomia, se efectud la disec-
cién y la ligadura de la arteria descendente anterior (en su
tercio distal) y de su segunda rama diagonal. (10) Para dis-
minuir la incidencia de arritmias ventriculares se infundie-
ron por via endovenosa lidocaina (2 mg/kg), amiodarona (150
mg/2 h) y atenolol (2 mg). Una hora después de realizadas
las ligaduras, los animales se distribuyeron en dos grupos al
azar. A continuacién se administraron 2 ml de solucién que
contenia 1,9 mg/ml de pVEGF (dosis total: 3,8 mg) o placebo
(plasmido vacio). La solucién se administré mediante 10 in-
yecciones intramiocardicas (de 200 ul cada una) distribui-
das en la periferia del miocardio isquémico, facilmente iden-
tificable por la cianosis y el comportamiento discinético. Fi-
nalmente se cerro la toracotomia por planos.

Protocolo experimental

Las ovejas que cumplieron con el criterio de inclusién (super-
vivencia al infarto transmural de aproximadamente un 20%
del ventriculo izquierdo) ingresaron al estudio (grupo placebo:
n = 14, grupo tratado: n = 14). Los animales se sacrificaron
diferidamente (7 dias, n = 6; 10 dias, n = 10; 15 dias, n = 12)
mediante una sobredosis de tiopental sédico seguida de un
bolo letal de cloruro de potasio. Se extrajo el corazén para su
estudio macroscépico e histolégico. Ademas, en 8 animales
del subgrupo de 15 dias, se estudio la funcién miocardica (véase
mas adelante) en condiciones normales (2 dias antes de la
operacion), a las 24 horas del infarto y al finalizar el protoco-
lo. Al inicio del estudio, un investigador no relacionado con el
protocolo realiz6 la asignacion al azar de los animales en gru-
pos y mantuvo oculta la clave hasta finalizados la recolecciéon
y el analisis de los datos (disefio con enmascaramiento).

Tamarnio del infarto

El corazén se abrié mediante una incisién paralela al surco
interventricular posterior, con el fin de poder observar cla-
ramente la totalidad del ventriculo izquierdo. Se obtuvieron
fotos digitales de la superficie endocardica y se cuantificé el
area total ventricular y el area infartada mediante un soft-
ware de morfometria (Image-Pro Plus 4.1, Media
Cybernetics, Silver Spring, MD, EE.UU.). El tamaio del in-
farto se calculd por obtencién de la fraccién porcentual de
ventriculo izquierdo infartado.

ABREVIATURAS

ANOVA Analisis de la varianza

GMP Good Manufacturing Practice

IHQ Inmunohistoquimica

PCR Reaccion en cadena de la polimerasa

pVEGF Plasmido codificante para VEGF humano de 165
aminoacidos

RT-PCR PCR con transcripcion reversa

SEM Error estandar de la media

SPECT  Single photon emission computed tomography
VEGF Factor de crecimiento de endotelio vascular
Histologia

El corazén se fijé por inmersién en solucién tamponada de
formol al 10%. Se obtuvieron muestras de tejido miocérdico
de la zona periinfarto y de la zona alejada que luego se inclu-
yeron en parafina. Las secciones de 4 um de espesor se tifieron
con rojo Sirio (para identificar coldgeno) y con tricrémico.
Ademaés se realizé inmunohistoquimica (IHQ) con anticuerpos
monoclonales contra diferentes marcadores: actina de mus-
culo liso, antigeno Ki67 (ciclo celular, véase ref. 8), lectina
Ulex (células endoteliales), a-actina sarcomérica y conexina
43 (cardiomiocitos) y CD68 (monocitos/macréfagos). Para el
revelado se emplearon técnicas de biotina-avidina y peroxidasa
(BioGenex, San Ramon, CA, EE.UU.). Luego, dos observado-
res independientes estudiaron las secciones miocérdicas con
microscopia éptica convencional y de Nomarski.

El analisis morfométrico se realiz6 con la ayuda de un
sistema de andlisis digital de imagenes (Image-Pro Plus).
En las secciones tefiidas con tricrémico y con THQ contra
lectina Ulex se contaron los capilares en una superficie de
5 mm? por muestra y luego se calculé la densidad de capila-
res (namero por mm?). En las secciones tefiidas con rojo Sirio
se estimé la fibrosis miocardica mediante la cuantificacién
de la fraccion porcentual de superficie ocupada por colageno.
Las células en ciclo celular se caracterizaron fenotipicamente
segun el patrén de doble inmunomarcacion.

Funcion ventricular

La perfusién miocardica se estudi6 con tomografia
computarizada da por emisién de fotén Gnico (G-SPECT).
Los estudios se realizaron en una cdmara gamma marca
ADAC, modelo Pegasys de doble cabezal y de angulo variable
(ADAC, Milpitas, CA, EE.UU.). Como agente de contraste para
perfusién miocardica se utiliz6 sestamibi marcado con
tecnecio-99m. La funcién ventricular izquierda se calculd
mediante la obtencién de imégenes gatilladas con la onda R,
por lo cual se utilizé el software de cuantificacion QGS de
Guido Germano. El anélisis de motilidad parietal regional lo
realizaron visualmente dos observadores, en forma semicuan-
titativa, utilizando el modelo de 20 segmentos de Berman (11)
y un puntaje (score) de motilidad que asigné un valor de 0 a la
motilidad normal, 1 a la hipocinesia leve, 2 a la hipocinesia
moderada y 3 a la acinesia y a la discinesia.

Expresion génica

En un grupo separado de animales (n = 6) se estudi6 la pre-
sencia miocardica de ARNm (RT-PCR) y proteina (IHQ). Los
animales se operaron para recibir 3,8 mg de pVEGF (véase
“Preparacién quirtargica”). Se realizaron sacrificios a los 3,
7y 10 dias (dos ovejas por tiempo). Dos animales adicionales
recibieron pldsmido vacio y se sacrificaron a los 3 dias. Para
la RT-PCR se realizé la extraccién, la cuantificacién y la trans-
cripcion reversa del ARN (Gibco BRL, Grand Island, NY,
EE.UU.) y el tratamiento con DNAsa I (Promega, Madison,
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WI, EE.UU.). El cDNA se sintetiz6 por reacciéon de RT a par-
tir de 1 ug de ARN total. La reaccién de PCR para VEGF
humano se realiz6 con primers especificos. (8) A fin de valo-
rar la integridad y carga de ARN se realizé la amplificacion
no competitiva de GAPDH. Para el estudio de la histoloca-
lizacion del VEGF proteico se realizé IHQ con un anticuer-
po policlonal contra VEGF humano (BioGenex) revelado con
técnica de biotina-avidina-peroxidasa.

Analisis estadistico

Las comparaciones intergrupo se realizaron con el la prueba
de la t de Student para datos no apareados. El puntaje de
motilidad parietal se analizé con ANOVA no paramétrico de 2
vias (prueba de Friedman). La significacién estadistica se es-
tableci6 con valores de p menores de 0,05. Los resultados se
expresan como media = SEM (error estandar de la media).

RESULTADOS

Expresion génica

En los animales tratados con pVEGE, la expresion de
ARNm fue positiva a los 3 dias postratamiento (n = 2
de 2) y negativa a los 7 y 10 dias. La histolocalizacion
de la proteina demostro su presencia en la tinica me-
dia de los vasos intramiocardicos de los animales tra-
tados, alos 7y 10 dias (n = 4; Figura 1). En las ovejas

o
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Fig. 1. Expresion de VEGF humano en tejido miocdrdico ovino.
Mediante inmunohistoquimica se detecté la presencia de la pro-
teina VEGF ;; en la tiinica media de los vasos intramiocdrdicos
alos 7y 10 dias de la transfeccion.

angiogénica intensa en un animal |
tratado con pldsmido codificante
para VEGF .. humano. Obsérven-
se los capilares coloreados en ma-
rron claro. Tincion inmunohis-
toquimica para lectina Ulex (mar-
cador endotelial). Magnificacion
original: X50. Panel derecho: la
densidad de estos capilares en
animales tratados es casi 3 veces
mayor que en los animales placebo.

Fig. 3. Panel izquierdo: respuesta | ; fl !'|.|._'|.T,"
ki
. 0

que recibieron plasmido vacio (n = 2) ambas reaccio-
nes fueron negativas.

Tamaiio del infarto

El tamano del infarto fue similar para ambos grupos a
los 10 dias (placebo: 17,8 + 2%; VEGF: 18,1 + 4,5%
del total de la superficie ventricular izquierda; p = NS).
Sin embargo, a los 15 dias, el grupo tratado presenté
un infarto significativamente menor que el grupo
placebo (placebo: 17,1 = 2,1%; VEGF: 11,2 = 1,5%;
p < 0,05) (véase Figura 2). La comparacion de los va-
lores absolutos de las areas infartadas arrojo los mis-
mos resultados, tanto a los 10 dias (placebo: 10,2 = 1
cm?, VEGF: 11,1 £ 1,9 cm?; p = NS) como a los 15 dias
(placebo: 9 = 1,2 ecm?; VEGF: 6 + 0,9 cm?; p < 0,05).

Histologia

Siete dias después del infarto, el estudio histolégico
demostr6 una densidad de capilares significativamente
mayor en el grupo tratado con pVEGF en comparacién
con el grupo placebo (placebo: 676 + 31 capilares por
mm?; VEGF: 1925 + 262; p < 0,05). Esta respuesta
angiogénica se observo en areas que se extendian desde
el miocardio sano hasta la zona infartada (Figura 3).
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Fig. 2. Tamarno de infarto como porcentaje de la superficie
ventricular izquierda a los 10 y a los 15 dias de la transfeccion
con pldsmido codificante para VEGF ;. humano. Se observa que
a los 10 dias los tamanos de los infartos no difieren entre gru-
pos, pero que a los 15 dias el grupo tratado tiene un tamano de
infarto el 34% menor que el grupo placebo.
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Fig. 4. Células Ki67 positivas en el borde del infarto. Panel A:
animal placebo. Panel B: animal transfectado con pldsmido
codificante para VEGF ;. humano. Se observa en éste una canti-
dad tres veces mayor de células en ciclo celular (Ki67 positivas).
Magnificacion original: X25. Panel C: las flechas muestran dos
células pequenas en mitosis (cromosomas Ki67 positivos) y posi-
tivas para alfa-actina sarcomérica, lo cual indica que se trata
de mioblastos. A la izquierda de ellos, se observan dos cardiomio-
citos (alfa-actina sarcomérica positivos) adultos en proceso de
fagocitosis por macréfagos. Barra = 10 pm.

Tanto a los 7 como a los 10 dias posinfarto, las ove-
jas tratadas con pVEGF mostraron, en la zona adya-
cente al area necrotica, una cantidad abundante de
células pequenas (6 a 10 um) que se tenian positiva-
mente para Ki67, a-actina sarcomérica y conexina 43,
y negativamente para actina de musculo liso y CD68.
Muchas de estas células presentaron figuras mitéticas
(Figura 4) y ocasionalmente citocinesis, por lo que se
caracterizaron como mioblastos. (12) En los animales
tratados, estas células fueron 3 veces mas abundantes
que en las ovejas del grupo placebo. Ademas, a los 10
dias las ovejas tratadas presentaron un contenido me-
nor de colageno en la zona periinfarto que las ovejas
placebo (placebo: 70,1 + 1,7%; VEGF: 43,5 = 4,4%;
p < 0,05) (véase Figura 5). A los 15 dias no se observé
una diferencia significativa en el indice mitético de
miocardiocitos adultos entre el grupo tratado y el gru-
po placebo.

Funcién ventricular

El puntaje de motilidad parietal al dia siguiente del
infarto fue muy similar en todos los animales (placebo:
10,3 = 2; VEGF: 10,5 = 2,6; p = NS). A los 15 dias, el
puntaje tampoco mostré diferencias significativas en-
tre grupos (placebo: 7 + 1,3; VEGF: 6,7 = 1,2; p = NS).
En ambos grupos, las comparaciones apareadas (re-
sultados obtenidos al dia siguiente del infarto versus
resultados finales) mostraron una tendencia a la me-
joria, que no alcanzé la significaciéon estadistica. Aun-
que existié una leve tendencia a favor del grupo trata-
do con pVEGF, el delta de mejoria (funcién ventricular
a los 10 dias menos funcién ventricular a los 15 dias)
tampoco difiri6 entre grupos (placebo: 3,3 + 1,4; VEGF:
3,8 + 2,4; p = NS).

DISCUSION

Nuestro trabajo muestra que la inyeccién intramio-
cardica directa de un plasmido codificante para VEGF
humano de 165 aminoéacidos reduce el tamano del in-
farto en un modelo ovino de ligadura aguda de la arte-
ria descendente anterior. El efecto (observado a los 15
dias del infarto) consistié en una disminucién del area
necroética de aproximadamente un 34% respecto del
grupo placebo. Los mecanismos involucrados serian

Fig. 5. Vista panordmica del borde
del infarto teniido con rojo Sirio. El
coldgeno del tejido viable periin-
farto se observa color rojo. Panel
izquierdo: oveja placebo. Panel de-
recho: oveja tratada con pldsmido
codificante para VEGFM humano.
Notese en esta oveja la cantidad
menor de coldgeno. Magnificacion
original: X25.
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por lo menos tres: una respuesta angiogénica mayor
presente a los 7 dias del tratamiento, menor fibrosis
periinfarto por disminucién de la produccién de
colageno y la proliferaciéon de mioblastos en la zona
vecina al infarto.

En estudios previos hemos demostrado que en un
modelo de isquemia miocardica crénica la transferen-
cia génica de VEGF induce, ademas de arteriogénesis,
mitosis e hiperplasia de los cardiomiocitos. (6-9) En el
presente trabajo, las mitosis observadas en miocar-
diocitos adultos no fueron significativamente mas
numerosas en el grupo tratado, por lo cual no puede
atribuirse a la division de estas células la reduccién
del area necroética. Sin embargo, en la zona periinfarto
de los animales tratados hallamos focos de pequenos
mioblastos que exhibian figuras mitéticas e incluso
citocinesis. Con las técnicas disponibles, no podemos
discriminar si se trata de mioblastos residentes (12) o
de células progenitoras circulantes provenientes de,
por ejemplo, la médula 6sea, (13) que hicieron nidacién
en el foco inflamatorio periinfarto y que se diferencia-
ron hacia la estirpe miocardica. De cualquier manera,
esta observacion representa incuestionablemente una
respuesta miocardiogénica al VEGF que amerita mas
estudios.

En cuanto a la proliferacion vascular, no es sor-
prendente haber hallado significativamente mas capi-
lares en los animales tratados con pVEGEF, ya que el
VEGTF se considera el mitégeno paradigmaético de las
células endoteliales. (14) El hecho relevante de esta
respuesta fue su precocidad, ya que se ha demostrado
que en el infarto agudo de miocardio humano la acti-
vacion de la angiogénesis es una respuesta tardia y
por lo tanto poco eficiente como mecanismo limitador
del tamano del infarto. (15)

La tercera observacion realizada en nuestros ani-
males fue un porcentaje menor de colageno en el teji-
do periinfarto de los animales tratados. La explica-
cién a este hallazgo no es sencilla, pero seria razona-
ble asumir que las células progenitoras nidadas en la
zona del infarto evolucionaran hacia una estirpe
fibroblastica en ausencia de VEGF y a mioblastos y
células endoteliales en presencia del mismo. (13, 16)
Esto explicaria no sélo la mayor cantidad de mioblastos
en nuestros animales tratados, sino también la mayor
fibrosis observada en el grupo placebo.

Hasta el momento, la mayoria de los estudios diri-
gidos a sustituir la masa necrética posinfarto por tejido
funcionante se han basado en el trasplante de precur-
sores de la médula ésea, de la sangre periférica o del
musculo esquelético. (2-5) Si bien se han comunicado
resultados alentadores con estas terapéuticas, no se ha
podido demostrar atin la existencia de un vinculo entre
las células implantadas y el miocardio preexistente, lo
cual pone en duda la posibilidad de que ellas participen
funcionalmente tanto desde el punto de vista de la con-
duccion eléctrica como de la contraccion. (4, 5, 17) Por
ejemplo, en un modelo de infarto agudo de miocardio
en ratas se comprobd que los mioblastos esqueléticos

implantados en el tejido miocardico estan funcio-
nalmente aislados de las células del huésped. (18) Mas
aun, ciertos estudios en pacientes comunicaron la inci-
dencia de arritmias ventriculares malignas que exigie-
ron la colocacion de cardiodesfibriladores implantables.
(19-21) A tal punto se considera relevante esta compli-
cacion, que en nuevos protocolos de trasplante de
mioblastos esqueléticos es requisito obligatorio que el
paciente tenga implantado de antemano un cardio-
desfibrilador. (22, 23) Nuestra aproximacion conlleva
la posibilidad de asegurar una conexion fisiol6gica (eléc-
trica y contractil) entre las células neoformadas y las
preexistentes, ya que apunta directamente a la divi-
si6én de células propias del corazon. La falta de cambios
significativos en la funcién ventricular no sorprende,
ya que en nuestro modelo experimental ni el tamano
de los infartos ni el tiempo de evolucién son compati-
bles con el desarrollo de remodelacién ventricular.

Como ya senalamos, las mitosis de miocardiocitos
adultos a 15 dias no fueron mas numerosas en el gru-
po tratado. No obstante, la presencia de mioblastos
no artificialmente implantados sino nidados en el
miocardio, por ejemplo, por un probable efecto quimio-
tactico del VEGF, permite pensar que evolucionaran
hacia miocardiocitos funcionalmente fisiolégicos en su
diferenciacién ulterior. (12, 13) Esta es, sin embargo,
una presuncion especulativa que debe demostrarse a
través de un exhaustivo estudio de la funcién
ventricular a mas largos plazos.

En conclusién, nuestro trabajo demuestra que la
inyeccién intramiocardica de un plasmido codificante
para VEGF humano de 165 aminoacidos reduce el ta-
mano del infarto en ovejas sometidas a ligadura de la
arteria descendente anterior y propone asi a la tera-
pia génica como una alternativa en el tratamiento de
enfermedades miocardicas caracterizadas por la pér-
dida de masa contractil.

SUMMARY

Myocardial infarct size reduction after VEGF gene trans-
fer in sheep

In pigs with chronic myocardial ischemia, plasmid-mediated
VEGTF gene transfer induces, in addition to angiogenesis, an
increase of the mitotic index and cardiomyocyte hyperpla-
sia. In the present work, we studied the effect of a VEGF
plasmid encoder (pVEGF) on infarct size. One hour after
left anterior descending artery ligation, 28 sheep (23+0.5
kg) were randomized to receive 10 intramyocardial injec-
tions of pVEGFE, total dose 3.8 mg (n=14), or placebo (n=14)
surrounding the infarcted zone. Myocardial function was
assessed at the onset and end of the study (gated SPECT)
and the animals were Kkilled 7, 10 and 15 days after infarc-
tion. Infarct size was 34% smaller in the treated group than
the in the placebo group (placebo: 17.1+2.1%; VEGF:
11.2+1.5%; p<0.05) at day 15, but not at day 10. The myo-
cardial function improvement tended to be somewhat higher
in the treated group than in the placebo group, but the com-
parison did not yield statistical significance (placebo:
3.3+1.4; VEGF: 3.8+2.4; p = NS). The mechanisms involved
in the effect were an angiogenic response observed at day 7
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(placebo: 676+31 capillaries per mm?; VEGF: 1925+262;
p<0.05), alesser degree of peri-infarct fibrosis (collagen con-
tent; placebo: 70.1+1.7%; VEGF: 43.5+4.4%; p<0.05) ob-
served at day 10, and myoblast proliferation observed both
at day 7 and 10. VEGF gene expression was positive 3
(mRNA), 7 and 10 days (protein) post-administration. Con-
clusion: 15 days after transfection, human VEGF gene trans-
fer reduces infarct size in sheep by inducing angiogenesis,
decreased fibrosis and myoblast proliferation (cardio-
myogenesis).

Key words: Myocardial infarction - VEGF - Angiogenesis -
Myogenesis - Sheep
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