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RESUMO

Terapias celulares para o tratamentio de doenca isquémica cardiaca estao
atualmente sob investigacdo. Foram anteriormenie publicados pelo nosso grupo
os resultados de ensaio clinico na fase |, onde células autélogas mononucieares
da medula dssea foram injetadas por via fransendocardica em pacientes com
doenga cardiaca isquémica terminal. O estudo atual reporta os achados
anatomopatologicos do estudo post-mortem de um dos pacientes fratados, gue
morreu 11 meses apds a terapia celular objetivando verificar a presenga de
neovascularizacdo nas zonas iratadas assim como descrever a possibilidade de
ter havido transdiferenciacdc de populacdes celulares. Trata-se de estudo
necroscopico de paciente de 55 anos com cardiomiopatia isquémica, com defeito
parcial reversivel na parede anierolateral e defeito fixo (cicatriz) na parede
posterior, pertencente a classe funcional ill (NYHA — New York Heart Association)
e angina classe Ill (CCS — Canadian Cardiovascular Society). O paciente recebeu
um total de 30 milhdes de células mononucleares da medula ossea colhidas 2
horas antes da injecdo, obtidas através de pungdo Ossea. As células foram
injetadas por via transendocardica na parede anterolateral do ventriculc esquerdo
com ¢ auxilio de mapeamento eletromecénico. Fragmentos das paredes
ventriculares, anterolateral (a que recebeu a terapia celular), septal (septo
interventricular, a qual tinha perfusdo normal e que ndo recebeu terapia celular) e
a inferoposterior {a qual tinha cicatriz extensa e sem terapia celular) foram

retiradas durante a necropsia e processados em parafina e congeiadas.
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Anticorpos foram utilizados contra fator V| para células endoteliais, actina a de
musculo lisc para pericitos, troponina T, actina o sarcomérica e actinina o
sarcomérica € desmina para identificacdc de cardiomidcitos. Estudo
histornorfométrico da densidade capilar nas diferentes paredes ventriculares e da
densidade de capilares contendo pericitos foi realizado, assim como foi
quantificado o nUmero de capilares/mm?® das paredes anterolaieral e posterior,
dados estes submetidos a testes estatisticos. Nossos resuliados demonstraram
ndo haver crescimenio excessivc de nenhuma populacdo celular, havendo
aumento significativo da densidade de capilares com e sem pericitos na parede
anterolateral. Nas zonas de cicatrizes comparando-se a parede anterolateral com
a posterior foi verificado também haver aumento significativo do numero de
capilares. Nesta mesma parede houve uma hiperplasia dos pericitos, algumas
destas células adquiriram elementos do citcesqueleto e proteinas contrateis
(desmina e troponina).

Em conclusao, nossc estudo demonstrou que o procedimento utilizado € seguro e
que leva ao aumento da densidade capilar, hiperplasia pericitaria com provavel

transdiferenciagao de pericitos em cardiomiocitos.



ABSTRACT

Cell-based therapies for treating ischemic heart disease are currently under
investigation. We previously reporied the resulis of a human phase 1 trial of
transendocardial injection of aulologous mononuciear bone marrow cells in
patients with end-stage ischemic heart disease. The current report focuses on post
mortem cardiac findings from one of the treated patients, who died 11 months after
cell therapy in order to verify modifications on cardiac structure produced by the
procedure. The heart of study was obtained on necropsy of a 55 years old patient
suffering of an ischemic cardiomiopathy with a reversible partial defect on
anterolateral ventricular wali (scar), a fixed one in the posterior walil. At enroliment,
he was in New York Heart Association (NYHA) functional class Il and Canadian
Cardiovascular Society (CCS) angina class lll. Patient was treated with 30 millions
bone marrow mononuclear cells collected 2 hours and injected transendocardially
with the guidance of electromechanical mapping, into the anterolateral wall of the
left ventricle. Fragments of ventricular wall, anterolateral, septal (interventricular)
and posterior walls were collected for histology and frozen. Immunohistological
detection of endothelial and pericytic population allowed the quantification of
capillaries and pericytic containing capiliaries in anterolateral, septal and posterior
walls (surface density). The amount of capillaries present in fibrotic zones of
anterolateral and posterior walls were also guantified.

No signs of adverse events were found in the cell-injected areas. Capillary

density was significantly higher (P<0.0001) in the anterolateral wall than in the
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previously infarcted tissue in the posterior wall. The increased vascularity of the
anterolateral wall was associated with hyperplasia of pericytes, mural cells, and
adventitia. Some of these cells had acquired cytoskeletal elements and contractile
proteins (froponin, sarcomeric g-actin, actinin). In conclusion, our morphological
and immunocytochemical analysis of the area that received autologous bone
marrow cell injections showed no abnormal cell growth or tissue lesions, thereby
suggesting the safety of transendocardial cell injections. The treated areas had a
heightenad capillary density. Pericyte hyperplasia and pericytes with cytoskeletons

and early cardiomyocyte morphology were seen only at injected sites.
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LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

CAD - coronary artery disease.

CCS - Canadian cardiovascular sociely.

CFU - unidades formadoras de coldnia.

EPC - células progenitoras endoteliais.

FISH - Fluorescent in situ hydridization.
G-CSF - Granulocyte colony-stimulating factor.
GFP - green fluorescent protein.

HSC - células tronce hematopoeticas.

LIF - fator inibidor de leucdcitos.

METs - equivalentes metabdlicos.

MSC - células tronco mesenquimais.

MV, - maximo consumo de O,.

NYHA - New York heart association.

PDGF - platelet derived growth factor.

SP - side population.

SPECT - Single Photon Emission Computer Tomography.
SUS - Sistema Unico de Saude.

TGF-B - transforming growth factor B.

VEGF - vascular endothelial growth factor.



1. INTRODUGCAO

‘A regeneracdc de partes do corpe tém fascinado os humancs (e 0s
cientistas) desde o comeco da civilizacido. Mais de duzentos anos atras e mesmo
antes de sabermos algo sobre a biologia do desenvolvimento, a regeneracdc de
partes do corpo de invertebrados e de anfibios ja haviam sido documentadas” (sic)
(TSONIS, 2002). No entanto, atualmente, podemos notar um grande potenciai
para reparo em vertebrados, inclusive humanos.

Ha algum tempo explora-se o potencial das terapias celulares para o
tratamento de diversas doengas que afetam os oOrgaos vitais. Muito ainda se
discute sobre a presenca das células tronco nos tecidos, como estas podem ser
identificadas e possivelmente isoladas, e finalmente, comc elas poderiam
contribuir para o tratamento de doengas debilitantes (ALISON, 2002).

Muitas estratégias sdo atualmente investigadas e incluem: terapia celular
derivada de células autélogas, terapia celular derivada de linhagens celulares
estabelecidas, terapia celular derivada de uma variedade de células tronco,
incluindo medula 6sseal/celulas tronco mesenquimais, células tronco de cordéo
umbilical, células tronco embrionarias, assim como tecidos e 6rgaos de animais
que foram modificados geneticamente (FODOR, 2003).

A biologia regenerativa foi recentemente reconhecida como um campo

promissor com objetivos e metas, que sera capaz de solucionar problemas



medicos e trazer a esperancga de novos tratamentos terapéuticos para doencgas ou
lesGes que remédios convencionais e mesme novas drogas biolégicas no podem
curar sfetivamente (FODOR, 2003). Desta forma, entender o$ mecanismos
bésicos pelos quais 0s tecidos sdo reparados e restaurados s30 necessarios.
Durante os ultimos anos, muitos trabalhos foram publicados mostrando a
existéncia de céiulas tronco e sua participacio na renovacéo tecidual.

Os termos, reparo tecidual e regeneragdo, s&c usados as vezes
indiscriminadamente e basicamente se referindo a mesma coisa. Ambos podem
ser usados para descrever como um tecido particular ou ainda, parte de um érgac
que pode consistir de dois ou mais tecidos, sdo reconstruidos depois de uma
lesdo. Porém, estes termos ndo devem ser confundidos com cicatrizacdo. Na
cicatrizacao, o ferimento € preenchido por um tecido colagénico sem gue ocorra
restauracao do tecido lesado. Ao contrario, durante a regeneracao tecidual, o
tecido original lesado é substituido por uma cépia bem parecida do gue era antes.

A regeneracéo pode ocorrer através de dois modos. Primeiro, através de
células diferenciadas vizinhas ao local lesado. Neste caso, estas células
restauram o tecido através de proliferacdo ou por transdiferenciacdo. Queremos
nos referir fransdiferenciagcdo quando céiulas locais sio capazes de se
dediferenciar (perdendo assim as suas caracteristicas originais) e assumem um
fendtipo diferente. Esta estratégia € usada em muitos casos, tais como figado e
pancreas, € € uma caracteristica de regeneragdo epimoérfica (mais complexa, a
qual envolve a regeneracao de partes inteiras do corpe, assim como nos

invertebrados e anfibios). O segundo modo envolve as células tronco, estas



podem ser locais (tecido-especificas, que residem em diversos tecidos adultos) e
depois da les&o, se diferenciam e reconstituem a parte perdida. Exemplos de
células tronco tecido-especificas envolvem cérebro, misculo esquelético, pele,
figado e células hematopoéticas. Uma outra alternativa, no entanto, sdo células
tronco ndc tecido-especificas. Estas células residem na medula 6ssea e podem
migrar para o sitio lesado e se diferenciar em tecido nervoso, misculo esquelético,
musculo cardiaco, figado, e ainda células da linhagem mesenqguimal {TSONIS,
2002). Assim sendo, podem atuar na regeneracéo de eventuais danos sofridos em
qualquer um destes tipos de tecidos citados, configurando-se como instrumento
fundamental para o tratamento de muitas doencas e trazendo alternativas clinicas
e melhora da qualidade de vida para a populagéo.

As células tronco s&o ancestrais das células especializadas que comp&em os
tecidos e Orgédos dos organismos. Mesmo na vida pos-natal, as células tronco
regeneram tecidos que perdem continuadamente suas células por maturagdo ou
senescéncia. Dentre estes podemos citar: camadas epiteliais da pele, mucosa
pulmonar e intestinal, e tecidos conjuntivos como: osso, cartilagem, sangue,
musculo e medula dssea. E ainda, de acordo com evidéncias recentes, pode-se
incluir corag@o e cérebro na lista de tecidos adultos com capacidade regenerativa.
A taxa muito baixa de renovacéo de células nervosas e cardiacas pode explicar o
fato de estas células em renovacdo serem tao dificilmente detectadas nestes
orgaos (KAJSTURA, 1998).

As células tronco tém sido alvo de intensa investigacdo devido as suas

propriedades bioldgicas e a sua potencial aplicagcdo na medicina. Porém, muitos



especialistas da drea ainda se questionam o que vem a ser exatamente uma
celula tronco. Muitos pesquisadores definem células fronco de maneiras
diferentes, no entanto, uma definicdo usual, simplificada e geralmente aceitave!
pode ser: “S&o celulas que tem a capacidade de auto-renovacdo e de geracdo de
diversas linhagens celulares diferentes’. A partir deste momento, muitas
indagac¢bes surgem no campo de trabalho dos pesquisadores da area. Morrison
(1997) se questiona nos seguintes aspectos, por exemplo: como cada divisdo
celular pode ser capaz de transmitir a propriedade “tronco” (capacidade de
diferenciacdo) para pelo menos uma das duas células-filhas? E ainda, o gque
determina se a divisdo da célula tronco serd para a auto-renovacgdo ou se deve
seguir para a diferenciag&o?

Além da capacidade de auto-renovagdo e potencial diferenciacdo, outras
propriedades podem ser afribuidas as células tronco. Algumas delas séo: a
habilidade de sofrer divisbes assimétricas, de existirern em formas quiescentes em
diferentes 6rgéos, e de regenerarem todas as células gue constituem determinado
tecido (HALL & WATT, 1989, POTTEN & LOEFFLER, 1890). Entretanto, estas
propriedades das ceélulas tronco podem ser observadas em alguns tecidos e
organismos, mas ndo necessariamente em outros. Isto leva & compreenséo de
quanto é dificil elaborar uma definicdo universal para uma célula tronco.

Pouco ainda se conhece quanto ao controle dos mecanismos moleculares
destas células, e alguns autores ainda se perguntam se estes mecanismos séo
compartithados por todas as células tronco dos diferentes tecidos, e também, de

especies distintas.



Para entendermos como a proliferac&o das células tronco é controlada, nao
nos basta apenas entender como a auto-renovacao ocorre, pois nem toda divisdo
celular envolve autc-renovacdo. Haveriam “sinais” especificos que manteriam o
estado de célula fronco {indiferenciada) ou mitose {proliferacao)? Ou seriam estes
estados mantidos por “sinais” diferentes? O que limitaria o nimero das células
tronco? Como podemos perceber, algumas perguntas permanecem em aberio.

Uma possibilidade seria que as células tronco poderiam viver apenas em
micro-ambientes restritos em cada tecido. Nestes micro-ambientes, determinados
fatores manteriam seu estado, ou entdo, outros fatores que induzem a
diferenciacdo poderiam ser excluidos (TRENTIN, 1970). Se o espago ou micro-
ambiente do tecido onde as células tronco estdo alojadas é limitado, o ndmero de
celulas tronco também seria limitado, para que estas possam caber no espaco.

A proliferac8o das células tronco pode também aumentar em resposta a lesdo
tecidual, para que células perdidas possam ser restituidas. Em principio, a inducac
da divisdo celular nos diferentes sistemas pode ocorrer através da liberacdo de
mitégenos pelas células que estdc morrendo, ou ainda, pela falta de inibidores que
sdo produzidos normaimente pelas células saudaveis, ou ambos. No entanto,
nenhuma evidéncia concreta existe ainda acerca destas possibilidades.

Com base na argumentacdo acima, outros trabalhos sugerem que tal controle
da proliferagao das celulas tronco por feedback deve ser local (POTTEN &
LOEFFLER, 1980). Por outro lado, REYNOLDS & WEISS (1992), DONOVAN
(1994), GRITTI e colaboradores (1996), dentre outros autores, demonstraram que

existem fatores n&do locais que sdo capazes de induzir a auto-renovacéo



repetidamente quando as celulas normalmente iriam se manter quiescentes ou
diferenciadas. Em resumo, estes resultados sugerem que existem fatores locais e
néo locais responsaveis pelo controle da auto-renovacéo das células tronco, e que
estes por si 86 ou mesmo combinados, podem induzir ou inibir a proliferacéo
celular. Uma gquantidade muito pequena de fatores envolvidos foi identificada.
HARRISON e ZHONG, em seu trabalho em 1992, relataram que nem todas as
células pluripotentes hematopoéticas tém a mesma capacidade de auto-
renovacdo. Nesta época, os pesquisadores acreditavam que esta diferenca era
devido ao ambiente em estas células estavam expostas. Porém, em 1924,
MORRISON e WEISSMAN, revelaram que diferentes subpopulacdes de células
hematopoéticas (identificadas através da expressdo de marcadores celulares)
exibem a mesma diferenca na capacidade de auto-renovacgio, mesmo quando
colocadas em ambientes equivaientes in vivo. Este fato sugere que esta diferenca
seja intrinseca de cada célula. Desta maneira, a base molecular da capacidade de
auto-renovagdo, bem como a manutencdo do estado indiferenciado, ainda
permanecem em fase de elucidacédo.

A origem das células fronco nos tecidos em regeneracdo estd agora em
guestdo. Estas celulas tronco tecido-especificas sustentam os tecidos por toda a
vida, e sdo responsaveis pela regeneracio de tecidos lesados, por exemplo, por
radiagdo ou tratamentos quimioterapicos. Como podemos encontrar em diversos
trabalhos publicados, as células da medula dssea apresentam a capacidade de
repopular muitos tecidos n&o-hematopoéticos (ORLIC, 200143, b, ¢; PERIN, 20033,

WANG & TRESTER, 2004). Sendo assim, a medula éssea serve como um



reservatério central de células tronco primitivas que podem repopular tecidos
somaticos.

Uma grande variedade de estudos sugere gue células tronco aduitas sofrem
novos padrbes de desenvolvimento por um processo que conhecemos como
transdiferenciacdo ou plasticidade. Estas observacfes estimularam um agitado
periodo de descoberta e grande expectativa, que foram seguidos de controvérsia
ja que dados emergentes sugeriam fusdo célula — célula como uma interpretacéo
alternativa para a transdiferenciagdo (ALVAREZ-DOLADQ, 2003). Ha algumas
correntes de interpretacdo deste processo de regeneracdo em guestdo. Alguns
autores acreditam que a transdiferenciacdo seja o evento responsavel mais
provavel, enquanto que outros apostam na fusdo celular como argumento mais
convincente para explica¢do do surgimento de novas células nas areas que
sofreram alguma lesdo prévia. Entretanto, até mesmo os pesquisadores que
acreditam na fusao celular ainda nao estao totaimente convencidos de que a fuséo
precede a diferenciagéo ou vice-versa {OH, 2003).

Os estudos de células tronco sdo geralmente focados em hematopoese e
neurogénese, o que pode ser justificado pelo fato de que estas células foram as
mais rigorosamente e diretamente identificadas. As células tronco hematopoéticas
foram isoladas utilizando-se anticorpos para antigenos de superficie celular
(SPANGRUDE, 1988) e suas propriedades funcionais foram estabelecidas por
transplante em animais hospedeiros irradiados de forma letal, em condigbes onde

a progénie de uma unica célula tronco pode ser identificada.



O dogma de que o cérebro constituiria um tecido incapaz de regeneragio vem
sendo desacreditado atuaimente. Recentemente, muitos trabalhos tém mostrado
gue algumas regides do cérebro adulto sdo capazes de exibir o processo de
neurogénese. Este processo ocorre devido a presenca de células progenitoras ja
identificadas, responsaveis pelo desenvolvimento neural embrionario e pds-natal
(ALVAREZ-BUYLLA & LOIS, 1995). Estas células apresentam a mesma
capacidade de auto-renovacéo e sdo capazes de se diferenciarem em neurdnios,
astrocitos e oligodendrécitos, e ainda, em diversas linhagens celulares se
mantidas sob condicbes adequadas (TSONIS, 2002). Desta maneira, neurénios e
células da glia poderdo ser produzidas para o tratamento de doengas
neurodegenerativas como Mal de Parkinson e Alzheimer. O mesmo vem
ocorrendo na area da cardiologia, onde o infarto do miocéardio é considerado por
natureza uma lesdo irreversivel. Nernhum medicamento ou procedimento usado
clinicamente consegue total eficacia na substituicdo da cicatriz do infarto em um
tecido contratil funcional. No entanto, este panorama atual também vem sendo
novamente delineado (VANDERVELD, 2005), ja que algumas terapias estdo
disponiveis para melhorar o progndstico de pacientes com infarto agudo do
miocardio.

Embora as células tronco embrionarias tenham sido vistas com um maior
potencial de proliferacéo e diferenciacdo se comparadas com as células tronco
adultas da medula 6ssea, a falta de disponibilidade e muitos debates éticos ainda

impedem a sua aplicagéo clinica, causando muita polémica (PERIN, 2003a).



O emprego de células autblogas (oriundas do préprio individuo) diferenciadas
tecido-especificas retiradas e expandidas em cultura, e posteriormente
reintroduzidas no sitio da lesdo do mesmo individuo seria o procedimento ideal,
pensando em uma perspectiva imunologica. Desta maneira, as células utilizadas
tdm o mesmoc conteldo de DNA do individuo em tratamento, tornando-se
desnecessarias as preocupacdes referentes a problemas causados por rejeicdo.

Porém, mesmo com o atrativo desta “self” reparagéo, sem a necessidade da
utilizaco de drogas imunossupressivas, esta técnica tem certas limitagOes
referentes a coleta do tecido e sua expansdo em cultura. Embora eliminando a
questéo da rejeicdo, a coleta do tecido original requer um procedimento cirdrgico,
ao menos uma bidpsia, que constitui uma agressao ao tecido criando um segundo
sitio defeituoso que pode causar dor e desconfortc. Ainda, culturas primarias
podem tornarem-se senescentes ou se dediferenciarem durante o periodo da
cultura (FODOR, 2003).

Células progenitoras autélogas coletadas de um individuo e usadas para seu
proprio reparo seria também um procedimento imunologicamente ideal, ja que
eliminariamos novamente o problema da rejeicdo através da utilizac8o de células
com o mesmo conteudo genético. A fonte mais comumente utilizada de células
progenitoras séo as células derivadas da medula dssea obtidas a partir de punc¢éo.
As células do compartimento mesenquimal dentro da medula éssea tém a
capacidade de se diferenciar em muitos tipos celulares se mantidas sob condigbes
de crescimento adequadas. Alguns estudos exploram o uso destas células

estromais da medula dssea para reparo de defeitos dsseos. E sabido que estas



céluias estromais (também chamadas de células mesenquimais) sdo células
progenitoras de componentes do tecido 6sseo, mas também tém a capacidade de
se diferenciar em condrécitos, células reticulares, adipocitos, e ainda sob
condicbes experimentais, em células nervosas e miogénicas, revelando certo grau
de muitipotencialidade (BIANCO, 2001).

Estudos recentes apostam na utilizacdo de células progenitoras da medula
Ossea para reparar uma variedade de tipos de tecidos, inclusive cartilagem,
miocardio, figado, medula espinhal e até mesmo para males causados pela
diabetes (FODOR, 2003). Embora estes estudos estejam em fase de
experimentacdo, a potencial capacidade de diferenciacdo celular destas céluias
progenitoras em diferentes fendtipos teciduais representa um campo promissor
para este tipo de pesquisa de interesse aplicado em diversas areas da medicina. A
partir deste momento daremos destaque especial para tratamentos na area da
cardiologia.

O papel da terapia celular no tratamento de doencas isquémicas do coragéo
consiste em um tema que estd atualmente sob investigacdo. As doencas
isquémicas do coragcdo compreendem aproximadamente 50% das mortes
cardiovasculares e € a principal causa do desenvolvimento de lesbes cardiacas
congestivas. S6 nos EUA, sdo mais de 400.000 casos novos a cada ano, atingindo
tanto homens como mulheres de diferentes grupos étnicos. No Brasil, segundo o
SUS (Sistema Unico de Saude) 420.000 internacdes decorrentes de doencas
cardiacas foram relatadas em 2000, das quais resultaram em 30.000 mortes no

mesmo ano (dados coletados no portal do ministério da satde).
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Dado que o miocardio tem sua capacidade regenerativa limitada apés
lesdes isquémicas, o uso terapéutico de células progenitoras exégenas ganharam
grande interesse. Demonstracdes in vifro de diferenciagdo de cardiomiocitos
funcionais a partir de células progenitoras derivadas de medula 6ssea ja foram
realizadas (XU, 2004), assim como estudos in vivo em modelos animais. Os
resuitados obtidos sdo promissores, principaimente no reparo e regeneracgio de
lesbes musculares agudas e cronicas do miocardio.

Em humanos, tentativas semelhanies tém sido realizadas, através da
introducdo de células derivadas da medula Ossea por meio cirdrgico,
intracoronariano, ou transendocardico, com o objetivo de que estas possam
melhorar lesbes cardiacas (STRAUER, 2002).

Porém, este vasto campo de possibilidades aberto pelas células tronco na
cardiologia tem freqUentemente gerado mais perguntas do que respostas aos
médicos e pesquisadores. Perin (2003a) em decorréncia a seus trabalhos na area,
levanta as seguintes questbes: quais pacientes com doenca cardiovascuiar devem
ser considerados para a terapia celular? Que tipo(s) de céiulas tronco devem ser
utilizadas? Qual a quantidade e concentragdo de células que deve ser
administrada? Através de guais mecanismos as células tronco sobrevivem e se
diferenciam? A melhora funcional e morfolégica cardiaca é ativa (isto &, por
aumento da contratilidade) ou passiva (ou seja, limitando a expans3o da area
infartada e o remodelamento)? Qual serd a expectativa de vida das células tronco

implantadas no coragdo? A terapia celular & segura? Ha algum potencial
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tumorigénico das células tronco? Qual pode ser o beneficio do implante de células
tronco em pacientes ndo isquémicos?

ASAHARA e colaboradores relatam que a vasculogénese pés-natal é presente
e gue as células tronco contribuem diretamente na formagdo de novos vasos
sanguineos nos adultos. Esta descoberta trouxe novas idéias acerca dos
mecanismos de reparo cardiaco. No adulto, a neovascularizacido ndo depende
apenas da angiogénese (que se desenvolve a partir de vasos pré-existentes).
Além disso, células progenitoras endoteliais da medula 6ssea assumem um papel
na vasculogénese (fisiolégica e patoldgica) e circulam no sangue periférico
(PERIN, 2003b).

O modeo com que estas células chegam ao sitio devido constitui um problema
a ser resolvido e entendido. O processo que denominamos de recrutamento
(corriqueiramente designado como “homing” pelos pesquisadores da area) refere-
se a chegada das células na area lesada, por exemplo, no miocéardio infartado. O
proprio processo de isquemia e hipoxia podem aumentar a permeabilidade
vascular, causar a liberacio de fatores quimiotaticos e promover a expresséao de
proteinas de adesao, que podem facilitar o "homing”.

Atualmente, € bem possivel que varios pesquisadores pensem em uma
técnica de “angiogénese terapéutica’, e neste caso ha de se considerar os
diferentes tipos de células tronco que podem ser utilizadas, dentre elas: células
mononucleares da medula 6ssea, e também subfracbes de células de medula
ossea incluindo células progenitoras endoteliais, células estromais e também

células tronce hematopoéticas.
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A utilizacdo de mioblastos (que podem ser facilmente coietados atraves de
peguenas amostras de musculo esquelético e expandidos emn cultura) no emprego
da terapia celular com bons resultados foi também relatada por diversos
pesquisadores (MENASCHE, 2001). Os mioblastos, também referidos como
células satélites pelos pesquisadores, sdo células progenitoras capazes de mediar
normaimente a regeneracao de musculo esqueletico (KOH, 1993; TAYLOR, 1998).
No principio, pesquisadores esperavam que 0S5 mioblastos poderiam se
transdiferenciar em cardiomiécitos, no entanto, ¢ estudo de muitas linhagens
indicou que estas células permanecem comprometidas com o musculo esquelético
(salvo algumas excecbes em que pareceu ocorrer fusdo celular dos mioblastos e
células cardiacas do hospedeiro) (REINECKE, 2002). As células musculares
esgueléticas adultas ndo expressam proteinas de adeséo ou de juncdes GAP que
sdo importantes no acoplamento elétrico-mecanico entre as células do miocéardio
(REINECKE, 2000). Desta maneira, dados fisioldgicos de outros trabalhos
sugerem que os mioblastos ndo batem em sincronia com o restante das células
cardiacas (LEOBON, 2003; RUBART, 2004). Dessa maneira, ha indicacbes de
que estes possam causar arritmias malignas e outras complicagcbes futuras,
sugerindo algum tipo de discordancia entre as propriedades contrateis e
estruturais dos mioblastos em oposicao as suas caracteristicas eletrofisiolégicas
(MAKKAR, 2003).

Até recentemente, o coragdc adulto consistia em um dos ultimos orgdos em
gue ainda n&o haviam identificado nenhum tipo de populagéo de células

progenitoras. No entanto, estudos atuais sugerem que assim como o cérebro, o
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coragdo pode conter células progenitoras residentes com algum potencial para
cardiomiogénese. BELTRAMI e colaboradores (2003) isolaram e expandiram em
cultura celulas de coragdo adulto de camundongos que expressavam c-kit,
posteriormente, as injetou em coracdo com isquemia aguda. Em seguida, foi
demonstrado que estas células foram capazes de se diferenciar em
cardiomiécitos, em células musculares lisas e endotélio, regenerando o tecido
lesado. DAWN (2005) relatou recentemente que estas mesmas células
administradas intracoronariamente foram capazes de atravessar a barreira
vascular e melhorar a fungdo ventricular em modelos de infartos em ratos. Uma
segunda populacdoc de células progenitoras foi descrita por OH e seus
colaboradores (2003), onde foram iscladas células de coragdo adulio de
camundongo baseadas na expressdo de Sca-1. Quando estas células foram
submetidas ao fratamento com 5-azacitidina, alguns genes especificos de
cardiomiocitos foram ativados in vifro. As células Sca-1" foram injetadas via
intravenosa em camundongos que haviam sofrido infarto 6 horas anies da
administrag@o. Apos 2 semanas, foram identificadas células do enxerto positivas
para marcadoras de cardiomidcitos (actina sarcomérica e troponina 1) no coracgio
destes animais. Estudos posteriores mais requintados demonstraram que pelo
menos metade destas células fundiram-se com cardiomiécitos do camundongo, e
a outra metade se diferenciou sem haver fusio celular. Entretanto, neste caso,
esbarramos na necessidade da utilizacao de 5-azacitidina para a ativagao prévia
dos genes de cardiomidcitos antes do fransplante de células. Uma terceira

populacéo de células progenitoras foi identificada por MARTIN (2004) que isolou
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células SP (“side population”) com a utilizagdo do corante Hoechst em células de
coracdc adulto de camundongos. C mesmo autor relatou que estas células
quando co-cultivadas com células cardiacas, foram capazes de expressar &
proteina g-actinina sarcomérica (trabalhos com células 8P s&o ainda limitados,
embora se saiba gue esta populacao de células seja dotada de grande potencial
de diferenciacio). Todos estes tipos de células progenitoras residentes sdo
consideradas distintas entre si. Por exemplo, células Sca-1" ndo expressam c-kit,
e vice-versa. A presenca destes tipos de progenitores pode parecer paradoxal em
um Orgéo onde falia capacidade regenerativa efetiva. Evidentemente, estas
células ndo conseguem agir robustamente apos qualquer evento que lesa o érgéo
in vivo. Se estas celulas apresentam fungdo de progenitora, esta parece estar
mais relacionada com um processo de renovagdo muito lenta (LAFLAMME &
MURRY, 2005}.

A selecdo de um tipo especifico de células tronco requer tecnologia bastante
sofisticada. No entanto, uma quantidade suficiente de células pode ser obtida
através de aspirados de medula 6ssea. Para expansdo destas células, seria
necessario lancar mao das técnicas de cultura de células, fato que poderia levar
algumas semanas. Estas células também podem ser obtidas através do sangue
periférico, porém mediante uma estimulag8o prévia realizada com o auxilio de
citocinas e fatores de crescimento. As células tronco coletadas a partir de sangue
de corddo umbilical constituem em uma fonte potencial para uso futuro, nc
entanto, ainda esbarramos no fato de o numero de céluilas mononucleares ser

limitado por corddo (havendo a necessidade de uma expansao destas celulas in
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vitro pés congelamento, com recuperacgéo das células mononucleares, CD 34" e
unidades formadoras de coldnia (CFU) (SHEN, 2003).

Qutro tipo celular de alta relevancia para ¢ assunto que estamos tratando sao
os pericitos. Estas células estdo diretamente envolvidas com a formag&o de novos
vasos (tanto a neoangiogénese como também a vasculogénese). Apresentam-se
revestindo todo endotélio, formando uma camada continua subendotelial, a parede
vascular. Durante a formag&o e organizagdo dos vasos, progenitores endoteliais
diferenciam-se em céiulas endoteliais ¢ organizam-se em tubos em resposta ao
VEGF liberado pelo tecido adjacente através dos receptores Flk-1 (VEGFR2) e Flt-
1 (VEGFR1). Apos a formacéo do tubo, pericitos e células musculares lisas sao
recrutadas para formarem a parede vascular. Na microvasculatura, PDGF esta
envolvido no recrutamento de pericitos; e em grandes vasos, Tie-2 e Ang-1 estéo
envolvidos no recrutamento de células musculares lisas. O TGF-B participaré da
maturacio dos vasos (CLEAVER & MELTON, 2003). O sistema circulatorio de
todos os 6rgdos, assim como o sistema vascular da medula 6ssea, sao delineados
por uma camada continua de células endoteliais e pericitos subendoteliais. Foi
demonstrado que 0s pericitos expressam tanto a fosfatase alcalina como a a-
actina de musculo liso, além de exibir uma plasticidade potencial (BIANCO, 2001).
Evidéncias recentes sugerem que ha mais de uma fonte de pericitos presente
durante o© desenvolvimento e  crescimento. Primeiramente, durante
desenvolvimento, os pericitos podem ser recrutados durante o processo de
angiogénese e vasculogénese de células mesenquimais vizinhas residentes.

Segundo, os pericitos podem surgir diretamente de células endoteliais ou de seus
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progenitores. E terceiro, eles podem ter origem durante a angiogénese, tanto pré
ou pos-natal, através da replicacdo, migragdo e diferenciagdo de outros pericitos
do brotamento vascular. Em reiac@o a medula éssea, isto implica que os pericitos
da medula podem ser heterogéneos, tanto no seu modo de desenvolvimento como
de origem. Alguns devem ser recrutados durante a formagdo dos vasos
sanguineos de céluias osteogénicas residentes; outros devem crescer a partir de
pericitos pre-existentes durante o crescimento vascular. Levando-se em
consideragdo as similaridades da localizagio proxima a vasculatura e a resposta
celular a fatores de crescimento e a expressdo de marcadores similares, existe a
suspeita de gue os pericitos da medula e as células estromais da medula tenham
a mesma identidade (BIANCQO, 2001). Outros autores, no entanto, classificam os
progenitores estromais como células mesenquimais, capazes de originar
linhagens celulares diferenciadas da medula 6ssea, incluindo adipécitos,
osteoblastos, condrécitos e estroma de suporte hematopoético. A relacdo precisa
entre células tronco mesenquimais (MSC) e células tronco hematopoéticas (HSC)
ainda ndo estd totalmente esclarecida; entretanto, acredita-se que as MSC déem
suporte as HSC através da producéo de citocinas cruciais, tais como, .interieucina
6 (IL-6), o fator inibidor de leucdcitos (LIF), e secretam componentes da matriz
extracelular, que ajudam na funcéo das HSC dentro do microambiente da medula
Ossea (CAPLAN & BRUDER, 2001).

Ja foi demonstrado que as MSCs tratadas com 5-azacitidina comecgaram a
contrair e formar estruturas semelhantes a miotubos e miofilamentos. Elas foram

positivas para marcadores especificos de cardiomidcitos e expressavam genes e
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fatores de transcricdo também especificos de cardiomidcitos (MAKINQO, 1999).
Além das MSCs da medula 6ssea murina, o desenvolvimento de cardiomiocitos in
vitro também foi obtido com a medula 6ssea humana (XU, 2004). Diante destes
resultados, a hipdtese da utilizacgo das MSCs para fins terapéuticos tém side
amplamente cogitada. Seu potencial foi demonstrado por WANG e colaboradores,
em 2000, onde MSCs murinas participavam na formagao de novos cardiomiocitos
no coragdo normal e danificado. Células do doador expressando marcadores
cardiacos foram detectadas. Estas células também expressavam conexina 43,
uma proteina de juncéo intercelular, sugerindo assim um acoplamento entre as
células adjacentes.

Em um estudo com ratos apresentando isquemia de membros inferiores
tratados com frac@o mononuclear total e MSCs purificadas, demonstrou que estas
Gitimas apresentam maior capacidade em se diferenciar tanto em células
endoteliais quanto em células musculares lisas, mais do que as células
mononucleares totais (IWASE, 2005).

De todas as populagbes de células derivadas da medula dssea apenas as
MSCs comprovadamente se diferenciam em cardiomioécitos in vitro (HENG, 2004).
As MSCs s3o negativas para os marcadores hematopoéticos CD 34 e CD 35
(PITTENGER, 2004).

O entendimento de que a vasculogénese possa ocorrer no adulto direcionou
uma pesquisa intensa na area da terapia celular. InUmeros estudos experimentais
atuais confirmam o potencial da diferenciagdo de células pluripotentes em

cardiomidcitos e celulas endoteliais (ORLIC, 2001a; KOCHER, 2001). Outras
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evidéncias em modelos animais confirmaram que células pluripotentes da meduia
6ssea melhoram a fungdo do miocardio e a perfuso na doenga cardiaca
isguémica (KAWAMOTO, 2001; FUCHS, 2001). Além disso, trabalhos recentes
tém descrito os efeitos benéficos da infusdo intracoronaria de células
mononucieares autélogas da medula 6ssea no periodo pés-infarto imediato em
humanos (STRAUER, 2002, ASSMUS, 2002). TSE e colaboradores (2003)
descreveram melhora na perfusdo do miocardio e contratilidade segmentar,
através de resultados obtidos por imagens de ressonancia magnetica em
segmentos isquémicos do miocardio tratados com a introducdo de células por
meio de cateter. Recentemente, mostrou-se que pacientes terminais apresentando
cardiomiopatia isquémica cronica que receberam inje¢des endocardicas de céiulas
mononucieares da medula 6ssea apresentaram melhora nos sintomas, fungao
cardiaca e perfusdo, sem evidéncia clinica de danos causados pelo procedimento
em si (PERIN, 2003b).

Por outro fado, alguns estudos em animais propuseram que as células tronco
responsaveis pela geracdo de novos cardiomiocitos fossem as HSC. A primeira
indicacdo de que as HSC pudessem participar da regeneragdo cardiaca veio de
JACKSON e colaboradores em 2001, este isolou uma populagéo especifica de
HSC (SP - side population) e as transplantou em camundongos letaimente
irradiados previamente. Subsequentemente, os camundongos transplantados
foram usados num modelo de isquemia-reperfusdo e seus coracbes foram

analisados apés 2 ou 4 semanas. Embora a prevaléncia n&o tenha sido muito
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grande, cardiomiocitos derivados dos doadores (marcados com Lac Z) foram
encontrados na regiao peri-infarto.

A injecéo direta de HSC no miocardio infartado também foi investigada. Apds
ligacao direta da artéria coronaria, uma populagéo de células lin, c-kit™ foi injetada
na area contratil ao redor do infarto experimental em camundongos. Apds 9 dias,
as células do doador diferenciaram-se n&o so em cardiomiocitos mas também em
células endoteliais e fibroblastos. Além disso, evidéncias de restauracdo do
miocardio foram suportadas pela sobrevida prolongada e recuperacio da fungdo
cardiaca (ORLIC, 2001b).

Fmbora estes estudos tenham demonstrado que diferentes populagbes de
HSC tenham aparentemente alta capacidade de migragdo e regeneracdo no
miocardio infartado, alguns grupos argumentam o oposto. Alguns pesquisadores
tentaram repelir os resultados mencionados anteriormente e injetaram ceélulas I,
c-kit” expressando GFP (green fluorescent protein) em miocérdio isquémico
(NYGREN, 2004; BALSAM, 2004). Outros injetaram HSCs contendo o gene LacZ
sob o controle de um promotor especifico (MURRY, 2004). Todos estes estudos
detectaram células do doador no coracao, mas estas células ndo se diferenciaram
em cardiomidcitos. Ao invés disso, as céluias do doador expressavam marcadores
hematopoéticos. Foi detectada fuso das células da medula 6ssea com os
cardiomidcitos danificados pelo grupo de Murry. Desta maneira, ainda ndo esta
muito bem esclarecida qual a contribuigdo morfolégica e fisiolégica das HSC para

o infarto do miocardio.
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Testes clinicos envolvendo medula Ossea para reparo cardiaco tém
atualmente sido realizados e estudados detalhadamente (DIMMELER, ZEIHER &
SCHNEIDER, 2005). A maioria dos estudos tem sido focado em células
mononucleares de medula dssea, que compreendem uma popuiagdo de células
hematopoéticas heterogénea e células mesenquimais contendo <0,1% de células
tronco, embora haja estudos que testam céiulas progenitoras derivadas de sangue
periférico (ASSMUS, 2002). Duas estratégias gerais tém sido utilizadas: entrega
intracoronariana para pacientes com infartc agudos, e injegbes intramiocardicas
introduzidas via cateter em pacientes com isquemia crénica ou infartos antigos.
Estes estudos mostraram que a enfrega via cateter das células da medula dssea
no coracdo é viavel, pois nenhuma complicagdo tem sido associada. Assim como
no caso dos testes realizados com mioblastos, muitos dos ensaios realizados com
células de medula Ossea fizeram uso de coniroles ndo randomizados para
comparacao, limitando a avaliacio da eficacia. No entanto, a maioria dos estudos
demonstra aumento da fungdo contratil do miocardio, aumento da perfuséo, ou
ambos.

No momento, ha dois relatos na literatura de estudos realizados randomizados
envolvendo células da medula Ossea para reparo cardiaco. WOLLERT e
colaboradores (2004), realizaram © primeiro teste com 30 pacientes que
receberam injegdes intracorondrias com células mononucleares nao fracionadas e
30 pacientes no grupo controle que ndo sofreram aspiracdo de medula 0ssea ou
infusé@o de células. Os pacientes que receberam células de medula apresentaram

6% de aumento na fracdo de ejecdc quando comparados com o controle, No
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segundo estudo, CHEN (2004) descreveu os efeitos da entrega intracoronéria de
células mesenquimais derivadas da medula 6ssea em 34 pacientes, enguanto que
35 pacientes controles passaram pela coleta de medula mas receberam apenas a
infusdo de uma solugdo salina. A infuso de células mesenquimais resultou no
aumentc da contratilidade da parede, reducdo na dilatacio ventricular e um
aumento de 14% da fracdo de ejecdo, se comparados ao grupo controle. Estes
estudos indicam que o transplante de células de medula dssea no coracéo & viavel
e apresenta-se seguro. Estudos iniciais sugerem aumento da fungio ventricular e
perfusdo. No entanio, estudos clinicos randomizados controlados adicionais
dever&o ser realizados para a exploracéo da eficacia e mecanismo de aco destas
células (LAFLAMME & MURRY, 2005).

Muitos outros tipos de resultados ja& foram relatados na literatura, alguns
indicando o processo de fusdo celular, porém outros comprovando a ocorréncia do
fenbmeno de transdiferenciacdo. Dentre eles, Badorff e colaboradores em 2003,
demonstrou melhora na funcdo cardiaca de modelos animais para infarto do
miocardio, a partir do transplante de células progenitoras endoteliais (EPCs).
Neste trabalho, foram utilizadas células progenitoras humanas CD 34+, assim
como células de medula 6ssea c-Kit "/sca-1" de ratos, a fim de se obter efeitos
beneficos similares j& que muitos outros autores afirmam que estas células
progenitoras endoteliais tém a propriedade de aumentar a neovascularizacio de
tecidos isquémicos (MUROHARA, 2000; KAWAMOTO, 2001; KALKA, 2000). A
meihora da fungdo cardiaca pelo transplante de células progenitoras endoteliais foi

atribuida ac seu potencial angiogénico. No entanto, até aquele momento, a
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capacidade de transdiferenciacdo das células progeniloras endoteliais em
cardiomiocitos era desconhecida. BADORFF (2003), em seu experimento
refinado, demonstrou que estas células (EPCs) isoladas a partir de sangue
periférico de individuos adultos (um grupo de voluntarios saudaveis e outro grupo
de pacientes com CAD — Coronary Artery Disease) tém a capacidade de se
transdiferenciar em cardiomidcitos quando co-cultivados com cardiomiocitos
neonatais de ratos. Esta iransdiferenciacdo foi demonstrada através de
parametros fenotipicos e funcionais. Com seis dias de co-cultura, nota-se a
integragcdo das EPCs com os cardiomidcitos, com mudanga na morfoiogia
{aumento do comprimento e area de superficie, assemelhando-se assim a
cardiomiécitos). Nesta etapa também ja sdo possiveis observar a expressédo de
proteinas especificas para muscuio cardiaco, tais como troponina |, peptideo atrial
natriurético; dentre outras proteinas especificas para miécitos como a-actinina
sarcomérica e MEF-2. Ainda nesta etapa, a organizacéo sarcomeérica pdde ser
observada em algumas EPCs humanas.

Foi investigado também se as EPCs s&o capazes de interagir fisicamente
com cardiomidcitos, para tal proposito foram utilizadas microinjecbes do corante
fiuorescente Lucifer Yellow, o qual foi observado se transferindo diretamente dos
cardiomiocitos de ratos para células adjacentes (as EPCs). Estes resultados, ndo
apenas sugerem, poréem indicam que as células progenitoras endoteliais esto
fisicamente conectadas aos cardiomidcitos de ratos através de juncbes

intercelulares do tipo Gap. Um outro aparato experimental foi montado para se
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averiguar se as juncdes Gap sdo essenciais para que a transdiferenciacéo ocorra.
Adicionou-se a co-cultura de cardiomidcitos e EPCs um inibidor de juncdes Gap
(PMA — 50 nmol/l). O processo de transdiferenciacdo das EPCs ocorreu
normalmente na presenca do inibidor, sem a necessidade da presenca das
jungbes Gap. Estudos recentes mostram gue mudangas fenotipicas de células
tronce embrionarias podem ocorrer em conseqiiéncia a fusdo celular (YING,
2002). Para se investigar se este mecanismo interfere na transdiferenciacéoc das
EPCs, 0 mesmo autor do trabalho citado acima utilizou cardiomidcitos fixados em
paraformaldeido, os guais ndo poderiam se fundir com as outras células, porém
ofereciam uma superficie celular intacta de contato para cuiltura. Apds 6 dias de
co-cultura, juntamente com os cardiomiécitos que foram fixados, as EPCs exibiram
aumento no comprimento e superficie celular. Muitas destas células progenitoras
endoteliais co-cultivadas com os cardiomibcitos fixados apresentaram expressao
de proteinas especificas de musculo como a-actinina sarcomérica e MEF-2. Estes
resultados mostram que ambos, tanto as jungdes Gap e a fusio celular, ndo sdo
essenciais para a transdiferenciacéo das células progenitoras endoteliais.
Quando as EPCs coletadas de pacientes com CAD e fatores de risco para a
ateroesclerose foram co-cultivadas com cardiomidcitos de ratos, os mesmo padrdo
de reposta foi observado (EPCs transdiferenciadas apresentando actinina
positiva), entretanto com menor eficiéncia, se compararmos com os resultados dos
voluntarios saudaveis. Em suma, este trabalho mostra que células progenitoras

endoteliais (EPCs) isoladas a partir de sangue periférico sdo capazes de se
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transdiferenciar em cardiomidcitos quando co-cuitivados com cardiomiteitos de
ratos, exibindo naoc apenas o fendtipo tipico, como as propriedades funcionais de
cardiomiécitos em geral. Demonstra também gue o contato célula-célula com os
cardiomiécitos € essencial para este processo e ainda, sugere que as caderinas
possam mediar este contato, regulando tambem a proliferagao, diferenciacéc e a
migracao celular (STEINBERG & McNUTT, 1999). Outros experimentos in vivo
demonstraram que injegcbes de EP(Cs também podem melhorar a
neovascularizacdo e funcio cardiaca em animais (KAWAMOTO, 2001). Desta
maneira, 0 uso terapéutico das EPCs se toma potencial para pacientes com
doencas isquémicas do coracio.

Por outro lado, a manipulacio rapida das células mononucleares aspiradas da
medula (apds algumas horas) e sua posterior administracdo ao paciente, constitui
uma abordagem mais pratica, simples e eficaz do que celulas cultivadas por muito
tempo (PERIN, 2003a).

Neste caso, temos que considerar os diferentes meios de administracic das
células tronco na terapia celular aplicada ao coracéo. E importante ressaltar que
todos estes meios ainda estao sob estudo, e que o estade de cada paciente em
particular pode influenciar na escolha do mesmo. As células tronco podem ser
administradas perifericamente ou diretamente no sistema circulatério. Em
pacientes nos quais os sinais de recrutamento (“homing”) podem se encontrar
menos intensamente, como no caso de pacientes com alguma cardiomiopatia
crénica, a injecdo de células deve ser feita diretamente no musculo cardiaco. Em

alguns casos também, certos tipos de células tronco como por exemplo os
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mioblastos, devem ser administrados diretamente no tecido para que o pacienie
n&o corra risco de sofrer embolia quando um grande namero de células € injetado.

A injecdo intramiocardica cirGrgica constitui a maneira mais invasiva de
infusdo das células tronco e somente € considerada quando o paciente j& tem
algum procedimento cirirgico programado. A injegao é feita em potenciais areas
alvo {(afetadas), a critério do médico apds visualizagao direta.

A injecao transendocérdica, mais sofisticada, envolve a utilizagao do sistema
NOGA (Cordis). Com este método, um cateter & introduzido na circulag&o do
paciente (veia femural) e é capaz de mapear o muisculo cardiaco, de acordo com
niveis de viabilidade do tecido. Desta maneira, a isquemia, por exemplo, pode ser
mapeada em detalhe; permitindo que as células sejam injetadas em areas alvo de
modo preciso (nas bordas do infarto, por exemplo). Este tipo de aplicagéo ja vem
sendo testado em humanos e em modelos experimentais e teém se revelado
bastante seguro.

A injecdo intracoronaria € um outro meio de administracéo que ja foi testado
com sucesso. Constitui 0 método mais adequado para a entrega das células em
regidbes corondrias especificas e & menos complexo que & injecao
transendocardica. Porém, a quantidade de células e o momento da injecao devem
ser considerados para se evitar perturbacédo do fluxo coronario e a necrose de
céluias do miocardio.

Ha também o meio de injecaoc intravenosa, sendo que este é o metodo mais
simples para a administragdo destas células. Eniretanto, neste procedimento ha

uma grande dependéncia do recrutamento das células tronco, para que estas
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consigam alcanc¢ar o miocardio. Células injetadas de maneira intravenosa podem
ficar aprisionadas dentro de cutros orgacs, como figado, baco, pulmac e etc., e
apenas uma pequena porcdo entrara na circulagdo corondria e atingira o
miocardio isquémico. Os sinais de recrutamento podem ser presentes em ouiros
sitios do corpo, especialmente nos tecidos linféides.

Muitos testes com ceélulas tronco em humanos ja foram relatados na literatura,
sendo a maioria deles com sucesso. O uso de celulas mononucleares da medula
ossea injetadas via intracoronaria em pacientes com infarto prévio, mas com
fracdo de ejecdo ventricular preservada, mostrou melhora na funcio e perfuséo
em um grupo pequenc de pacientes que foram avaliados durante os meses
subsequentes a terapia. Muitos grupos de pesquisa, inclusive 0 NosSso em parceria
com o Hospital Pré-Cardiaco do Rio de Janeiro, estdo dando prosseguimento aos
testes clinicos. Células mononucleares da medula Ossea foram injetadas
utilizando-se mapeamento eletfromecanico em pacientes em estagio terminal de
faléncia cardiaca. De acordo com dados ja publicados, estes pacientes tém
mostrado methora tanto no aumento da contratibilidade, perfusdo, como também
na capacidade funcional apds serem submetidos a injecdo de células (PERIN,
2003b). O presente trabalho tem como objetivo mostrar evidéncias histolégicas da
melhora/remodelacdo de area lesada em estudo anatomopatoldgico post-mortem

de um destes pacientes apds 11 meses da terapia celular.
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2. OBJETIVOS GERAIS

Verificar o papel das células mononucleares da medula 6ssea autdlogas na
remodelacdo da cardiomiopatia isquémica cronica humana 11 meses apés ©

transplante em paciente.

2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar a seguranga do transplante autélogo de medula 6ssea em paciente
com cardiomiopatia isquémica cronica através do estudo necroscopico em

paciente.

Verificar a presenca de:
e angiogénese na zona lesada da parede ventricular tratada comparando-a
com as paredes naoc tratadas.
e angiogénese na zona de fibrose apds o fransplante de medula Ossea
comparando-a com a zona de fibrose néo tratada.
» pericitos nos vasos capilares da parede ventricular tratada comparando-a

com as paredes ndo tratadas.
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novos cardiomiocitos na parede ventricular lesada e tratada através da

utilizacdo de anticorpos dirigidos contra proteinas de cardiomiocitos.
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3. MATERIAL E METODOS

Trata-se da avaliacéo post-morfem de paciente submetido a terapia celular, do

grupo de pacientes cronicos do ensaio clinico fase | (PERIN, 2003b;.

3.1. Paciente

Paciente de 55 anos que apresentava cardiomiopatia isquémica, tendo tido
anteriormente episddios isquémicos do miocardio (o primeiro em 1985 e ©
segundo em 2000). Os sintomas de insuficiéncia cardiaca congestiva tiveram
inicio dois anos antes do comego da inscrigdo deste estudo, sendo que, um ano
antes do inicio do ensaio clinico, o paciente apresentou um episédio de acidente
vascular cerebral que evoluiu com seqlelas leves (hemiparesia direita residual
amena e episodios epilépticos tonico-clonicos). O paciente ainda apresentava
fatores de risco para doencga de artérias coronarias, e também, diabetes mellitus
do tipo Ui, hipertensao arterial e hipercolesterolemia.

A capacidade funcional do paciente foi avaliada através de um protocolo
“baseline by means of a ramp treadmil protocol” com um pico maximo de consume
de oxigénio (MVQO;) de 15,9 mi/Kg/min, e um workload de 4,51 equivalentes
metabdlicos (METs). Com base no SPECT (Single Photon Emission Computer

Tomography), o estudo da perfusdo apontou um defeito parcial reversivel na
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parede anterolaterai. Um defeito fixo na perfusdo (cicatriz) da parede posterior
também foi apontado. O seplo apresentou uma perfuséo normal.

A cateterizacdo cardiaca revelou uma fracde de ejecéo ventricular esquerda
de 11%: uma estenose de 70% no Sstio da artéria interventricular anterior e de
85% na porcdo mediana da artéria interventricular anterior; uma lesdo proximal de
80% na artéria circunflexa; e uma oclusfo total da primeira artéria marginal
esquerda e artéria corondria direita. Os segmentos distais da artéria
interventricular anterior e da artéria circunflexa mostraram-se difusamente iesados.
Devido a gravidade e extensdo da doenga coronariana do paciente, 0 mesmo nao
pode ser considerado um candidatoe a cirurgia ou qualquer outro procedimento
intervencional. Na inscricdc do ensaio clinico, ele foi considerado classe Ili
funcional (NYHA — New York Heart Association) e angina classe il (CCS -
Canadian Cardiovascular Society). Os niveis de proteina C reativa, contagens
sanguineas completas e os niveis de creatinina e troponina do paciente

apresentaram-se normais.

3.2. Terapia Celular

O paciente recebeu um total de 30 milh6es de células mononucleares de
medula ssea autdlogas que haviam sido colhidas 2 horas antes do procedimento.
Esta quantidade de células foi obtida apds o exame da viabilidade celular (superior
a 90%). Estas células foram injetadas por via transendocardica (entrada pela veia
femoral) na parede anterolateral do ventriculo esquerdo. N&o houve nenhuma

complicac&o durante o periodo do procedimento.
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3.3 Acompanhamento Clinico

Foram realizadas avaliacbes posteriores, através de cateterizacdo cardiaca
apbds 4 meses, e esta ndo revelou nenhuma mudanga na anatomia coronariana.
Avaliacdes posteriores néo-invasivas (como e Holter, por exemplo) foram
realizadas 2 e 6 meses apés a terapia celuiar. Melhoras sintomaticas e funcionais
foram notadas e o paciente retornou & classe | funcional (NYHA) e de angina
classe | (CCS). O monitoramento pelo Holter ndo acusou nenhuma arritmia
ventricular maligna e os pardmetros eletrocardiograficos (signal-average)
permaneceram estdveis. Ndo houve nenhuma mudanga global na fragdo de
eje¢ao ou no volume ventricular na eletrocardiografia. O indice para movimento da
parede (wall-motion) avaliado aftravés da ecocardiografia de duas dimensGes
melhorou de 1,94 para 1,65, assim como a contratilidade dos segmentos melhorou
em 5 segmentos adjacentes nas areas injetadas. A perfusdo do miocardio,
avaliada através de SPECT, aumentou na parede anterolateral. Os dados
mecanicos do SPECT apontaram melhora na fracdo de ejecdo regional,
movimento da parede, e espessura. O teste de MVO, (ramp treadmil testing)
aumentou de 15,8 para 25,23 ml/Kg/min, e os METs aumentaram de 4,51 para
7.21 nos 2 meses. Nos testes realizados apds 6 meses, o MVO, alcangou 31,6
mi/Kg/min, os METs atingiram 9,03.

De 6 até os 11 meses apds o procedimento de injecdo de células, a condigéo

cardiovascular do paciente permaneceu estavel. Aos 11 meses, no entanto, este
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paciente sofreu outro acidente vascular cerebral (epilepsia tonico-clonica) em casa

e foi encontrado em parada cardiopulmonar pelos membros da familia.

3.4. Necropsia

A necropsia do paciente foi realizada ap6s a assinatura com consentimento da
familia. O coragdo foi retirado e aberto para a visualizagdo das cavidades
ventriculares e atriais, valvulas mitral, tricispide, adrtica e pulmonar assim como a
parede septal. Verificou-se a presenga macroscépica de areas de infarto agudo ou
cronico, endocardite e estenose das ariérias coronarias.

Os termos utilizados, parede anterolateral/parede posterior/parede septal,
foram assim designados em relacao a posicdo anatdmica do 6rgéo, para melhor

correlacéo com a clinica {eletrocardiograma).

3.5. Estudo histologico

Fragmentos das seguintes regides anatdbmicas do coragdo foram
identificadas e separadas para processamento em parafina e congeladas: parede
ventricular anterolateral, que recebeu as ceélulas, septal interventricular e
ventricular inferoposterior.

Para o estudo histolégico, os fragmentos foram fixados em formaldeido 4%
tamponado, desidratados e incluidos em parafina. Cortes de 5 um de espessura
foram obtidos em micrétomo rotatério e corados com tricrdmico de Gomori e pela

técnica de picrossirius modificada para confocal (Dolber & Spach).
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3.6. Estudo imunohistoidgice

A analise imunochistoquimica de cortes parafinados foi realizada com
anticorpos contra o Fator ViHlI (A082, DAKO, Carpinteria, CA), vimentina (M0725,
DAKQ), a-actina de musculo liso (M0851, DAKQ), e Ki-&67 (Novocastra, Newcastle
upon Tyne, UK). Estes anticorpos foram revelados pelo sistema EnVision™ HRP
system (DAKQ), sendo utilizada a diaminobenzidina (Liquid DAB, DAKO} como
cromogeno e contracorados pela hematoxilina.

Cortes congelados (5um) obtidos em criostato foram fixados em acetona e
incubados com anticorpos para troponina (T6277, Sigma, St. Louis, MQ), a-actina
sarcomérica (A-2172, Sigma), o- actinina sarcomeérica (A-7811, Sigma), e desmina
(D1033, Sigma). Os anticorpos foram revelados com igG anti-camundongo ou
anti-coelho, fragmento F(ab),, conjugados com isctiocianato de fluoresceina
(1814192, 1238833, respectivamente; Boehringher, Mannhein, Alemanha) e
contra-corados com uma solucdo de 0,1% de Azul de Evans (Merck, Darmstadt,

Alemanha).

3.7. Estudg histomorfometrico

Além da descricdo histolégica foi calculada a densidade dos vasos sanguineos
presentes nestas regides, como um todo, assim como de areas de cicatriz,
comparando-se a parede tratada e a parede infartada ndo fratada. Foi utilizado um

sistema de analise de imagem computadorizada (IMAGEPRO-PLUS, Media
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Cybernitics) utilizando campos obtidos dos cortes parafinados tratados com 0s
anticorpos anti-fator VIl e anti-actina a de musculo liso, capturados com a camara
COOLPIX 990, Nikon, Japan). A primeira para a identificacdo de endotélio e a
outra para identificagBo de pericitos, céluias adiacentes a capilares (células murais
capilares). Para a obtencédo da densidade capilar nas paredes anterolateral, septal
e posterior, foram capturados 108 campos aleatdrios de cortes contra-corados
com hematoxilina e tratados com ¢ anticorpo anti-fator VIl e 96 campos em cortes
tratados com anticorpos anti-actina o de musculo liso. Os cortes transversais de
capilares identificados com as marcagdes foram quantificados separadamente. Os
resultados foram expressos coma namero de capilares por mm?. Os vasos
arteriais, arteriolares e venulares foram excluidos. As diferencas entre as paredes
anterolateral, septal e posterior foram avaliadas através da analise de variancia
Kruskal-Wallis € 0 método de Student-Newman-Keuis para a comparacéo multipla

(pairwise).

Para se verificar se houve diferenga no grau de angiogénese das zonas
cicatrizadas, fratada e a ndo tratada (parede anterolateral x posterior) foi feita nova
avaliacdo da densidade capilar nas areas de cicatriz. Foram capturados 40
campos (lente objetiva de 40X) obtidos dentro de areas de cicatriz sendo obtido o
numero de capilares per mm? nas areas fibroticas. Diferencas entre as zonas

infartadas tratada e ndo tratada foram avaliadas pelo teste Mann-Whitney.



4. RESULTADOS

4.1. Resultados anatomopatoldgicos

O coracdo pesou 765g. O d6rgdo apresentou arterioesclerose severa com
ateroma calcificado sub-oclusivo em todas as artérias coronérias, calcificagéo da
artéria pulmonar, e ateromatose moderada da aorta. Em exame macroscopico, as
cavidades do coracdo apresentaram-se dilatadas, com paredes hipertroficas. Ndo
havia nenhuma evidéncia de lesdo aguda, ou de lesbes que poderiam estar
relacionadas com a inje¢cdo de células tronco. Uma opacificagdo homogénea
endocardica generalizada, afetando todas as superficies internas cardiacas, foi
identificada ho ekafne his’tblégicé como. ﬁma hipéfp!asia fi.brdei.é.sticé difusa do
endocardio. Foram observadas cicatrizes pontuais, focais e minusculas,
principalmente nas paredes posterior e anterolateral. A zona apical apresentou-se
fina e fibrética. A parede septal exibiu cicatrizes focais dispersas entre as fibras
cardiacas nas regides adjacentes as paredes anterior e posterior, sendo
desprovida de areas fibréticas na regido central, a qual foi utilizada para estudos
morfométricos. Areas avermelhadas alongadas, irregulares e paralelas se
estenderam as porgles da parede ventricular anterolateral que recebeu injegdes
{congestao vascular). As regibes posterior e apical apresentaram cicalrizes

densas, fibréticas, bem circundadas, que separavam feixes de cardiomiécitos.
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4.2. Resultados histologicos

A parede anterolateral apresentou-se irregular, com regides palidas devido ao
tecido fibrético intercalado com regifes escuras de musculo cardiace arranjado
aproximadamente em paralelo, bandas entremeadas, perpendiculares ao plano da
parede ventricular (Fig 1A). Nao foi encontrado nenhum sinal de organizacao
celular anormal, crescimento, diferenciacdo, ou ainda de necrose focal prévia,
focos inflamatérios ou reparo tecidual nas regides que receberam tratamento com
injecdes de céluias.

Dentro do tecido fibrotico, as coloracdes de tricdmico e picrossirius revelaram
regides com densidade de colageno diminuida, as quais exibiam uma vasta arvore
vascular. Grandes vasos centrais ramificados foram observados entre vasos
menores e paralelos a feixes de cardiomiocitos (Fig 1B). A zona periférica destas
areas fibréticas foi fundida com camadas de cardiomiécitos sem limites bem
definidos como aqueles observados na parede posterior e na area apical (Fig 1C).

As células inflamatérias apresentaram-se raras na regido perivascular, houve
ocasionalmente um pequeno grupo isolado de linfocitos, e muito raramente,
granulbcitos. Simultaneamente, foi observado um grande numero de células
fibroblastéides ao redor de capilares, entremeadas com a matriz extracelular
circundante, e intercaladas ao longo dos cardiomiécitos. Na interface entre o
tecido fibrotico e feixes de cardiomiocitos, dois gradientes se fundiram: a
diminuicdo do diametro do vaso sanguineo e o aumento do tamanho dos

cardiomidcitos. Cardiomidcitos isolados e pequencs, foram observados na matriz
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fibrotica adjacente a capilares, assim como o aumento progressivo do numero de
células fibroblastoides gue estavam isoladas ou entremeadas em pequenocs

grupos ao longo dos feixes de cardiomiocitos (Fig 1B).

4.3. Resultados Imunchistoquimicos

A marcacao imunohistoquimica com Fator Vil identificou células endoteliais
dos vasos sanguineos capilares, arteriolares e arteriais das paredes ventriculares
posterior, anterolateral e também no septo (Fig 2A e B). Estas marcacdes com
Fator VIil ndo foram encontradas na populacio de células fibroblastbides dentro
da matriz fibrotica. Na parede ventricular posterior e no septo, a marcagdo com a-
actina de musculo liso foi facilmente identificada nas celulas da parede dos vasos
sanguineos. Esta marcagio foi presente tanto nos pericitos como nas células
musculares lisas da camada de células da parede de vasos finos (Fig 2C). Em
contrapartida, a arvore vascular da parede ventricular anterolateral mostrou
intensa marcacgdo na parede dos vasos sanguineos, evidenciando, em arteriolas e
artérias hiperplasia e hiperplasia marcante das células musculares lisas (Fig 2D).
O mesmo padrdo de marcagao foi observado em células isoladas localizadas em
posicéo perivascular, identificando pericitos e nas regides adjacentes ao longo dos
cardiomidcitos e matriz fibrética, miofibroblastos (Fig 2E).

A marcagéo com vimentina foi detectada na camada endotelial da parede
ventricular anterolateral, nas células perivasculares e nas células adjacentes ou

em intimo contato com os cardiomibcitos (Fig 3A). Estas células formavam
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freqUientemente uma rede que permeava a matriz fibrosa e o espago intersticial ao
longo dos cardiomiécitos (Fig 3B}

A marcacdc com a desmina foi identificada nessa mesma populagio de
células. Esta marcagio apresentou-se menos intensa nas células da parede
vascular e nas células perivasculares, no entanto, uma maior intensidade foi
observada nas células adjacentes aos cardiomiécitos. Nos cortes perpendiculares
ao eixo principal dos cardiomidcitos, finas fibrilas desmina-positivas foram
observadas na regido submembranar; nos cortes longitudinais, foi observadc um
padrdo de bandas transversais tipicos de desmina (Fig 3C e D). Ao longo dos
cardiomidcitos, algumas células pequenas apresentaram forte marcacéo periférica
pela desmina (Fig 3C).

A marcacao por troponina foi negativa nas células vasculares e perivasculares
nas parede posterior e septo. Na parede anterolateral, a marcac¢éo com troponina
foi negativa nas paredes dos capilares, porém foi positiva em pericitos
pericapilares e em células proximas a matriz pericapilar (Fig 3E).

Células troponina-positivas foram observadas na camada mais externa e
também na adventicia de arteriolas formando ocasionalmente uma camada de
células troponina-positivas, continua, ao redor do vaso (Fig 3F). Foram
encontradas células troponina-positivas isoladas ou em pequenos grupos na area
intermediaria entre o tecido fibrotico e os cardiomiécitos dentro dos feixes de
cardiomiocitos adjacentes. A intensidade de marcacdo aumenta com a
proximidade dos cardiomiécitos, onde algumas células fibroblastéides pequenas

revelaram uma marcacao homogénea brilhante no citoplasma para troponina (Fig
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4A). Ocasionalmente, tais células apresentaram um aumento no volume com
marcacio para troponina resirita a periferia da cicatriz; a area ceniral foi
preenchida com células troponina-negativas, similar a marcacfo da desmina em
pequenocs cardiomidcites. Em cardiomidcitos maduros, o anticorpo especifico para
troponina marcou filamentos periféricos e citoesqueleto sarcomérico.

A marcagdo para actinina sarcomérica mostrou-se similar a troponina.
Entretanto, tanto os pericitos perivasculares como as células de vasos sanguineos
murais na regiao anterolateral foi negativa para a actinina sarcomerica nos vasos
sanguineos que estavam profundamente inseridos na matriz da cicatriz fibrotica e
nos que permaneciam distantes dos feixes de cardiomiocitos. As mesmas células
localizadas nos vasos adjacentes, inseridas entre os feixes de cardiomitcitos
apresentaram-se positivos para a actinina sarcomérica, assim como as ceélulas
isoladas ou 0s peguenos grupos de céiuias fibroblastdides (Figs 4B e C). Algumas
destas células tinham um tamanho maior e na sua regido central apresentavam
positividade para a actinina sarcomérica, que ja estava organizada no padrao de
bandas tipico dos sarcdOmeros (Figs 4D e E). Na regido central da cicatriz foram
observadas células isoladas um pouco maiores que os pericitos. Estas
apresentavam fraca positividade para a actinina sarcomeérica, sugerindo gue estas
células isoladas possam ter adquirido algumas caracteristicas de cardiomidcitos
(Fig 4F).

O anticorpo Ki67 que identifica células ativas envolvidas no ciclo celular,
reagiu raramente e apenas nas células endoteliais da parede posterior. Na regido

anterolateral, o Ki87 tambeém estava presente em pericitos perivasculares e em
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células fibroblastbides isoladas em torno da matriz fibrotica (Fig 2F). De uma

maneira geral, a reatividade do anticorpo Ki67 apresentou-se relativamente baixa.

4.4. Analise Morfométrica

A densidade total de capilares foi significativamente maior na érea da parede
ventricular anterolateral gue recebeu injegdes de células da medula 6ssea se
comparadas & parede posterior previamente infartada (P<0,0001), e ambas as
areas foram diferentes da regido septal central (Fig 5A). Lembremos que nenhuma
das duas dltimas recebeu injecdo de células. Considerando-se que o crescimento
de capilares é estabilizado apenas quando estes mobilizam pericitos, nés também
monitoramos a densidade de capilares que continham células positivas para a-
actina de musculo liso em sua parede, sendo que resultados similares foram
obtidos (Fig 5B). A disperséc ampla dos dados obtidos da parede septal foi devido
a presenca de areas fibroticas, focais, em regides proximas e adjacentes as
paredes ventriculares.

A andlise estatistica separada das paredes ventriculares anterior ¢ lateral
também foi realizada para deteccio de possiveis intercorrelacdes de irrigacdes
sanguineas focais oriundas de areas adjacentes, porém nenhuma diferenga foi
detectada entre estas duas areas tratadas com células (dados ndo mostrados).

Com o objetivo de excluir uma possivel interferéncia na alta densidade relativa
dos capilares na parede anterolateral do miocardio preservado antes da terapia
celular, nds nos preocupamos em realizar a analise morfométrica da densidade de

capilares somente em areas dentro das cicatrizes fibroticas, comparando as
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paredes antero-lateral e posterior (Fig 5C). O nUmerc de capilares na parede
anterolateral € maior e significativamente diferente da parede posterior
(P<(0,0001), indicando niveis diferenies de irrigacdo sanguinea nos tecidos

cicatrizados das duas regides.
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Figura 1. Cortes de regibes do coragdo estudado corados pela técnica de
Tricdmico de Gomori. Parede anterolateral (A e B), parede posterior (C), e parede
septal (D). Notar feixes de cardiomidcitos (em A) e um aumento na rede vascular

(em B) indicados por setas. Aumento 40x em A, B, e D, 100xem C.
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Figura 2. ldentificacdo imunohistoquimica de fator Vill (A e B) e a-actina de
musculo liso (C—E) nas paredes de vasos sanguineos do septo (A) e anterolateral
(B-E) nas regides do coracdo estudado, representando aumento na densidade
vascular (B) e hiperplasia perivascular de células murais (C—E) (marcacao positiva
dos vasos indicadas pelas setas). A reatividade do Ki67 (indicada pela seta) foi
rara, presente nas células perivasculares da parede anterolateral (F). Aumento

40xemAeB,400xem CeD, 1000xemE e F.
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Figure 3. Parede anterolateral do coragdo, que recebeu injecdo de células
mononucleares. Imunomarcacao para vimentina na cor verde, apresentando uma
reacdo positiva na parede vascular e em células intersticiais fibroblastéides (A e
B). Imunomarcagéo para desmina na cor verde, mostrando pequenos grupos de
células intensamente reativas entre os vasos sanguineos e os cardiomiocitos
(indicada pela seta em C) e pequenas células dentro dos feixes de cardiomiocitos
com o citoesqueleto estriado tipico (D). Imunomarcagéo para troponina em cor
verde, mostrando reacdo positiva em todas as células murais de vasos

sanguineos médios (E e F). Aumento1000x em A e F, 400x em B-E.
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Figure 4. Parede anterolateral do coragZo, que recebeu injecdo de células
mononucleares. Imunomarcacdo em verde para troponina (A), apresentando
pequenas células semelhantes a cardiomidcitos com uma intensa marcacdo nas
areas de células periféricas (indicadas por setas). Imunomarcac¢éo para actinina
sarcomérica também em cor verde (B-F), apresentando reatividade nas células
murais dos vasos sanguineos (B—E) e células isoladas entre cardiomiécitos com
organizagdo da actinina semelhante a sarcomeros (E e F). Aumento 400xem A e

F, 1000x em B-E.
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Figura 5. Numeros de capilares por mm? nas paredes anterolateral, posterior e
septal do coragdo em questdo. A — anti-fator VIil, contracorado com hematoxilina.
B — anti-a-actina de musculo contracorado com hematoxilina. C — capilares
tratados com anti-fator VIl apenas dentro das areas fibroticas das paredes
anterolateral e posterior. (n= 108 campos para A; 96 campos para B; e 40 campos
para C). As diferencas foram estatisticamente significantes ao longo de todos os
grupos em comparacdes parciais (P<0.05, método de Newman-Keuls) para A e B.
As diferencas foram significativas (P<0.05) entre as paredes anterolateral e

posterior no teste de Mann-Whitney em C.
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5. DISCUSSAO

Nossos resultados, apesar de serem baseados em um estudo post-mortem de
somente um {01) paciente que recebeu um transplante autdloge de células
mononucleares da medula o0ssea através de injecdo transendocardica,
demonstraram que a terapia celular foi benéfica e segura. Foi possivel verificar
gue um ano apods a injecdoc de celulas da medula dssea ndo houve nenhum
crescimento anormal de células e nem houve desorganizagao tecidual ou reacéo
inflamatoria indesejada. Houve evidéncias clinicas de melhora da perfusdo do
miocardio provavelmente devido a significativa neoangiogénese no local da
injecdo de células, em relacdo as areas ndo tratadas pelas mesmas na parede
posterior, assim como evidenciou o aparecimento de células perivasculares que
expressavam proteinas do citoesqueleto de cardiomidcitos.

Durante muito tempo pensou-se em cicatriz do infarto como um tecido inerte,
desprovido de células, composto simplesmente por fibras de colageno. Acreditava-
se que sua fungdo fosse meramente restaurar a integridade do miocardio
necrosado e prover forgcas de tensdo para evitar rupturas teciduais {(SUN &
WEBER, 2000). No entanto, novas abordagens em biologia celular e molecular
tém mudado esta perspectiva. Esta visdo simplista vem sendo modificada, e
atualmente sabe-se gue o tecido conjuntivo continua a se acumular na drea lesada

durante anos apés o infarto do miocardio através da acéo de fibroblastos (SUN,
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2002). Esta cicatriz formada também se apresenta vascularizada, e desta maneira,
aguela visdo anterior de um tecido acelular com perfuséo ausente foi caindo em
desuso.

A cinética de remodelac@o tecidual apds uma lesdo isquémica & bem
conhecida, sabendo-se que o processo reparativoe pos-infarto do miocardic se
inicia logo apos ¢ evento isquémico para a reconstrucdo do tecido e manutengdo
da integridade da parede miocardica (revisto por CLEUTJENS, 1999). Uma série
de eventos cocorre e culmina no recrutamento de céiulas inflamatérias, sintese e
ativagcdo de peptlideos regulatérios que levam a formagdo de novos vascs
{angiogénese) e ao aparecimento de miofibroblastos. Este tipo celular ja aparece a
partir do terceiro dia, tornando-se uma das células predominantes na area do
infarto no setimo dia, permanecendo por meses (em modelos animais) ou anos
(nos humanos) (revisto por CLEUTJENS, 1999). Ao contrario do que ocorre em
outros tecidos como por exemplo na pele (DESMOULIERE, 1993), os
miofibroblastos presentes na cicatriz do infarto do miocardio, ndo sofrem apoptose
o que explicaria a sua presenca anos apos o evento isquémico (WILLEMS, 1994).
Os micfibroblastos estdo co-localizados nas areas onde hé acimuio de colagenc e
geram sinais fibrogénicos que perpetuam a cicatriz colagénica (SUN & WEBER,
1996; WILLEMS, 1994). Foi demonstrado que estas células apresentam aumento
da expressao de genes que codificam para 0s colagenos dos tipos | e ill (SUN,
2000). Esta populagéo de celulas é responsavel pela renovacio do colageno da
cicatriz do infarte, e ainda, segundo alguns autores podem apresentar

determinadas propriedades contrateis dado que ja foi demonstrado que elas s&o
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capazes de expressar o-actina de musculo liso (GABBIANI, 1872; WILLEMS,
1994). Para desempenhar estas funcbes estas células devem ser nutridas, sendo
assim, sdo acompanhadas por uma rede neovascular. A nevangiogénese se inicia
no terceiro dia pods-infarto se tornandc evidente nc décimo quaric dia
aproximadamente permanecendc por cerca de 8 semanas (SUN, 2000).

A renovagdo do colageno € regulada por substéncias que o0s
miofibroblastos elaboram. Dentre elas estdo, a angiotensina Il e o TGF B-1
(Transforming Growth Factor 1). Estas substancias sao soluveis e capazes de
atravessar 0 espaco intersticial do miocardio, alcancando areas distantes dentro
do mesmo. A fibrose resuitante que aparece em sitios remotos no infarto
representa a maior parte do tecido conjuntivo encontrado na cardiomiopatia
isquémica, e pode ser considerado 0 maior componente de remodelamento
estrutural adversc encontrado na faléncia de coragbes humanos com origem
isquémica (BELTRAMI, 1994).

E sabido que em casos de infartos extensos do miocardio, ¢ coracao todo
fica comprometido com o processo de reparo e focos de tecido fibroso podem
surgir em areas remotas, podendo contribuir desta maneira para o remodelamento
do miocardio nao-infartado. A fim de se evitar, ou ainda minimizar os efeitos desta
remodelacdo, outros autores langaram mao da utilizacdo de novas técnicas.
Dentre elas, pode-se citar a administracdo de citocinas como o G-CSF
(Granulocyte colony-stimulating factor) apos o infarto. Esta citocina ja foi alvo de
muitos estudos realizados, & muito ainda se pesquisa sobre sua real acdo. Dentre

os trabalhos ja relatados na literatura sobre o G-CSF, temos que esta citocina
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{primeiramente envolvida com a proliferagcdo de granuldcitos, principalmente
neutrdfilos) esté também envolvida no recrutamento e liberaco de células tronco
hematopoéticas (HSCs) e celulas progenitoras endoteliais (EPCs) da medula
Ossea para a circulacdo sanguinea, sendo de fundamental importancia para o
processo que chamamos de mobilizacdo de células (TO, 1997; LINK, 2000;
KOCHER, 2001; ORLIC, 2001c; IMWANAGA, 2004). Recentemente foi
demonstrado que o tratamento com G-CSF & capaz de melhorar a fungéo
cardiaca e reduzir a mortalidade ap6s o infarto em camundongos (ORLIC, 2001¢;
OHTSUKA, 2004). No trabalho de lwanaga com suinos em 2004, além do maior
nimero de glébulos brancos presentes na corrente sanguinea do grupo tratado
com G-CSF, foi possivel demonstrar que o tamanho da area de infarto no grupo
controle apresentou-se marcadamente maior quando comparada com G grupo
tratado. Detectou-se uma expanséo significativa no ventriculo esquerdo dos
suinos que ndo foram submetidos ao G-CSF. Além disso, verificou-se uma
induc&o da mobilizacdo de EPCs e um aumento no numero de vasos (marcacio
positiva para VEGF) melhorando a perfusac do miécérdio. Ainda neste estudo foi
demonstrado uma diminuicdo da apoptose em células endoteliais, que juntamente
com 0 aumento do numero de vasos na regido isquémica, resultou na reducgédo da
area do infarto.

Como ja foi citado anteriormente, o TGF B é um fator de crescimento de
crucial importancia no processo de fibrose reparativa. SUGANQO em seu trabaiho
em 2005, aléem de corroborar os resultados de IWANAGA (2004), demonstra que o

G-CSF além modular a inflamagéo apbs a isquemia, também aumenta a
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expresséo de TGF B (que leva a proliferacdo de fibroblastos e colageno,
consequentemente) evitando a expanséc ventricular. Qutros resultados mostram
que mobilizagdc mediada por citocinas é capaz de promover a regeneracio e
neovascularizagio do miocardio, e ainda, constitui uma estratégia ndo invasiva
para o tratamento do miocardio (ORLIC, 2001c).

Os neovasos formados sdo importantes para a nutricde dos miofibroblastos
na cicatriz (SUN, 2002). Além disso foi verificado que além dos novos capilares o
tecido cicatricial do infarto apresenta artérias corondrias mais espessas e com
uma reatividade vasomotora aiterada (KALKMAN, 1997), aspectos observados no
nosso material tanto na parede posterior ndc tratada como na anterolateral
tratada. O aumento da perfusdo tecidual in vivo € um dos aspectos benéficos da
terapia celular. Este fato ja foi demonstrado em humanos (STRAUER, 2002;
PERIN, 2003b), seu substrato morfolégice podendo ser relacionado a proliferacéo
de capilares induzida pelo recrutamento/transdiferenciacdo de progenitores
endoteliais. Em modelos animais foi possivel verificar a existéncia de
neoangiogénese (ORLIC, 2001a; b; ¢c; JACKSON, 2001).

No periodo pés-natal, a formagdo de novos vasos sanguineos ocorre tanto
por vasculogénese ou por angiogénese, evento gue envolve remodelamento da
matriz extracelular e proliferacdo das ceélulas da parede dos vasos (POTTEN &
LOEFFLER,1980; MORRISON & WEISSMAN,1994; PERIN, 2003a). As células
endoteliais podem resultar de progenitores derivados da medula 6ssea
(vasculogénese pos-natal) ou da migracao e proliferacdo de células endoteliais de

vasos pré-existentes {angiogénese) (MORRISON & WEISSMAN, 1994). As
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células murais, como 0s pericitos e as células musculares lisas, s8o derivadas de
células mesenquimais da medula oOssea (estroma), miofibroblastos, efou
fibroblastos (HALL & WATT, 1988). No processo neoangiogénico, os pericitos s80
derivados tanto de células mesenquimais de tecidos adjacentes (mobilizados por
fatores de crescimento produzidos por células endoteliais) como pela proliferagéo
de pericitos pericapilares e adventicios e ainda pelo deslizamento distal destas
células do sitio abluminal das membranas basais dos vasos sanguineos em
crescimento (MORRISON & WEISSMAN, 1994).

Os pericitos s80 essenciais a estabilizacdo do processo angiogénico. No
nossc material verificou-se que regides injetadas por células, a parede ventricular
tratada com as células da medula ¢ssea apresentaram auments da densidade de
capilares contendo pericitos o que fala a favor de uma integracdo destes novos
circuitos capilares neoformados provavelmente levando a meihora da perfusdo no
miocardio. Além disso, verificamos que os pericitos hipertroficos demonstraram
duas caracteristicas: primeiro, estes expressaram proteinas miocardicas
especificas enquanto ainda estavam localizadas na parede vascular, segundo,
estas células foram encontradas em locais que sugerem destacamento, migragéo
para o tecido adjacente e encontro com cardiomitcitos proximos, isolados ou em
peguenos grupos. Proximo aos cardiomiocitos, a expressao de proteinas
miocardicas apresentou-se aumentada, com imunomarcagdo fluorescente em fodo
citoplasma. O significado destes resultados ainda permanece desconhecido.
Entretanto, dentro da parede posterior, nenhum dos resultados acima foi

encontrado, e apenas um vaso sanguineo pequeno foi encontrado.
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Trabalhos envoivendo fuséo celular tentam esclarecer os 6timos resultados
obtidos apés a terapia celular, muitos modelos ja foram testados, principalmente
em camundongos onde se verificou a capacidade de fusfo nfo apenas com
cardiomidcitos, mas também com células hepdticas e nervosas {(ALVAREZ-
DOLADO, 2003). Outros ensaios j& mostravam que este evento pode ocorrer
espontaneamente in vifro (YING, 2002; TERADA, 2003). Foi observado que as
células fundidas (células de origem hematopoética - cardiomidcitos) passaram a
apresentar a morfologia de cardiomibcitos maduros, inclusive o padrio de bandas
{filamentos de actina e miosina), discos intercalares e juncdes GAP conectando as
fibras musculares cardiacas adjacentes (ALVAREZ-DOLADQ, 2003). Muito ainda
se discute sobre os eventos de fusio celular e transdiferenciagdo (OH, 2003).
Muitos pesquisadores sugerem que a fusdo celular consiste no mecanismo
principal pelo qual células hematopoéticas possam contribuir na regeneracéo de
diversos tecidos, enquanto que outros afirmam ser a transdiferenciagdo o
mecanismo responsavel. Qutros autores, no entanto, ndo eliminam a hipdtese de
ambos os mecanismos poderem acontecer em maior ou menor grau nos tecidos.
Porém em nosso trabalho ndo podemos inferir nenhum tipo de comentéario sobre
fusao celular, ja que nenhuma técnica apropriada foi realizada neste sentido.

O presente trabalho tem limitagbes, restringindo as conclusfes que possam
ser tiradas, mas demonstra a eficacia do uso das células de medula éssea. Qs
resultados podem ter ocorrido por acaso. Trata-se de um caso isolado, um “case
report” n&o controlado de dUltimos eventos ocorridos depois da injecdo de células

mononucleares ndo marcadas. Portanto, isto exclui o uso de qualquer técnica de
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imagem que poderia auxiliar na co-localizacio e identificagdo da presenca das
células tronco préximas as paredes dos vasos ou no miocardio.

Trabalhos como o de DEB em 2003, que demonstram a presenca de células
derivadas da medula 6ssea no coracaoc de humanos aduitos encorajam ainda mais
a continuagdo de nossas pesquisas nesta area. Neste trabalho, com a utilizagdo
da combinacdo das técnicas de FISH (Fluorescent in situ hybridization) e
imunchistoquimica, fol possivel identificar a presenca de cromossomos Y em
coraches de pacientes femininos. Estas pacientes haviam sido submetidas ao
fransplante células de medula dssea de doadores masculinos. Durante a autépsia
dos 4 coragdes analisados, nenhuma evidéncia de inflamagéo foi detectada
macroscopicamente (assim como no nosso material). A hipétese de fuséo celular
neste trabalho foi afastada depois da analise da ploidia. Estes dados sugerem que
a medula 6ssea humana aduita pode agir como fonte de células progenitoras
extra-cardiacas que contribuem para a formacdo de cardiomidcitos novos. Ainda
neste trabalho, foi avaliado o recrutamento de células de medula 6ssea para
outros o6rgdos como figado e musculo esquelético. Este fato valida resultados
prévios em humanos e animais, e ainda, indicam a multipotencialidade das células
de origem hematopoética (KRAUSE, 2001; KORBLING, 2002).

Em conclus@o, a terapia celular nao foi associada com nenhum resultado
histoloégico adverso nos 11 meses seguidos ao procedimento. As analises
morfolégicas e imunohistoquimicas das areas que sofreram implante de células
tronco sugerem que estas tiveram um grande aumento de capilares em relagéo as

areas nao fratadas, e ainda, que a terapia celular autdloga com células
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mononucleares da medula 6ssea foi associada com hiperplasia dos pericitos, das
células murais e adventicias. Algumas destas células adquiriram elementos de
citoesqueleto e proteinas conirateis (troponina e actinina sarcomérica).

0O presente estudo, dentre muitos outros, estabelece que as células de medula
6ssea podem conitribuir para a melhora funcional de coragbes com alguma
cardiomiopatia. Entretanto, uma significancia clinica real destes resultados ira
depender do sucesso no entendimento da mobilizagdo, recrutamento, e
propriedades de diferenciacdo destas células (DEB, 2003). O entendimento da
relacdo entre fatores regulatorios intracelulares e exiracelulares rno controle da
determinac&o de uma linhagem consiste também em um grande desfio para o
futuro.

A combinacao da terapia celular com outros tratamentos pode aumentar ainda
mais as opg¢bes terapéuticas no futuro. A terapia génica tem mostrado resuitados
encorajadores na promoc&o da angiogénese. Porém, a entrega do gene através
de veiculos virais ainda n&o se apresenta muito segura. As células tronco poderao
servir como veiculos que carregarao os genes até os tecidos, porém ha muito
ainda que se estudar e testar para que tal procedimentc se torne acessivel e
corriqueiro.

Tratamentos farmacoldgicos e cirtrgicos também podem ser combinados com
a terapia celular para que possam promover beneficios, entretanto, ainda é muito

cedo para este tipo de especuiagio.
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6. CONCLUSOES

A terapia celular mostrou-se segura e eficaz ac paciente, uma vez que n&o foi

observado nenhum sinal de organizacao celular anormal no material examinado.

Trata-se do primeiro caso relatado na literatura com fories indicios de

cardiomiogénese em humanos com base no protocolo utilizado.

O processo de neoangiogénese foi marcante na parede anterolateral (que recebeu

injecéo de células mononucleares de medula éssea).

A terapia celular mostrou-se eficaz methorando a capacidade funcional miocardio

do paciente {(contratilidade e perfusdo da area tratada).
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Transendocardial Autologous Bone Marrow Mononuclear
Cell Injection in Ischemic Heart Failure
Postmortem Anatomicopathelogic and Immunchistochemical Findings

Hans F.R. Dohmann, MD*, Emerson C. Perin, MD, PhID¥; Christina M. Takiva, MD, PhD»,
Guitherme V. Silva, MD; Suzana A. Silva, MDD Andre L.S. Sousa, MDy
Claudio T. Mesquita, MD, PhD; Maria-Isabel D. Rossi, PhD; Bernardo M.O. Pascarelli, M
Isabella M. Assis, MD: Helio 5. Duira, PhD: Jodo AR, Assad, MIxn
Rodrigo V. Castello-Branco, MI¥; Cantidic Drummond, MD:
Hans LF. Dohmann, MD, PhD: James T. Willerson, MD; Radovan Borojevic, PhD

Background—{Cell-based therapies for weatment of ischemic heart disease are curtently under investigation. We previously
reported the results of a phase 1 trial of transendocardial injection of autologous bone marrow mononucicar {ABMM)
cells in patients with end-stage ischemic heart disease. The current report focuses on postmortem cardiac findings from
one of the treated patients, who died 11 months after cell therapy.

Meihods and Resuifs——Anatomicopathologic, morphometric, and immunocytochemical findings from the anterclateral
veatricelar wall {with cell therapy) were compared with findings from the interventricular septum (normal
perfusion and no cell therapy) and from the inferoposterior ventricular wail (exiensive scar tissne and no cell
therapy). No signs of adverse cvents were found in the celi-injected areas. Capillary density was significantly
nigher (P<<0.001) in the anterolateral wall than in the previously infarcted tissue in the posterior wall. The
prominent vasculature of the anterolateral wall was associated with hyperplasia of pericytes, mural cells, and
adventitia. 5ome of these cells had scquired cytoskeletal elements and contractile proteins {troponin, sarcomeric
a-actinin, actinin), as well as the morphology of cardiomyocytes, and appeared to have migrated toward adjacent

bundies of cardiomyocytes.

Conclusions—Eleven months after reatment, morphological and immunocytochemical analysis of the sites of ABMM cell
injection showed no abnormal cell growth or tissue lesions and suggested that an active process of _éﬁgiegeﬂesis was
present in both the fibrotic cicamricial tissue and the adjacent cardiac muscle. Some of the pericytes had acquired the
motphology of cardiomyocytes, suggesting long-term sequential regeneration of the cardince vascular tree and muscle.

{Circulation. 2%:55}1-2:5_2&526.)

Key Words: angiogenesis- @ stemy celis:@ heart failyre @ revascularization & ischemia

fie role of celi-based therapy for the treatment of ische-

mitc heart disess ‘evrendy sunder

stigation

view of the myocardium’s Timilsd capacity o regeneras’

spontaneously after an ischemic injury, the therapeutic use of
exogenous progenitor cells has recently gained increasing
interest. In vitro demonstration of functional cardiomyocyie
differentiation from bone marrow—derived progenitor ceils!?
has prompted in vivo studies in animal models, and promising
results have been obtained in the repair and regenerasion of
acute and chronic cardiac muscle lesions. Several types of
progenitor cells have been used in experimental models,

' 'iﬁci;ﬁdin:g.g' bone marrow- dérived endothelial and blood cell

Dosniters g well vas Bide Smeiow  mesenchymal
SissentersE e Lo

in hemans, similar attempts have been made with surgical,
infracoronary, or ransendocardial introduction of bone mar-
row-derived cells to improve cardiac iesions.”® Qur group
recently reported the results of the first phase I human trial of
iransendocardial injection of autologous bone marow mono-
nuclear (ABMM) cells in patients with end-stage ischemic
heart disease® We observed a significapt increase in perfu-
sion, contractility of ischemic myocardial segments, and
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Phenotype and Funclions] Tharagierization of 3x 107 Delie
injected via & Transendocardial Rovie®

Phenciype, % i ABMM odl fraction

D45~ £D34* 3.2
G045 00347 HLA-DR- 3.2
T calls £D47) 283
T celis {0D8Y) 24.4
B calls (CD18% 87
MK cells (CDBB™Y i
Monooyies £0D14% 137
Functional assay, cell Mo/ 10° ABMI cells
CFi-6M 362
GFU-F 1

NI indicates natwral Killer: CFU-F, colony-Torming-usdt fibroblasts; and
CFU-GM, colony-forming-unit granulosvis/masraphages.
*After muronuciear Traction purification, cel viabiliy was 98.1%.

functional capacity of the cell-injection recipients. This repont
presents postmontem cardiac findings from one of these
patienis.

Case Report

The patient was a 55-year-old man with ischemic cardiomyop-
athy and 2 previous myocardial infarctions {in 1985 and 2000).
He began to have symptoms of congestive heart failure 2 vears
hefore study enroliment. One vear before enrollment, the patient
had an ischemic stroke with mild residual right hemiparesis and
resultant episodes of chwonic tonic-clonic seizures. His risk
factors for coronary arfery disease included dizbetes mellitus
type I, hyperiension, and hypercholesterolemia.

The patient’s functional capacity was evaluated at basefine by
means of a ramp treadmill protocol™® with a peak maximal
ORYZED CO{ESHmp{iGH:_(-vOﬂH%}.:Of I59mb kg -min and a

workload of 4.51 ﬁiétabo’iéc eqzaivaients'" (METS. A bése%iéﬁf

single-photon-emission compured igmogfaphy {SPEC?} perfus

sion study showed ;}amaily reversible perfusion:defect in.tha

anierclateral wall, a fixgd gaf:rfusxm} s:%efec% {scar} in tiie mfeﬂ()z
and posterior walls, aﬂd'___arma} petin

Cardiac catheterization reveaied 4 left ventricular e;ectzen '

fraction of 11%, a 70% ostial and an 85% middle stenosis of
the left anterior descending (LAD) coronary ariery, an 80%
proximal lesion of the left circumfiex (LCx) coronary artery,
and total occlusion of the first obtuse marginal artery and
right coronary artery, The distal segmenis of the LAD
and LCx were diffusely diseased, Owing o the severity and
extent of the patient’s coronary discase, he was not consid-
ered a candidate for surgical or interventional procedures. Af
envolment in our study, he was in New York Heart Associ-
ation {NYHA) functional class I and Coanadian Cardiovas-
cular Society (CCS) angina class . His serum C-reactive
protein level, complete blood count, creatine kinase level, and
troponin level were norma! at baseline.

The patient received a total of 3X 107 ABMM cells {the
‘Table) that had been harvested 2 hours before the procedure.
With the guidance of electromechanical mapping.i'? the
cells were Injected transendocardially into the anterolatersl

b Mpdooastay Adibod

wall of the left ventricle. No periprocedural complications
wete observed.

MNoninvasive follow-up evaluation was performed 2 and &
months after cell therapy. Invasive follow-up evaluation, with
cardiac catheterization, was performed at 4 months and revealed
a0 change in coronary anatomy. Symptomatic and funclional
improvemnents were poted becasse the paiient remumned o
NYHA and CCS class 1. Holter monitoring showed no malig-
nant ventricular arthythmias, and signal-averaged ECG param-
eters vemained stable. There was no change in the patent’s
medications after cell therapy. There was no change in the global
ejection fraction or eft ventricular volume on echocardiography.
The wall-motion index score (on 2-dimensiona] echosardiogra-
phiy} improved from 194 0 165 as contractility increased in 5
segments adjacent to the injected area. Myocardial perfusion, as
assessed by SPECT, improved in the anterolateral wall. Mechan-
kcal data derived from SPECT showed improvements in regional
gjection fraction, wall motion, and thickening. In addition,
during ramp freadmill sting, the Vo.max increased from 15.8
10252 ml - kg™’ - min™', and the METs increased from 4.51 o
721 at 7 months. At G-month follow-up testing, the Vo max
reached 316 mL - kg'' - min™', and the METs was 9.03,

From 6 w 11 months after the cell injection procedure, the
patieat’s cardiovascular condition remained stable, Ar 1}
months, however, be had 2 tonic-clonic sefzure at home and
was found in cardiopulmonary arrest by family members,

BMethods

Alter signed, informed consent was given by the family, an FHIOPSY
was performed, inclading morpholozxc’i‘ and zinmuzfmcyzos_hem:aai
analysis of the heart. This report presents th' aratomicopathologic
findings about the infarcted areas of the amtevolateral ventricular
wail, which were the areas that had received bone marrow cell
injections, The histological findings from this region were compared

+ with findings from within the interventricular septum {which had
_normal perfusion in the cenwral region and no cell therapy) and
< findings frow i the previousty infarcred - inferoposterior ventricular
o wall (which had extensive scarring and no elt therapy).

Immugocyiochemical analysis of pazaffin Sections was performed

Jiwith anttbodies agaiast factor Wl-related antigen (AGG8Z. Dako),
wmemm _(M_{%f”?:; Dako} smomh muscie a—acém { M£}85§ Dake)

: 'zsa;c{eé wzth Dake's EnVision+
System/HRP, with diaminohenzidine as a chromogen. Frozen sec-
tons were fixed, permesed with acetone, and lncubated with
antibodies for troponin T (T6277. Sigma). smooth muscle c-actin,
sarcomeric actinin (AT811, Sigma), and desmin (D033, Sigma).
Antibodies were revealed with snti-mouse or anti-rabhit 1gG, Fiab),
fragment, conjugated to fuorescein isothiccyanaie (1814192 and
1238833, respectively, Boehringer-Mannheim), and counierstained
with a (.1%. solution of Evans blue dye (Merck).

Cuapillary dessity was monitored by using computerized imags
analysis {Image-Pro Plus, MediaCybernetics) of randomiy selected
fields in sections stained with hematoxylin and reacted with antibody for
factor Vill-related antigen (n=108} and randomly selected felds in
sections reacted with antibodies for smooth muscle a-actin (n=96},
Transverse sections of capillaries identified by staining for factor VII
and pericyte-contuining capillaries identified by stmiming for smooth
miustle a-aotin were quantified separsiely. Results were expressed as
the mean number of copillasies per square millimeter in the case of
factor VI-smined slides or the number of capillaties containing
pericytes in a-smooth-muscle-actin-siained slides. Larger vessels iden-
itfied by a continuous walt of smooth muscle actin-pesitive mural cells
were exchuded, Differences between the anterolateral, septal, and pos-
terior walls were assessed with Eruskal-Wallls ANDVA and the
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Figurs 1, Number of capillaries per mm? in anterolatersl, posterior, ang septal walls of studisd heart. A, Anti-factor Vilk-associated anti-
gen countersiained with hematoxylin. B, Anti-smooth muscle a-actin antigen counterstained with hematoxyiin. C, Capiliaries reacied
with arti-factor Viik-associated antigen inside flbrotic arsas only in anteroiateral and posterior walls. {n=108 microscope fields for A; 58
microscope fislds for B and 40 microscopic fields for C.) Diffierences were siatistically significant among all groups in palrwise compar-
isons (P<00.05, Newman-Keuls method) for A and B. Difierences ware significantly different {P<<0.03) betwesn anterolateral and posie-

rior walls in Mann-Whitney ranik-sum test for C.

Student-Newman-Keuls method for pairwise maltiple comparison. Re-
sults were considered significant if £ was <003,

Evaluation of the capillary density inside the fibrotic sreas within
the cell-treated anterolateral wall versus the nontreated posterior wall
was performed in 40 selected felds inside the fibrotic scars,
exciuding the regions containing cardiomyocytes. Microscope fields
(at X1 of factor VHi-stained slides were digitized, and the
number of ransverse sections of capillaries per square millimeter of
fibrotic zones was assessed, Differences betwesn the treated in-
farcted zones and the nonireated fibrotic wall were assessed by the
hdana-Whitney rank-sum test. Resulis were considered significant if
£ was <003,

Besulis

Anatomopathologic Findings

The heart weighed 7{)5 2. There was severe arteriosclerosis
with subocclusive calcified atheromatain all coronary arter-
ies, calcification of “the pulmonary artery, and moderate
atheromatosis of the aorta. The heart cavities were dilated,

with hypertrophic walls. There was no evidence of any acute.

injury or of lesions that could be refated to cell infections: A
generalized, homogeneous endocardial opacification, affect-
ing all the cardiac internal surfaces, was identifisd on histo-
Ipgical examination as diffuse fibroefastic hyperplasia of the
endecardium. Minute focal and punctate scars were observed,
mainly in the posterior and anterolaters} walls.

The apical zone was thinned and fibrotic. The posterior and
apical regions had dense, fibrotic, well-circumscribed scars
that separated cardiomyoccyte bundles. The septal wall exhib-
ited focal scars interspersed with cardisce fibers in the regions
adpacent 1o the anterior and posterior veniricular walls, bui 1
was devoid of fibrosis in the central region.

The anterclateral ventricular wall that received cell injec-
tions had elongated, imegular, and parallel reddish areas
throughout. In the same wall, in adjacent regions that did pot
receive injections, the densily and morphelogy of the fibrotic
scars were similar o those of the posterior wall, suggesting
that no overt differences were present among the differens
infarcted areas before cell injections.

Merphometiric Analysis

The capillary density was significantly higher in the areas of
the anterolateral ventricular walls thai received cell injections
than in the previously infarcted posterior wall (P<Q.0001)
{(Figure 1A} The median capillary density in the anlerolateral
wall was apparently similar to that in the septal wall
However, the broad dispersion of the septal wall data, which
may have been due to fibrotic arcas in regions close or
adjacent to the veniricular walls, geseraled a statistically
significant difference between these 7 grotps.

The demsity of capillaries that comtained smooth muoscle
oeactin-positive cells within their walls was also assessed
{Figure 1By The number of such vessels was higher in the
anterolateral - wall than in the septal and posterior walls
{P<<0.0001). Larger vessels identified by a continuous wall of

- smooth muscle a-actin-positive-mural cells were not included in

these analyses. The cap'iﬁary densily was significantly higher
within fibrotic areas of the anterolateral wall than within fbrotic

- areas of the posterior wall (P<0.0001) (Figure 10).

Histological Findings

The anterolateral wall showed irregular, pale regions of
fibrotic tissue inmtercalaied with dark regions of cardiac
muscle arranged in roughly parallel, ipterspersed bands,
perpendicular o the ventricular wall plane (Figure 2A). No
abnormal cell organization. growth, or differentiation or signs
of previous focal necyosis, inflammatory reactions, or Hissue
repair were found in the region that had received cell
injections. laside the fibrotic dssue, trichrome and picrosirius
collagen staining disclosed regions with decreased collagen
density. in which a rich vascular wree was preseni, The
apierolateral wall also showed larger central vessels that
ramified imto smaller ones, parallel to the cardiomyocyte
bundles (Figure 2B). In the anterolateral wali, the peripheral
zone of fibrotic areas merged into the cardiomyocyie layer
and lacked well-defined limits, unlike the fibrotic areas
observed in the posterior wall (Figure 20). No fibrotic tissue
was seen in the central ares of the sepial wall (Figure 2D,
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Figure 2. Gomori trichrome stain of anterolateral (A, B), poste-
rior {C), and septal (D) walls. Increased vascular tree is present
in B. Original magnification is X40 in A, B, and D; X100 in C.

Inflammatory cells were rare in the perivascular region: There
were occastonal isolated small groups of lymphocytes and, very
rarely, granujocytes. At the interface between fibrotic tissue and
diomyocyte bundles, 2 gradients merged: the decreasing
blood vessel diameter and the increasing cardiomyocyte size.
Very small cardiomyocytes were seen isolated in the fibrotic
matrix adjacent to capillaries in the anterolateral wall, together
with a progressively increasing number of fibroblastoid cells that
were isolated or interspersed in small groups among the cardio-
myocyte bundles.

Immunocytochemistry Findings

Immunocytochemical labeling of factor Vili-associated an-
tigen identified a thin endothelial layer of blood vessels in the
posterior, septal (Figure 3A), and anterolateral (Figure 3B)
ventricular walls. In the anterolateral wall, neither factor VIil
nor CD34 was found in the fibroblastoid cell population
inside the fibrotic matrix. In the posterior ventricular wall and
septum, smooth muscle a-actin was readily identified in
blood vessel wall cells. This protein was present both in
pericytes and in the smooth muscle cells of the thin vessel
wall layer (Figure 3C) in the anterolateral wall. The vascular
tree of the anterolateral wall showed intense labeling in the
blood vessel walls, which had a marked hypertrophy of
smooth muscle cells (Figure 3D). The same staining pattern
was present in isolated cells located in the perivascular
position and in the adjacent region among cardiomyocytes
and fibrotic matrix (Figure 3E). Vimentin was present in the
endothelial layer of the anterolateral wall, in the perivascular
cells, and in cells adjacent to or in close contact with the

Figure 3. Immunocytochemnical identification of factor Vill-asso-
ciated antigen (A, B) and smooth muscle e-actin (C-E) in blood
vessel walls of septal {A) and anterolateral (B-E) regions of stud-
ied heart, depicting increased vascular density (B) and hyperpla-
sia of perivascular and mural cells (C-E}. Ki67 reactivity was
rarely present in perivascular cells of anterotateral wall (7). Origi-
nal magnification x40 in A and B, X400 in C and D, and X1000
inE and F.

cardiomyocytes (Figure 4A). These cells frequently formed
an extensive network that permeated the fibrotic matrix and
the interstitial space among cardiomyocytes (Figure 4B).

Desmin was identified in the same cell population. Desmin
labeling was less intense in the vascular wall cells and isolated
perivascular cells and was more intense in the cells adjacent to
cardiomyocytes. On sections perpendicular to the main cardio-
myocyte axis, thin desmin-positive fibrils were observed mainly
in the submembrane region; on longitudinal sections, a typical
transverse banded pattern of desmin was observed (Figure 4C
and 4D). Among cardiomyocytes, some of the small cells had
strong, peripheral desmin-stained areas (Figure 4D).

In vascular and perivascular cells in the posterior wall and
septum, troponin labeling was negative. In the anterolateral
wall, troponin labeling was negative in capillary walls but
was positive in the adjacent pericapillary pericytes and in
cells migrating into the pericapiliary matrix (Figure 4E). In
larger vessels, troponin-positive cells were observed in the
outer cell layers and adventitia, occasionally forming a
continuous troponin-positive cell layer around the vessel (Figure
4F). Isolated cells or small groups of troponin-positive cells were
found in the area between the fibrotic tissue and cardiomyocytes
and inside the adjacent cardiomyocyte bundies. The intensity of
iabeling increased in the proximity of cardiomyocytes, where
some small fibroblastoid cells disclosed a bright eytoplasm
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Figure 4. Anterolateral wall that received cell injection therapy. A
and B, Immunostaining for vimentin depicted positive reaction in
vascular wall and in fibroblastoid interstitial cells. C and D, Immu-
nostaining for desmin showed small groups of intensely reactive
cells between blood vessels and cardiomyocytes (C) and small
cells inside cardiomyocyte bundles with typical striated cytoskele-
ton (D). E and F, immunostaining for troponin showed positive
reaction in ail mural cells of medium-sized blood vessel. Original
magnification is X1000 in A and F; X400 in B-E.

homogeneously labeled for troponin (Figure 5A). Occasionally,
such cells had an increased volume, with troponin labeling
restricted to the periphery; the central area was filled by a
troponin-negative cytoskeleton similar to the desmin-stained
areas in small cardiomyocytes. In mature cardiomyocytes,
troponin-specific antibody labeled the peripheral filamentous
and sarcomeric cytoskeleton.

Labeling of sarcomeric actinin was similar to that of
troponin. However, both pericapillary pericytes and mural
blood vessel cells in the anterolateral region were negative for
sarcomeric actinin in blood vessels that were deeply embed-
ded in the fibrotic scar matrix and that remained distant from
cardiomyocyte bundles. The same cells located in vessels
adjacent to or embedded between the cardiomyocyte bundles
were positive for sarcomeric actinin, as were the isolated cells
or small groups of fibroblastoid cells (Figures 5B and 5C).
Some of these cells had increased in size and, in their central
region, disclosed sarcomeric actinin that was already orga-
nized in the typical banded pattern of sarcomeres (Figures 5D
and 5E). In this central region, isolated cells barely larger than
pericytes could be observed; only a few sarcomeres were
present, suggesting that those isolated cells had acquired
some cardiomyocyte characteristics (Figure 5F).

The Ki67 antibody, which identifies cells actively engaged in
replication, reacted only rarely with endothelial cells in the
posterior wall. In the anterolateral region, the Ki67 antibody also
reacted with pericapillary pericytes and with isolated fibroblas-
toid cells in the swrrounding fibrotic matrix (Figure 3F). The
overall cell reactivity with Ki67 antibody was relatively low.

Findings After Bone Marrow Cell Transplantation 525

Figure B. Anterolateral wall that received cell injection therapy.
A, immunostaining for troponin depicted small cardiomyocyte-
like cells with intense reaction in peripheral cell area. B-F, Im-
munostaining for sarcomeric actinin depicted reactivity in mural
cells of blood vesse! (B-E) and isolated cells among cardiomyo-
cytes with actinin organization similar to that of sarcomeres (E,
F). Original magnification is X400 in A and F; xX1000 in B-E.

Discussion

Accumulating evidence from both experimental animal stud-
ies*~¢ and human trials’? indicates that ABMM cell therapy
improves myocardial perfusion in patients with ischemic
heart disease. At the same time, clinical stem cell therapy
research is focusing more on safety than on efficacy. The
present report describes the postmortem study of one patient
who underwent transendocardial injection of ABMM cells.
Accordingly, the major findings in this report pertain to the
procedure’s safety: No abmormal or disorganized tissue
growth, no abnormal vascular growth, and no enhanced
inflammatory reactions were observed. In addition, some
intriguing histological and immunchistochemical findings
were documented: (1) There was a higher capillary density in
the cell-treated area than in nontreated areas of the heart. (2)
A proliferation of smooth muscle a-actin-positive pericyies
and mural cells was noted. (3) The aforementioned cells
expressed specific cardiomyocyte proteins.

in the postnatal period, new blood vessels form through
either vasculogenesis or angiogenesis, in which proliferation
of endothelial cells is followed by remodeling of the extra-
cellular matrix and proliferation of blood wall cells.’?-15 Endo-
thelial celis can result from bone marrow—derived progenitors
{postnatal vasculogenesis) or from the migration and prolifera-
tion of endothelial cells from existing vessels (angiogenesis).'®
Mural cells such as pericytes and smooth muscie cells can be
derived from bone marrow mesenchymal cells (stroma), myofi-
broblasts, and/or fibroblasts.'” In the peoangiogenic process,
pericytes are derived either from cells of adjacent tissues
(mobilized by growth factors produced by endothelial celis) or
from proliferation of adventitial and pericapillary pericytes and
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their distal gliding on the abluminal side of the growing blood
vessel’s basement membranes.' The alternative origination of
pericytes from mesenchymal stem cells has been proposed and
preliminarily confirmed in experimental models.'’s Pericytes
may be essential to achieve a physiological angiogenic process
with resultant durable blood vessels. In the present case, when
compared with the noninjected regions, the cell-injected wall
had marked hyperplasia of pericytes and mural cells. The
observed hypertrophic pericytes displayed 2 characteristics:
First, although still located in the vascular wall, they expressed
specific myocardial proteins and second, they were found in
locations that suggested detachment, having migrated into the
adjacent tissue and reached proximal cardiomyocytes that were
either isolated or in small cell clumps. Closer to cardiomyocytes,
the expression of myocardial proteins was enhanced, yielding
brighter immunostaining throughout the whole cytoplasm. The
significance of these findings remains to be established. How-
ever, within the posterior wall, none of the findings was seen,
and smail blood vessels could only rarely be found.

Notwithstanding the aforedescribed data, the present report
has lmitations that severely resirict our ability to make
conclusions about the role of ABMM cells in myocardial
regeneration. The findings could have occurred by chance. It
is impossible to exclude the influence of a natural recovery
process as the cause for the difference in vascular density
between cell-treated and nontreated areas. Comparisons of
capillary density among different sections of wall were based
on specimens from a single patient. Moreover, this is an
isolated, uncontrolled case involving late events after injec-
tion of unlabeled cells; it precluded the use of any imaging
technique that could have helped to colocalize and identify
the presence of stem cell direct descendants within the vessel
wall or myocardium. Therefore, the significant difference in
vascular density between cell-treated and nontreated areas
cannot be extrapolated to a larger population of similar
patients. However, the increased vascular density within the
cell-injected anterolateral wall accompanied that wall’s im-
provement in perfusion as assessed by SPECT, whereas ail
other walls remained unchanged.

Conclusion

At 11-month follow-up evaluation, stem cell therapy was not
associated with any adverse histological findings. Morpho-
logical and immunohistochemical analysis of the area that
underwent ABMM cell implantation suggested that that area
had more capillaries than nontreated areas and that ABMM
cell therapy was associated with hyperplasia of pericytes,
mural cells, and adventitia. Some of these cells had acquired
cytoskeletal elements and contractile proteins (desmin, tropo-
nin, and sarcomeric actinin).
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