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RESUMO

Introducédo: O arcabougo de membrana amniética humana descelularizada (MAHD)
possui fatores de crescimento que estimulam estruturas de regeneracao tecidual. A
15d-PGJ2 é um agonista de PPAR Gama com atividade anti-inflamatéria. O objetivo
deste estudo € comparar a eficacia da MAHD revestida com 15d-PGJ2 na melhora
da fungéo ventricular, em um modelo de rato com disfun¢&o ventricular pés-infarto.
Métodos: O infarto do miocéardio foi induzido em 24 ratos por oclusao da coronaria
esquerda. Apés uma semana, 0os animais foram submetidos a ecocardiografia para
avaliacdo da fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo (FEVE), volume diastolico final
do ventriculo esquerdo (VDFVE) e volume sistolico final do ventriculo esquerdo
(VSFVE). Os animais com fracao de ejecao inferior a 40% foram incluidos no estudo
e foram distribuidos aleatoriamente em trés grupos: controle (n = 8), MAHD (n =8) e
MAHD + 15d-PGJ2 (n = 8). No grupo MAHD foi implantada apenas a membrana e,
no MAHD + 15d-PGJ2, foi implantada a membrana + 15d-PGJ2, na area infartada. A
avaliacdo ecocardiografica foi realizada apés 1 més. Para analise histologica, o
tecido cardiaco foi corado com Masson, Sirius Red, o anticorpo contra CD31 e
conexin 43.

Resultados: Nao houve diferencas significativas na FEVE basal, VDFVE e VSFVE
em todos os grupos. Apdés 1 més, a fracdo de ejecdo diminuiu no grupo controle e
aumentou no grupo MAHD e no grupo MAHD + 15d-PGJ2 em comparagdo com o
grupo controle. O VDFVE e VSFVE nos grupos MSHD e MAHD + 15d-PGJ2
diminuiram em comparacdo com o0 grupo controle, com efeito ventricular anti-
remodelamento. A avaliacdo da histopatoldgica identificou a reducédo do tamanho do
infarto e da quantidade de colageno tipo 1 nos grupos MAHD e MAHD + 15d-PGJ2.
Novos vasos sanguineos e cardiomiécitos foram identificados por anticorpos contra
CD31 e conexin 43, na &rea infartada.

Conclusado: A MAHD + 15d-PGJ2 proporcionou um aumento na fracdo de ejecdo e
impediu a dilatagdo ventricular neste modelo animal de disfuncdo ventricular pés-
infarto.

Palavras-chave: PPAR-y. 15d-PGJ2. Coracdo. Infarto do miocéardio. Anti-
inflamatoério.



ABSTRACT

Background: Acellular human amniotic membrane scaffold (AHAS) has on your
growth factors that stimulate tissue regeneration structures. The 15d-PGJ2 is an
agonist of PPARY featuring anti-inflammatory. The objective of this study is to
compare the efficacy of AHAS loaded with 15d-PGJ2 in improving ventricular
function in a rat model of post-infarct ventricular dysfunction.

Methods: Myocardial infarction was induced in 24 rats by left coronary occlusion.
After a week, the animals were subjected to echocardiography for evaluation of left
ventricle ejection fraction (LVEF), left ventricle end diastolic volume (LVED) and left
ventricle end systolic volume (LVES). Animals with ejection fraction lower than 40%
were included in the study and were randomized into three groups: control (n=8),
AHAS (n=8) and AHAS + 15d-PGJ2 (n=8). In the AHAS group was implanted the
membrane only and in the AHAS + 15d-PGJ2 was implanted de membrane +15d-
PGJ2 on myocardial infarction. Echocardiographic evaluation was performed after 1
month. For histological analysis, heart tissue was stained with Masson's, Sirius Red,
the the antibody against CD31, connexin 43.

Results: There were no significant differences in the baseline LVEF, LVED, and
LVES in all groups. After 1 month, ejection fraction decreased in the control group
and increase AHAS group and in AHAS +15d-PGJ2 group in comparison to control
group. The LVED and LVES in AHAS and AHAS + 15d-PGJ2 groups decreased
compared to the control group, featuring a ventricular anti-remodeling effect.
Histopathology the infarcted area identified the reduction of infarct size and collagen
type 1 in the AHAS and AHAS + 15d-PGJ2 groups. New blood vessels and
cardiomyocytes have been identified in an infarcted area by CD31 and connexin 43.
Conclusion: AHAS + 15d-PGJ2 provided an increase in the ejection fraction and
prevented ventricular dilation in this post-infarction ventricular dysfunction model.

Keywords: PPAR-y. 15d-PGJ2. Heart. Myocardial infarction. Anti-inflammatory.
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1 INTRODUCAO

A doenca isquémica do coracéo € a principal causa de mortalidade no mundo,
apesar da evolucdo no tratamento do infarto agudo do miocéardio, a mortalidade
ainda tem aumentado (ROTH et al, 2015).

Dados do Departamento de Informatica do Sistema Unico de Sadlde
(DATASUS, 2015) revelaram que o infarto agudo do miocardio (IAM) foi a principal
causa de morte por doencga cardiaca no Brasil, tendo sido observado aumento de
48% entre 1996 e 2011. Se essa tendéncia persistir, a previsdo é de que o IAM se
torne a principal causa isolada de morte em 2020. No Brasil, as doengas
cardiovasculares representaram 10% das internacdes e mais de um terco dos 6bitos
(DATASUS, 2015).

Ha uma evolucdo no tratamento do infarto agudo do miocérdio; a terapia
farmacoldgica e as técnicas cirrgicas mais avancadas, porém, ainda temos Varios
desafios, como o tempo de resposta ao tratamento que leva em consideracdo o
inicio dos sintomas até a terapéutica de reperfusao instituida (quimica ou mecanica).
Segundo o Global Registry of Acute Coronary Events (GRACE), 21% dos pacientes
com infarto agudo do miocardio com supra desnivelamento do segmento ST
(IAMCSST) foram inelegiveis para reperfusdo em decorréncia do inicio dos sintomas
ha mais de 12 horas (EAGLE et al, 2002).

Os pacientes que ndo recebem terapia de reperfusdo tém maior
morbimortalidade e uma das complicacbes € a disfuncdo cardiaca causada pelo
remodelamento ventricular (WHITE, VHEW, 2008).

A disfuncdo ventricular implica em evolucdo para o quadro de insuficiéncia
cardiaca (IC), com a manifestacdo clinica variavel de acordo com o
comprometimento ventricular.

A insuficiéncia cardiaca acomete de 1 a 2% da populacdo, no Brasil, sdo
entre 2.075.669 e 4.151.338 pacientes (BOCCHI et al, 2009). No mundo, ha uma
prevaléncia de 22 milhGes de pacientes com insuficiéncia cardiaca, com 2 milhdes
de casos novos por ano (WORLD HEALTH STATISTICS, 2005).

A doenca isquémica € a principal causa de insuficiéncia cardiaca no Brasil,
responsavel por 30,3%, seguida pela causa hipertensiva (20,4%), dilatada idiopatica
(14,6%), valvar (12,4%), chagas (10,8%) (ALBUQUERQUE et al, 2015).
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A IC é uma das principais causas de internagdes no Brasil, perdendo somente
para o Cancer e a Pneumonia na populacdo maior de 60 anos. Essa IC apresenta
uma taxa de mortalidade intra-hospitalar de 12,6% no nosso pais (ALBUQUERQUE
et al, 2015).

No tratamento médico e cirargico, temos alguns estudos classicos, iniciando
com o estudo CONSENSUS (Cooperative North Scandinavian Enalapril Survival
Study) em 1987 (THE CONSENSUS TRIAL STUDY GROUP, 2015) e o SOLVD -
tratamento (Effect of Enalapril on Survival in Patients with Reduced Left Ventricular
Ejection Fractions and Congestive Heart Failure) em 1991 (THE SOLVD
INVESTIGATORS, 1991), mostrando que Enalapril diminuia a mortalidade em
pacientes com IC.

Também em 1991, o estudo V-HeFT Il (A Comparison of Enalapril with
Hydralazine—Isosorbide Dinitrate in the Treatment of Chronic Congestive Heart
Failure) apresentou beneficios na utilizacdo de Hidralazina e Nitrato combinados
com Enalapril (COHN et al, 1991).

O estudo US Carvedilol HF (The effect of carvedilol on morbidity and mortality
in patients with chronic heart failure), em 1996, apresentou dados com o uso de
Carvedilol reduzindo mortalidade e internagdes por IC em pacientes usando Digital,
diurético e inibidor da enzima de conversao (PACKER et al 1996).

Em 1999, o estudo RALES (Randomized Aldactone Evaluation Study)
apresentou dados da Espironolactona associada a terapia padrdo, reduzindo a
morbidade e mortalidade em pacientes com IC severa (PITT, 1999).

O estudo Val-HeFT (Valsartan Heart Failure Trial Investigators) em 2001,
concluiu que um Blogueador do Receptor da Angiotensina 1l (BRA), reduziu
significativamente a morbidade e mortalidade e melhorou os sinais clinicos e
sintomas em pacientes com IC (COHN; TOGNONI, 2001).

Ainda em 2001, o estudo REMATCH (Randomized Evaluation of Mechanical
Assistance for the Treatment of Congestive Heart Failure) concluiu que o uso de um
dispositivo de assisténcia ventricular esquerda em pacientes com insuficiéncia
cardiaca avancada resultou em um beneficio na sobrevida e melhora na qualidade
de vida (ROSE et al, 2001).

Em 2004, o estudo COMPANION (Comparison of Medical Therapy, Pacing,
and Defibrillation in Heart Failure [COMPANION] Investigators), demonstrou que, em

pacientes com IC avancada e QRS alargado, a terapia de ressincronizagéo cardiaca
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diminuiu o risco de morte por qualquer causa ou primeira hospitalizagdo e, quando
combinado com um desfibrilador implantavel, reduziu de modo significativo a
mortalidade (BRISTOW et al, 2004).

O estudo SCD-HeFT (Sudden Cardiac Death in Heart Failure Trial), em 2005,
demostrou que, em pacientes com FE menor que 35%, a amiodarona n&o
apresentou efeito em relacdo a sobrevida, enquanto Desfibrilador Implantavel
reduziu a mortalidade global em 23% (BARDY et al, 2005).

Em 2014, foi publicado o estudo PARADIGM (Angiotensin—Neprilysin
Inhibition versus Enalapril in Heart Failure) que evidenciou a superioridade do LCZ
696 (Sacubitril-Valsartana) em relacdo ao Enalapril na reducédo de mortalidade e
hospitalizacéo por IC (MCMURRAY et al, 2014).

No coracdo infartado, ha uma ativacdo de cascata inflamatoria, estimulando
uma série de respostas celulares que promovem reparos, mas também podem
estender as areas de injurias e causar um remodelamento negativo do ventriculo
(SAXENA, 2016). Os tratamentos médicos convencionais alcancaram seus limites
praticos como visto acima e ndo sdo capazes de regenerar o tecido cardiaco
danificado e restaurar a fungéo cardiaca (AWADA; HWANG; WANG, 2016).

Para tratarmos estes pacientes, varias pesquisas estao sendo realizadas, seja
na area da revascularizacao miocardica, como na regenerac¢ao miocéardica, seja por
terapia genética, terapia celular e utilizacdo de substancias que atuem no processo
inflamatorio e regenerativo do miocardio pés-infarto (LOSARDO, DIMMELER, 2004).

Varios trabalhos com terapia celular envolvendo células derivadas da medula
Ossea, células-tronco cardiacas, células mesenquimais, células progenitoras e
mioblastos esqueléticos tem apresentado resultados sugerindo uma melhora da
funcdo ventricular (ASSMUS, 2002; WOLLERT et al, 2008; JANSSENS et al, 2006;
SCHACHINGER et al, 2006; HUIKURI et al, 2008; TENDERA et al, 2009; HARE et
al, 2009; MEYER et al 2009; BEITNES et al 2009; HIRSCH et al, 2001; RONCALLI
et al, 2011; ASSMUS et al, 2006).

Os estudos apresentam uma melhora da fungdo ventricular de forma
significativa, porém, moderadamente e sem significados clinicos na
morbimortalidade. A dose de células, via de administracdo e a composicao celular
ainda necessitam de estudos maiores (FISCHER et al, 2015).

A via de liberacdo das células e alta taxa de mortalidade das células

implantadas, provavelmente secundaria a reacgéo inflamatdria que ocorre no infarto,
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mantém a procura de solucbes para estas dificuldades. A possibilidade de
disponibilizar as células através de arcaboucos é uma das alternativas em estudo.

A membrana amniética humana descelularizada (MAHD) € utilizada em varias
areas, especialmente na oftalmologia, dermatologia e odontologia, seja na forma
isolada ou como arcabouco para proliferacdo celular e entrega de células no sitio
desejado. Trabalhos apresentam bons resultados na utilizagdo da membrana na
substituicdo do pericardio (FRANCISCO et al, 2016) e na atenuacdo do
remodelamento cardiaco pés-infarto (ROY et al, 2016).

A utilizacdo de substancias que atuam no processo inflamatério que é
desencadeado no periodo pdés-infarto, seja na reperfusdo ou no remodelamento
cardiaco € uma area de grande volume de pesquisas. A acdo de agonistas dos
receptores ativados por Proliferadores de Peroxissoma Gama (PPAR-Gama) € uma
das possibilidades de terapéutica no controle do remodelamento cardiaco pés-infarto

do miocérdio (IM).
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2 JUSTIFICATIVA

Apesar da evolucdo no tratamento do infarto agudo do miocéardio, muitos
pacientes ndo sao elegiveis para terapia de reperfusdo e evoluem com disfuncéo
ventricular e, consequentemente, um remodelamento ventricular.

O tratamento da causa do remodelamento cardiaco, processo inflamatorio
envolvido, respostas celulares que tentam reparar o dano miocardio ndo sao
completamente moduladas.

Estudos com medicacdo e/ou procedimentos cirargicos atingiram o seu
potencial no tratamento da IC, alternativas que possam atuar na regeneracdo das
células miocardicas lesadas e restaurar a funcdo cardiaca estdo em pesquisa.

A terapia celular tem a capacidade de promover a angiogénese, porém,
alternativas sao necessarias para atuarmos de forma mais efetiva no processo
inflamatorio e nas repostas celulares.

Terapias mais adequadas para reduzir o fardo ainda néo resolvido do
remodelamento cardiaco, que resultam no aumento da morbidade e mortalidade,
tornam-se necessarias. Nesse sentido, estratégias adicionais para a regeneracao do
miocardio e os mecanismos fisiopatolégicos da cicatrizacdo das les6es do infarto
sao exigidas para se evitar a dilatagdo e disfuncao ventricular.

Novas abordagens terapéuticas estdo no horizonte, incluindo a terapia de
células progenitoras elaboradas, modulacdo de mMIiRNA e interferéncia com a
resposta inflamatéria e fibrotica (FRACCAROLLO; GALUPPO; BAUERSACHS,
2012).

A presente pesquisa testard a hipotese de que o implante de membrana
amniética humana descelularizada isolada ou revestida por nanoparticulas de 15d-
PGJ2 possa regular as respostas inflamatérias e celulares no pés-infarto do

miocardio, resultando na melhora da funcéo de ventriculo esquerdo.



15

3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Avaliar se a membrana amnidtica humana descelularizada isolada ou
revestida por nanoparticulas de 15d-PGJ2 atuam no remodelamento cardiaco de

ratos submetidos a infarto agudo do miocérdio, com disfuncéo ventricular.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Avaliar se a 15d-PGJ2 altera a viabilidade das células tronco
mesenquimais.

2. Avaliar a compatibilidade das nanoparticulas de 15d-PGJ2 com a
matriz aminotica descelularizada.

3. Comparar os indices de funcdo e remodelamento cardiaco nos grupos
em estudo: Fracédo de ejecdo de ventriculo esquerdo (FEVE); Volume sistélico final
de ventriculo esquerdo (VSFVE); Volume diastdlico final de ventriculo esquerdo
(VDFVE).

4, Andlise histoldgica e imuno-histoquimica da deposicédo de colageno e

tamanho do infarto e remodelamento cardiaco nos grupos estudados.
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4 REVISAO DA LITERATURA

Apoés o infarto agudo do miocardio nos pacientes que sdo submetidos a
terapia de reperfusdo (trombolise e/ou angioplastia primaria), algumas alteracdes
sdo denominadas injurias de reperfusdo. Os pacientes que ndo sao submetidos a
esta terapia evoluem com alteragdo miocardica e sofrem uma cascata de processos
inflamatorios e celulares que sdo denominados de remodelamento cardiaco.

A cicatrizacdo do miocardio infartado divide-se em fase inflamatéria, fase
proliferativa e a fase de maturacdo. Na primeira fase, as células inflamatorias
migram para a area infartada e tem um efeito benéfico na angiogénese e fagocitose
de células mortas e seus debris, porém, também podem ter um efeito deletério como
dano celular, extensdo do infarto e dilatacdo do ventriculo (FRANGOGIANNIS,
2006).

Ha presenca de citocinas pré-inflamatérias como o fator de necrose tumoral
(TNF)-a, IL-6 e IL-11 que estdo elevadas na zona de infarto (SAPAROV et al 2013).
A supressdo da sinalizacdo inflamatéria e a resolucdo do infiltrado inflamatorio
dependem da infiltracdo de subgrupos de leucécitos inibitérios na area infartada
como subpopulacdes de mondcitos e células T reguladoras (LIBBY; NAHRENDORF;
SWIRSKI, 2013; WEIRATHER et al, 2014).

Os cardiomiécitos sobreviventes da zona fronteirica do infarto também podem
limitar o processo inflamatério com a secrecdo de mediadores com propriedades
anti-inflamatdrias (FRANGOGIANNIS, 2015). A medida que a sinalizagdo pro-
inflamatdria € suprimida, ha uma diferenciacéo dos fibroblastos em miofibroblastos,
gue sdo as células que predominam na segunda fase da cicatrizacdo do infarto e
gue expressam alfa-actina de muasculo liso (a-SMA) que participam do processo de
remodelamento, produzindo coldgeno e outras proteinas que formam a matriz e
substituem os cardiomiécitos mortos (PORTER; TURNER, 2009).

Os cardiomiécitos, ndo somente das éareas infartadas, mas também de outras
regides do miocardio, sofrem um processo de apoptose durante todo o processo de
infarto, definido pelo aumento da ativacdo das caspases, um dos mecanismos desta
ocorréncia (CHENG et al 1996; BLACK et al, 1998). Os miofibroblastos secretam
proteinas estruturais e matricelulares (como colagenos) preservando a integridade e
geometria do ventriculo (SHINDE; FRANGOGIANNIS, 2014). O sistema renina —

angiotensina — aldosterona, o fator transformador de crescimento (TGF-b), o fator de
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crescimento derivado de plaquetas e as proteases derivadas de mastdécitos, triptase
e quimase desempenham um papel importante na ativagdo dos fibroblastos nesta
fase do infarto (SHINDE; FRANGOGIANNIS, 2014; DOBACZEWSKI, M. et al, 2010;
COHN; COLUCCI, 2006; SCHNEE; HSUEH, 2000).

Na fase de maturacdo, a atividade proliferativa dos fibroblastos é suprimida e
a deposicdo de novas proteinas da matriz € inibida. Durante a fase inflamatoria e
proliferativa da cicatrizacdo do infarto, a proteina 10 interferon gama indutivel, uma
quimase antifibrética, € regulada positivamente na area infartada e inibe a migracéo
fibroblastica, evitando uma resposta fibrética hiperativa (BUJAK et al, 2009).

Aproximadamente 85% do coladgeno miocardico € do tipo | (resisténcia a
deformacéo) e 11% € colageno do tipo Il (mais distensiveis) e 0 seu entrelagamento
ajuda a determinar a conformidade ventricular. Porém, quando ha isquemia, o perfil
do colageno muda nas diferentes fases do infarto. No inicio do processo, o colageno
€ degradado na é&rea infartada e, posteriormente, em outras areas, ha producéo
andmala de colageno, orientacdo e entrelacamento alterados que levam a fibrose e
remodelamento patolégico (JUGDUTT, 2003).

A ativacdo das células intersticiais persiste na zona fronteirica do infarto e na
remodelacdo de segmentos miocardicos ndo infartados, refletindo as alteragcbes
regionais da mecanica cardiaca devido a perda de miocéardio contratil e aos efeitos

da sobrecarga de presséo e volume no miocardio ndo infartado (SAXENA, 2016).

4.1 AS CELULAS-TRONCO

O estudo BOOST (Bone marrow transfer to enhance ST-elevation infarct
regeneration trial), publicado em 2004, randomizou 60 pacientes para receber
terapia com células de medula 6ssea aut6logas versus terapia médica convencional
apos intervencdo coronariana percutanea para o tratamento de IAMCSST, e
apresentou uma melhora da fracdo de ejecéo do ventriculo esquerdo. A melhora da
FEVE no grupo terapia celular foi nos primeiros 6 meses e desapareceu aos 18
meses, exceto naqueles que tinham maior area de infarto (>60%) e FEVE inferior a
50% no momento da terapia celular ( WOLLERT et al, 2004).

Posteriormente em 2006, o estudo REPAIR-AMI (Reinfusion of Enriched
Progenitor Cells and Infarct Remodeling in Acute Myocardial Infarction), randomizou

mais de 200 pacientes para receber placebo ou células progenitoras autélogas de
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medula 6ssea. Houve um aumento significativo da FEVE no grupo terapia celular
versus grupo controle, com reducdo da incidéncia de eventos cardiovasculares
adversos maiores e manutencdo da melhora da FEVE no seguimento de 2 anos
(SCHACHINGER et al, 2006).

Porém, varios outros estudos subsequentes com células de medula 6ssea,
como o estudo REGENT (Myocardial Regeneration by Intracoronary Infusion of
Selected Population of Stem Cells in Acute Myocardial Infarction Trial) (26)
revelaram que, em pacientes com IAM e fracdo de ejecdo (FE) reduzida, o
tratamento com células tronco de medula déssea ndo levou a uma melhora
significativa da FE ou volumes de VE.

Janssens et al. (2006) demostrou que a transferéncia intracoronariana de
células autélogas de medula 6ssea ndo aumentou a recuperacdo da funcéo global
de VE apos IM.

Lunde et al. (2006) ndo encontraram efeitos da inje¢ao intracoronariana de
células autélogas mononucleares de medula 6ssea na funcao ventricular (53).

No HEBE trial (Bone marrow cell therapy after acute myocardial infarction) a
infusdo intracoronariana de células mononucleraes de medula 6ssea ou sangue
periférico ap6s IAM ndo melhorou a funcdo miocardica sistélica regional ou global
(HIRSCH et al, 2011).

Assim, o estudo LateTIME randomized trial (A Phase Il, Randomized,
Controlled, Double-Blind Pilot Trial Evaluating the Safety and Effect of Administration
of Bone Marrow Mononuclear Cells Two to Three Weeks Following Acute Myocardial
Infarction) (TRAVERSE et al, 2011), bem como o TECAM Trial (Trial of
Hematopoietic Stem Cells in Acute Myocardial Infarction) (SAN ROMAN et al, 2015)
nao demonstraram melhora da funcéo ventricular pos-IAM.

Chen et al (2004) encontraram uma melhora significativa na FEVE ap0s
injecdo intracoronariana de células mesenquimais autdlogas em pacientes pos IAM.

No estudo APOLLO (A Randomized Clinical Trial of AdiPOse-derived Stem
ceLLs in the Treatment of Patients With ST-elevation myOcardial Infarction)
Houtgraaf et al (2012) randomizaram 14 pacientes com IAM anterior para receber
infusdo intracoronariana de células mesenquimais derivadas de tecido adiposo
versus placebo e mostraram a seguranca e uma tendéncia para pequena reducéo

no tamanho do infarto.
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Outros estudos também demonstraram melhora na sintomatologia e fracao de
ejecdo em pacientes que receberam células-tronco mesenquimais quando
comparados com o grupo controle (HARE et al, 2008). Em suma, concluiu-se que as
células-tronco mesenquimais evitam a disfuncdo ventricular poés-infarto por
apresentarem neoangiogénese (GUARITA-SOUZA et al, 2006).

Para avaliar a seguranca e capacidade regenerativa das células-tronco
mesenquimais, varios estudos vem sendo realizados e sugerem que elas tem o
potencial para se diferenciar em varias linhagens mesodermais e mieloides (60).
Como também possuem efeitos paracrinos como descrito pela primeira vez por
Liang et al (LIANG et al 2013).

No entanto, os estudos realizados com células mesenquimais tém um
tamanho de amostra pequeno, e as conclusdes definitivas sobre a eficacia desta
populacao celular ainda ndo podem ser feitas.

O processo de regeneracdo dos cardiomidcitos, especificamente, pode ser
comprometido por alguns fatores, como pela entrega inadequada das células-tronco
mesenquimais no miocardio, causando uma alta taxa de mortalidade delas e pelo
intenso processo inflamatoério pos IAM (SINGH; SINGH; SEN, 2016).

Em 2012, no estudo CADUCEUS (Cardiosphere-Derived Autologous Stem
Cells to Reverse Ventricular Dysfunction), Makkar et al (2012) descreveram 0s
efeitos terapéuticos das cardiosphere-derived cells, no tratamento pds IAM. Houve
uma reducéo significativa no tamanho do infarto, aumento da viabilidade e melhora
na contracdo segmentar ap0s o tratamento com as células tronco autélogas
derivadas da esfera cardiaca (MALLIARAS et al 2014).

4.2 A MEMBRANA AMNIOTICA

Davis, em 1910, usou pela primeira vez a membrana fetal como substituto de
pele para tratamento de feridas abertas (NAUGHTON, 2002), porém, sem 0S meios
praticos de separacdo, esterilizacdo e armazenamento, o uso da membrana foi
muito limitado.

Em 1913, Sabella e Stern descreveram 0 uso de membranas em
gueimaduras e em superficies de pele ulceradas (SABELLA, 1913). De Rotth, em

1940, fez uma reparacao plastica em defeitos conjuntivais com membrana fetal (DE
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ROTTH, 1940). Em 1946, Sorsby e Symons utilizaram membrana amnidtica em
queimaduras causticas com bons resultados (SORSBY, 1946).

Em 1965, Dino et al. (1965) demonstrou pela primeira vez que a membrana
amnidtica poderia ser separada, esterilizada e utilizada posteriormente de forma
segura, iniciando uma série de pesquisas para avaliar o potencial regenerativo da
membrana.

Posteriormente, a membrana amniotica foi utilizada como curativo de Ulceras
cronicas da perna e como curativo bioldgico para queimaduras e feridas cutaneas,
na reconstrucao cirdrgica da vagina artificial, cirurgias abdominais e na prevencéao
de adeséo tecidual em cirurgias da cabecga, abdome, pelve, vagina e laringe (SILINI
et al, 2015).

Pode se considerar os anos 1990 o inicio da historia moderna do uso da
membrana amnidtica na oftalmologia (DUA et al, 2004). Tseng e colaboradores, em
1997, utilizaram a membrana amniética na reconstrucao da superficie conjuntival
(TSENG; PRABHASAWAT,; LEE, 1997).

Shimazaki et al no mesmo ano, utilizaram-na para reconstrucdo da superficie
ocular em pacientes com queimadura quimica e termal (SHIMAZAKI; YANG;
TSUBOTA, 1997).

Atualmente, vérias patologias oculares estdo sendo tratadas com a
membrana amniotica, como, por exemplo, defeitos epiteliais da cérnea, Ulceras da
cérnea, glaucoma, pterigio, estrabismo, ceratopatia bolhosa entre outras (LIU et al,
2010).

Uma pesquisa no site do Instituto Nacional de Saude dos Estados Unidos
revelou que, em 2015, existiam 95 ensaios clinicos relevantes relacionados com
células derivadas da placenta ou membrana amnidtica nas areas de oftalmologia,
dermatologia, odontologia, ortopedia, cirurgia, lesdes de coluna vertebral e outras,
como no acidente vascular cerebral, encefalopatia hipoxica, hipertenséo pulmonar,
fibrose pulmonar idiopética, doenca de Crohn, artrite reumatoide e a disfungéo erétil
(SILINI et al, 2015).

4.2.1 Estrutura basica e composicao

A membrana fetal possui 2 camadas: o cérion, que é vascularizado e esta em

contato com a parede uterina; e a membrana amnidtica (MA) que ndo é
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vascularizada e estd em contato com o liquido amnidtico, envolve o feto e é
altamente flexivel.

Na espécie humana, a MA surge sete a oito dias apés a concepcao (DUA, H.
S; AZUARA-BLANCO, 1999). Apresenta dois tipos de células com diferentes origens
embrioldgicas: as células epiteliais amnidticas, derivadas da ectoderme embrionaria,
e as células mesenquimais amniédticas, derivadas da mesoderme embrionaria. Do
ponto de vista ultraestrutural, ela é fina (espessura de 0,02 — 0,05 mm), resistente ,
transparente, ndo vascularizada e composta por 3 camadas principais: o epitélio, a

membrana basal e o estroma.

4.2.1.1 O Epitélio

E uma camada Unica de células cuboidais, metabolicamente ativas que estio
em contato direto com o liquido amniotico. Do epitélio sdo isoladas e armazenadas
as células tronco mesenquimais. As células epiteliais secretam colageno tipo Il e IV
e glicoproteinas nédo colagenas (lamininas, fibronectinas) dentro da membrana basal
gue servem como ligantes de adeséo, transmitindo sinais e interagindo na superficie
celular (CHOPRA; THOMAS, 2013). Estas células epiteliais e mesenquimais
amnidticas humanas expressam pluripoténcia e sao potentes reservatorios de

células estaminais.

4.2.1.2 Membrana basal

E muito similar & membrana basal encontrada em outras partes do corpo.
Composta por colageno do tipo IV, V e VII, laminina 1 e 5 e fibronectina (FUKUDA,
1999), o tecido amnidtico cujas sub-cadeias contém colageno IV com laminina é

eficaz em facilitar a adesao de células epiteliais.

4.2.1.3 Estroma

E dividido em 3 camadas distintas: a camada interna compacta, que esta em
contato com a membrana basal e contribui para a resisténcia a tracdo; camada
intermediaria composta por uma rede de fibroblastos; e a camada esponjosa
(MALHOTRA,; JAIN, 2014). O estroma da MA contém fatores mitogénicos, fatores
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anti-angiogénicos, proteinas anti-inflamatorias e inibidores de protease naturais e
propriedades anti-cicatrizantes (KURPAKUS; STOCK; JONES, 1992).

4.2.2 Propriedades da Membrana

4.2.2.1 Propriedades bioldgicas

4.2.2.2 Anti-inflamatorias

As células tronco mesenquimais na MA diminuem a secre¢do de citocinas
pré-inflamatérias como o Fator de Necrose Tumoral (TNF-«) e Interferon (IFN) e
aumentam a producdo de citocinas anti-inflamatorias, interleucina 10 e interleucina 4
(MISHRA; SINGH, 2014). A MA suprime a expressdo de potentes citocinas proé-
inflamatérias, interleucina 1« e interleucina 18 (SOLOMON, 2001).

Inibidores naturais das metaloproteases foram encontrados na MA, sendo que
as metaloproteases séo liberadas pela infiltracdo de células polimorfonucleares e
macréfagos (HAO et al, 2000). Shimmura et al (2001) demonstraram que células
inflamatodrias ficam presas e sofrem apoptose na matriz da MA, sugerindo que
alguns efeitos anti-inflamatoérios e antifibréticos da MA se devem a regulacdo da
apoptose.

A MA também reduz o recrutamento de varias células inflamatérias, como as
células CD3, células T CD4 e células CD11b para o local lesionado reduzindo assim
a inflamacdo. Também varias células imunes como células T, células dendriticas e
células B sdo ativamente suprimidas evitando o remodelamento patolégico e a
fibrose excessiva (WEISS et al, 2008).

4.2.2.3 Imuno modulatéria

As células epiteliais e mesenquimais da MA tem uma expressao limitada de
HLA classe la (HLA — A, B, C, DR) e antigenos de classe Ib (HLA — E, G). No
entanto, os enxertos criopreservados ou descelularizados ndo conduzem a rejeicao
imunoldgica (AKLE et al, 1981). Esta caracteristica permite que a MA seja utilizada

sem qualquer tratamento imunossupressivo.
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4.2.2.4 Antimicrobiana e antiviral

A MA adere-se firmemente as lesfes através de ligacdes de fibrina e elastina
gue selam a ferida e evitam a contaminagdo, funcionando como uma barreira
biolégica (MISHRA; SINGH, 2014). Em feridas limpas, a propriedade hemostatica
das fibras de colageno da membrana basal da MA previnem a formacédo de
hematomas, reduzindo a colonizacédo bacteriana e o risco de infeccdo. A formacao
de filamentos de fibrina durante a cicatrizacao de feridas, bem como resulta na sua
adesdo aos colagenos da MA, levando ao aprisionamento bacteriano e ao estimulo
da migracdo de fagocitos. Ha evidéncias de que a MA reduz a proliferacédo
bacteriana mesmo em feridas contaminadas (BARADARAN-RAFII; ARJMAND;
JAVADI, 2007). Na MA ha cistatina E, que € um analogo do inibidor da proteinase de
cisteina e tem varias propriedades antivirais (NI et al, 1997).

4.2.2.5 Propriedades Pr6 e Anti-Antiangiogénicas

A membrana intacta produz fatores antiangiogénicos, como trombospondina-
1, endostatina, inibidores teciduais de metaloproteases (TIMP-1,2,3 e 4) (SHINDE;
FRANGOGIANNIS, 2014). A MA intacta também tem uma grande quantidade de
proteinas ECM (Laminina-1, laminina-5, fibronectina), que estdo envolvidas na
supressao da neovascularizacdo da cérnea (FUKUDA et al, 1999).

Por outro lado, os estudos demonstram que a MA desidratada contém um
grande namero de fatores de crescimento pré-angiogénicos, como a angiogenina,
angiopoetina-2, fator de crescimento endotelial, fator de crescimento derivado de
insulina e endotelial vascular (LOPEZ-VALLADARES et al 2010). Esta propriedade
angiogénica ajuda no desenvolvimento de enxertos vasculares que séo Uteis na
revascularizacdo de tecidos isquémicos, Ulceras crbnicas, reparacdo de 0Ssos e
cartilagens. Além disso, a MA promoveu in vitro a migragdo quimiotatica de células
endoteliais humanas, sugerindo que estes fatores acima citados sdo capazes de
recrutar células endoteliais para promover a revascularizagdo da ferida (KIM et al
1999).
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4.2.2.6 Propriedade Mecanica da MA

A MA possui, aproximadamente, 20% da espessura da membrana fetal,
porém, domina as respostas mecéanicas da bi-camada (OXLUND et al, 1990). O
coldgeno fornece a rigidez e a elastina a elasticidade da MA, caracteristicas
importantes no papel de arcabouco, pois a rigidez aumenta a estabilidade do
arcabouco e evita o deslocamento que leva a cicatrizagdo ininterrupta e a
viabilidade.

O arcabouco deve ter elasticidade suficiente para manter os esfor¢cos de
cisalhamento do tecido circundante (KIM et al 1999). A MA tem uma propriedade de
integridade mecéanica descrita como viscoelasticidade, que € uma resposta
mecanica inerentemente dependente do tempo.

Embora a MA do pré-termo tem maior integridade mecéanica que a MA do a
termo, a rigidez do a termo € mais razoavel para a maioria dos protocolos de
engenharia de tecidos (WILSHAW et al, 2006).

4.3 MEMBRANA AMNIOTICA HUMANA DESCELULARIZADA (MAHD)

A membrana amniotica descelularizada mantém os maiores componentes
estruturais da MA humana, que sdo o coldgeno e a elastina, retirando os
componentes celulares e ndo deixando residuos de DNA no tecido. A presenca de
colageno 1V, fibronectina e laminina observadas na membrana basal apés a
descelularizacdo confirmam que a membrana basal permanece intacta apds o
processo. Esta caracteristica € importante, pois a matriz extracelular contém
componentes essenciais para a fixacao, proliferacao celular e para o remodelamento
do tecido.

A descelularizagdo ndo tem efeito sobre a resisténcia, nem sobre a
extensibilidade do tecido e contribui para eliminar a rejeicdo imunolégica. A MA
descelularizada é biocompativel e ndo tem efeitos adversos na proliferacdo ou
morfologia celular sendo, portanto, uma matriz de grande potencial como sistema de
entrega de células (RIAU et al, 2010). Também é biodegradavel, bioreabsorvivel e
pode ser bem incorporada ao tecido biolégico, aumentando, por exemplo, a
espessura do pericardio, como demonstrado por Francisco et al. (2016).
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A descelularizacdo néo so6 elimina a imunogenicidade da MA, mas também
expde as proteinas da matriz extracelular que eventualmente melhoram suas
propriedades biolégicas (RIAU et al, 2010).

Diferentemente da MA fresca, a MA descelularizada néao induz a liberacédo de
substancias inflamatérias, predominantemente IL 6 a partir de fibroblastos cardiacos
humanos. Portanto, ndo induz uma resposta imune celular visivel, nem in vitro, nem
in vivo, indicando que, predominantemente, os componentes da matriz extracelular
da membrana exercem efeitos benéficos sobre o coracdo infartado, enquanto a
resposta imune celular as células amnidticas epiteliais € prejudicial (LIU et al, 2010).

A MA descelularizada foi utilizada em varios estudos como veiculo para
diferentes tipos de células como, por exemplo, as células estaminais da coOrnea,
liberando-as diretamente no sitio do defeito corneano (TSENG; PRABHASAWAT;
LEE, 1997).

Wilshaw, em 2008, demostrou a capacidade da MA descelularizada na
adesao, proliferacdo e viabilidade dos queratécitos humanos e fibroblastos por um
periodo de 4 semanas. Esta capacidade de levar células autdlogas ou alogénicas
até um determinado sitio torna a MA descelularizada um arcabougo capaz de
auxiliar no tratamento de varias patologias como Ulceras de pés diabéticos, defeitos
de cérnea, queimaduras de pele (WILSHAW et al, 2008).

4.4 ESTUDOS ATUAIS COM A MEMBRANA AMNIOTICA

Leor et al (2000) descreveram a triade da engenharia de tecidos — integracao
de células tronco, fatores de crescimento e sistema de entrega baseado em
biomateriais.

Fukuhara et al (2005) estudaram um arcabouco de acido poliglicélico
impregnado com células de medula 6ssea, mostrando que o implante melhora a
funcdo cardiaca induzindo a angiogénese, provavelmente pelas células de medula
O0ssea. O arcabougo de acido poliglicdlico foi utii como “sistema de entrega de
celulas’.

Wilshaw et al (2006) demonstraram que o processo de descelularizagao
removeu com sucesso 0s componentes celulares da MA a fresco e também néo
detectou DNA residual no tecido. Os principais componentes estruturais da MAH

(colageno e elastina) também estavam preservados e a presenca de colageno do
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tipo IV estava localizado principalmente na membrana basal e parecia estar intacto,
assim como outros componentes da membrana basal como a laminina e
fibronectina.

Através de microscopia eletronica néo foi observada perda da integridade das
fibras de colageno com padrédo de bandas semelhantes ao das fibras de colageno da
MAH a fresco. Demonstrando ser biocompativel e ndo ter efeitos adversos na
proliferacdo ou morfologia celular (WILSHAW et a, 20006).

Miyahara et al (2006) demonstraram que, ao contrario de uma folha de
células de fibroblasto, as células tronco mesenquimais em monocamadas
reverteram o afilamento da parede na area da cicatriz e melhoraram a funcao
cardiaca em ratos com infarto do miocardio.

Ventura et al (2007) demonstraram que o transplante de células derivadas da
membrana fetal da placenta para coragdes isquémicos de ratos, resultou em uma
reducdo no tamanho da cicatriz cardiaca. Também houve uma melhora na fungéo
contratil cardiaca com menor reducdo da espessura da parede do ventriculo
esquerdo, quando avaliada 28 dias ap0s tratamento celular.

Simpsom et al (2007) avaliaram o tecido de engenharia a partir de uma matriz
de colageno tipo | da cauda de ratos, contendo ou ndo células tronco mesenquimais
humanas. Os enxertos foram fixados com selante de fibrina nos coracdes de ratos
que tiveram infarto induzido. O grupo que recebeu o enxerto com células apresentou
uma reducéo do diametro da cavidade ventricular esquerda na sistole e aumento da
espessura de parede anterior do ventriculo esquerdo. Este efeito ndo foi observado
no grupo que recebeu enxerto sem células tronco mesenquimais humanas.

Kim et al (2009) demonstraram que a MAHD associada com células tronco
mesenquimais desempenham um papel efetivo na cicatrizacdo de defeitos cutaneos
de coelhos.

Kesting et al (2009) utilizaram a MAH criopreservada para reparacdo de
tecidos moles em ratos, demonstrando a sua capacidade em reduzir a aderéncia
intra-abdominal apés fechamento da parede abdominal, quando comparado com
malha de polipropileno.

Cargnoni et al (2009) utilizaram MAH na superficie isquémica miocardica
induzida em ratos e mostraram efeitos protetores contra alteracdes induzidas pela

isquemia na funcéo contrétil e dimensdes cardiacas.
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No grupo MAH, os parametros funcionais e medidas morfologicas do
ventriculo esquerdo pelo ecocardiograma, tanto na avaliagdo sistdlica como
diastolica, foram preservados em grau significativamente maior quando comparado
ao grupo de ratos que nao receberam MAH. Porém, estes efeitos foram observados
somente até o ecocardiograma realizado com 60 dias pés IM, na avaliagcdo com 90
dias ndo se observou diferencas entre o grupo MAH e grupo nao tratado, com
excecdo da espessura da parede do ventriculo esquerdo, que permaneceu
significativamente maior no grupo MAH.

Como néo foram encontradas células humanas no tecido cardiaco do rato
com 3 meses ap6s o implante da MAH, sugere-se que o enxerto de células
amnidticas estava ausente ou muito baixo. Portanto, os efeitos descritos
provavelmente sejam pela liberacdo de fatores solUveis pelas células da membrana
amni6tica (CARGNONI et al, 2009).

Prado et al (2010) demonstraram a utilizagdo da MAH criopreservada como
suporte da proliferacdo de condrdcitos humanos retirados de cabeca de fémur de
doadores, como terapia celular para reparar cartilagem de osteoartrite humana. A
associacdo da MAH e condrocitos humanos cultivados produziram uma superficie
mais regular, preenchendo fissuras e cavidades da cartilagem com osteoartrite.

Serpooshan et al (2013) apresentaram dados sobre a utilizacdo de patch de
colageno tipo | compactado em camundongos infartados, apresentando melhora
significativa da funcdo cardiaca na quarta semana apés o IM, avaliada por
ecocardiograma. Também foi observado neo-angiogénese, diminuicdo de fibrose e
dilatagc&o do ventriculo esquerdo.

Brennan et al (2014) utilizaram membranas descelularizadas e esterilizadas,
as colocaram em forma plana e semearam miofibroblastos humanos e células
musculares lisas de aorta de rato Wistar Kyoto. Elas foram cultivadas como folhas
planas por 7 dias e depois laminadas de 6 a 7 vezes em torno de um mandril de
silicone de 3 mm de diametro; suturas estéreis foram enroladas em todo o
comprimento do tecido para manter a estrutura sem desmantelamento da camadas
nos primeiros dias.

Os vasos foram colocados em frascos e cobertos com 15 ml do meio D5671
Eagle modificado por Dulbecco (Sigma, Sta. Louis, MO) — MAHD e miofibroblastos
humanos e D5671 de Eagle modificado por Dulbecco (Sigma, Sta. Louis, MO) —

MAHD e células musculares lisas de aorta de ratos e complementado com 50 pg/ml
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de L-ascorbato de sodio durante 1,2 ou 3 semanas para permitir a produgcdo de
colageno entre as camadas.

Eles demonstraram que a MAHD fornece uma superficie biocompativel para
adesao e proliferacdo de 2 tipos celulares de parede vascular, miofibroblastos
humanos e células musculares lisas de aorta de ratos e estas laminas de membrana
plana podem ser enroladas em uma geometria tubular com células distribuidas
uniformemente por toda a parede vascular.

Na presenca de ascorbato de sodio, estas laminas de membrana enroladas
em construgdes tubulares apresentam valor de moédulo de elasticidade semelhante
ao dos vasos nativos. Mostrando que a MAHD é um material de arcabougo rentével
e econdbmico para aplicacfes vasculares (BRENNAN; ARRIZABALAGA; NOLLERT,
2013).

Riegler et al (2014) realizaram estudo com laminas de tecido cardiaco de
coracao de ratos adultos e laminas de coracdo de cées neonatos (1 dia de vida) e
implantou em ratos com infarto induzido. Relatam que o0s enxertos foram
reperfundidos 3 dias apds o transplante.

Avaliando a composicao do enxerto apés 4 semanas em laminas de
coracado adulto, foi encontrado um pequeno nimero de cardiomiocitos, em contraste
com as laminas de coracdo de neonatos que mantiveram uma quantidade
substancial de cardiomiocitos quando transplantados em coracao infartado. Assim,
estes cardiomidcitos parecem ser mais resistentes a isquemia.

Houve uma menor dilatacdo do VE e fracdo de ejecdo maior no grupo que
recebeu laminas de tecido cardiaco em comparagao ao grupo que recebeu laminas
de musculo esquelético (RIEGLER et al, 2014).

Malhotra et al (2014) descreveram a utilizacdo da membrana amniética nas
patologias oftalmol6gicas. Nos distarbios da superficie da cérnea sem e com
deficiéncia de células tronco de limbo, reconstrucdo de superficie conjuntival
(pterigio, remocdo de lesdes maiores que ndo o pterigio), glaucoma, tratamento de
perfuracdes de esclerdtica, entre outras.

Gholipourmalekabadi et al (2015) testaram a capacidade de protecdo da
membrana amnidtica a fresco e descelularizada em queimaduras contra bactérias
resistentes a antibidticos que foram isoladas em pacientes queimados. Tanto a MAH
a fresco como a MAHD ndo sao capazes de proteger completamente as

gueimaduras contra bactérias resistentes, apesar de mostrarem uma forte atividade
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bacteriana contra bactérias consideradas padrdo, algumas cepas de E. coli, S.
aureus, e P. aeruginosa.

Yuan et al (2015) avaliaram um arcabouco tridimensional de MAHD
combinado com células semelhantes a hepatécitos, derivadas de células tronco de
tecido adiposo humano, desenvolvendo um enxerto de tecido hepatico que permitiria
o enxerto de hepatdcitos no figado. A MAHD tem a capacidade de manter o fenétipo
funcional das células do tipo hepatécito derivadas de células-tronco de tecido
adiposo humano. Os enxertos de hepatécitos de MAHD funcionais integrados com o
figado diminuem a lesdo hepética aguda induzida em camundongos.

Gholipourmalekabadi et al (2016) demostraram a  excelente
biocompatibilidade e propriedades de adeséo, utilizando a MAHD semeada com
células tronco derivadas de tecido adiposo. Demonstraram o potencial da MAHD
como sistema de entrega de células-tronco de tecido adiposo em aplicacdes da
engenharia de tecidos.

Francisco et al (2016) demonstraram que a MAHD incorporada por
nanoparticulas de 15d-PGJ2 é um biomaterial com biocompatibilidade aceitavel,
para liberacéo local de anti-inflamatério e provavelmente outros medicamentos.

Roy et al (2016) compararam MAHD com MA nao modificada. A MA com
inducéo de células de transicao epitelial para mesenquimal e grupo controle de ratos
gue ndo receberam MA, na regido do infarto induzido. Como esperado, no grupo que
nao recebeu MA, houve uma diminuicdo da fracdo de ejecdo, medida por cateter de
pressao/condutancia no vigésimo oitavo dia pos IM. A presséo sistolica e diastdlica
final e volume de ventriculo esquerdo estavam aumentados quando comparados
com o0s demais grupos.

Parametros mais sensiveis, como dP/dt méaximo e dP/dt minimo,
apresentaram melhora significativa no grupo MAHD, mas ndo no grupo MA né&o
modificado ou MA com inducgéo de células de transicéo epitelial para mesenquimal.
Concluiram que, embora o tamanho do infarto permaneca inalterado, a MAHD ligada
a superficie do ventriculo esquerdo infartado agudamente ajuda a prevenir
processos de remodelamento cardiaco pés-infarto, melhorando a fungéo sistolica e
diastolica. A MA com ou sem inducdo de células de transicdo epiteliais para
mesenquimais provocou uma resposta imune local que impediu uma melhora

relevante na funcao cardiaca (ROY et al, 2016).
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Francisco et al (2016) utilizaram a MAHD como substituto de pericardio em
ratos. ApOs retirada de pericardio de ratos, foi realizado implante de MAHD e, no
grupo controle, o pericardio retirado foi ressuturado. Apos 4 semanas, 0 grupo
MAHD tinha uma maior espessura no tecido implantado, isso sugere uma protecéo
cardiaca pela membrana.

Também foi observado que células hospedeiras organizadas com fibras e
capilares de tecidos foram identificadas no revestimento superficial do enxerto de
MAHD, indicando que sua camada externa tornou-se bem integrada com os tecidos
hospedeiros (FRANCISCO et al, 2016).

Figueiredo (2017) demonstra que a replicacdo in vitro de células epiteliais
limbicas, usando o sistema de cultivo, ocorre a uma taxa mais rapida em MAHD em
comparacdo a MAH a fresco. E que a utilizacdo da MAHD com irradiacdo gama
aumenta a seguranca da sua utilizacdo sem a perda de suas propriedades.

Song (2017) utilizou a MA descelularizada para reparar defeitos cutaneos
profundos em ratos. A MA descelularizada acelerou e fortaleceu o processo de cura,
aumentando o nivel de expressdo do fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF), que tem um papel importante na fase de proliferagdo para promover
regeneracao da pele, por neovascularizacdo. Aliviou também a inflamacao das
feridas nos primeiros dias de pds-operatério, pela diminuicdo dos niveis de fator de
crescimento e transformacéo beta-1 (TGF-31).

Castellanos et al (2017) na mesma linha de Song, relata que MA induz varias
vias de sinalizacdo envolvidas na migracao e/ou na proliferacdo celular, pela sua
atuacao no TGF-R1, promovendo a epitelizacéo de feridas cronicas pela reducéo de
inflamacéo e fibrose.

Mohan et al (2017) fazem uma revisdo da aplicabilidade da MA como
aloenxerto para tratar queimaduras na pele, Ulceras abertas e néo cicatrizantes,
feridas cirargicas, infectadas e traumaticas. Tratamento alternativo para tratar feridas
de cavidade oral, como lingua, mucosa oral, palato, na reconstru¢do de cavidade
oral, bexiga e vagina, timpanoplastia, artroplastia, como também na cicatrizacdo
mais rapida de lesbes por herpes virus simples e por herpes zoster, lesdes por
sindrome de Stevens-Johnson e fasceite necrosante cervical.

A MA também foi testada na reconstrucdo da anquilose da articulacédo
témporo-mandibular e € utilizada como transportadora para liberacdo local de vérios

farmacos como, por exemplo, antibidticos e antivirais.
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Mohan ainda comenta sobre as membranas amnidticas de terceira geracgao,
como, por exemplo, aloenxertos desidratados, processados como autoadesivos,
eliminando a necessidade de suturas, em cirurgias odontolégicas e oftalmoldgicas
(MOHAN; BAJAJ; GUNDAPPA, 2017).

Shakouri-Motlagh et al relataram que a membrana fetal descelularizada é
promissora como superficies para replicar e promover a maturagao de células-tronco
de diferentes fontes como arcaboucos 2D/3D para melhorar a regeneracdo e como
particulas de entrega de células/farmacos.

As tentativas de solubilizacdo das membranas fetais permitirdo a producéo de
superficies mais uniformes para o crescimento celular e também permitirdo a
producdo de biomateriais com propriedades mecanicas sob medida, tais como
hidrogéis injetaveis. Além disso, as membranas fetais solubilizadas podem ser
usadas para métodos de fabricacdo mais complexos, como bioprintagem
(SHAKOURI-MOTLAGH et al, 2017).

Felice et al fazem uma reflexdo sobre as dificuldades de encontrar a célula
ideal e um arcabouco no tratamento das alteracdes cardiacas, citando complexidade
do tecido cardiaco. A reproducdo dessa complexidade exigiria a formacgéo de vasos
sanguineos, a conexdo das terminacdes nervosas, a participacdo de células do
sistema imunologico, fibroblastos, células enterocromafins e cardiomiocitos do
sistema de conducéo (FELICE et al, 2014).

Os principais biomateriais naturais utilizados no infarto sdo derivados de
colageno, alginato, fibrina, que séo utilizados para entrega de células na regido do
infarto.

O chitosan € um polissacarideo derivado de exoesqueletos de animais como
crustaceos, moluscos e insetos que tem termoreversibilidade e serve para a entrega
de células na é&rea infartada.

O &cido hialurénico melhora a neovascularizacdo em tecidos isquémicos, 0s
biomateriais sintéticos como Poly(glicolideo) e poly(lactida), hidrogéis a base de
PEG — Poli (N-isopropilacrilamida) e os materiais biosintéticos hibridos agem como
biomateriais ativos (fatores de crescimento e peptideos agregadores) (KAM et al,
2011).
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5. 15-DEOXY-A12,14-PROSTAGLANDINA J2 (15D-PGJ2)

A prostaglandina D2 sofre reacbes de desidratacdo para produzir as
prostraglandinas da série J2, incluindo PGJ2, A12-PGJ2 e a 15d-PGJ2.

A 15d-PGJ2 controla a expressado génica através da interagcdo com fatores de
transcricao, principalmente proliferador de peroxisoma ativado gama (PPAR Gama)
(FORMAN et al, 1995), também a proteina Kelch-like ech associated protein
associada 1 (Keapl) e fator nuclear (FN) — kB . Também tem como alvo outras
proteinas, como a Ras (RENEDO et al, 2007) e Tiorredoxina (SHIBATA et al, 2003)
para regular as respostas celulares independentemente das mudancas de

expressao génica.

5.115-D-PGJ2 E REMODELAMENTO CARDIACO

No remodelamento cardiaco, como ja citado anteriormente, a infiltracdo de
neutréfilos e macréfagos mais o acumulo de ROS dentro da &rea isquémica pode
levar a necrose tecidual (LEFER; GRANGER, 2000).

Agonistas do PPAR gama inibem a expressdo de TNF-alfa a nivel de
transcricdo pelo antagonismo a NF-kB e AP-1 atividade, podendo prevenir o
desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca pois o TNF-alfa tem efeito inotropico
negativo nos cardiomidcitos (SMEETS et al, 2007).

A sua acado no processo inflamatério (diminuindo as citocinas e quimiocinas
inflamatorias) reduz a extensdo e melhora a funcao ventricular apés a isquemia de
reperfusao (SHIOMI et al, 2002).

Uma série de estudos confirmaram que o IM é acompanhado de apoptose
dos midcitos e a 15d-PGJ2 atenuou os efeitos anti-apoptoticos da endotelina-1 em
cardiomiocitos primarios de ratos (EHARA; HASEGAWA; ONO, 2004).

Varias citocinas inflamatérias derivadas de células sanguineas circulantes ou
sintese local sdo indutoras da maquinaria apoptotica em cardiomidcitos. Entre estas,
IL-1, IL-6 , IL-17 e TNFa, que sdo os mediadores mais potentes da apoptose dos
cardiomiécitos e do remodelamento cardiaco (KOYANI et al, 2014).

Células endoteliais produzem 15d-PGJ2 em resposta ao fluxo sanguineo e a
15d-PGJ2 inibe a apoptose das ceélulas endoteliais (TABA et al, 2000). Ela é

produzida por células endoteliais e mantém a homeostase vascular funcionando



33

como um fator anti-aterogénico, ou seja, inibindo a ativacdo e promovendo a
diferenciacdo em macrofagos. Inibem a expressdo de moléculas de adeséo
prevenindo apoptose e inibindo a proliferacdo e migracdo de células endoteliais,
induzindo a diferenciacéo de células musculares lisas vasculares (MIWA et al, 2000).

Em estudo realizado com um agonista de PPAR gama, a Rosiglitazona
demonstrou uma reducdo da expressao de produtos finais da glicacao e do fator de
crescimento de tecido conjuntivo que estdo implicados na fibrose miocéardica do
paciente diabético. Apresentando uma melhora no indice ecocardiografico que avalia
a disfuncdo diastdlica de ventriculo esquerdo. Também houve uma reducdo no
volume de coldgeno avaliado pela coloracdo vermelha picrosirius, quando
comparados ratos que foram tratados com agonista de PPAR gama versus 0s que
foram tratados com solucdo salina (IHM et al, 2010). 15d-PGJ2, além de potente
agonista de PPAR gama, também ativa PPAR alfa (0 que ndo acontece com as
glitazonas).

Wayman et al, em modelo animal (ratos), mostraram que doses baixas de
15d-PGJ2 (0,3mg/kg IV) levaram a uma reducdo de 85% no tamanho do infarto
causado por isquemia e reperfusdo regionais. A 15d-PGJ2 atenuou a elevacéo da
troponina em 70% em ratos que tiveram a artéria descendente anterior ocluida por
25 minutos (WAYMAN et al, 2002).

Lygate et al em 2002 demonstraram que ratos que receberam o agonista de
PPAR gama, rosiglitazona, entre 6 horas e 8 semanas apos o IM tiveram a funcéo
de VE parcialmente preservada, mas o tratamento ndo impediu a dilatacdo ou
hipertrofia de VE (LYGATE et al, 2003).

Porém, os ratos que receberam a rosiglitazona 3 dias antes até 1 ou 2
semanas apoés o IM, tiveram uma diminuicdo do tamanho do IM, apoptose e estresse
oxidativo, com melhora da funcdo cardiaca e da sobrevida, efeito este mediado
provavelmente pela adiponectina (TAO et al, 2010).

Telmisartana, um bloqueador do receptor tipo | da angiotensina, é um
agonista parcial do PPAR gama e quando administrado em ratos com IM,
demonstrou uma melhora no remodelamento cardiaco (MAEJIMA et al, 2011).

A rosiglitazona tem efeito cardioprotetor em ratos diabéticos e nao diabéticos,
limitando o dano cardiaco apos leséo de isquemia/reperfuséo, inibindo a fosforilacéo
da fosfatase Jun NH2 de quinase terminal (KHANDOUDI et al, 2002). Também
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reduz a atividade da mieloperoxidase induzida por hipercolesterolemia, resultando
em uma diminuigdo do tamanho do infarto (LIU et al, 2009).

Outras tiazolidinedionas como a ciglitazona e a pioglitazone tembém reduzem
o dano no miocardio e o tamanho do infarto (ZINGARELLI et al, 2007; YASUDA et
al, 2009).

A expressédo da proteina PPAR gama € principalmente em midcitos cardiacos
e fibroblastos na area infartada, trés semanas apos o IM, sugerindo o importante
papel do PPAR gama na fibrose cardiaca (FLIEGNER et al, 2008).

Os estudos sugerem que o mecanismo subjacente das varias drogas que
atuam na resposta inflamatéria no remodelamento cardiaco no IM s&o variados,
porém, ndo ha duvidas do papel critico que o PPAR gama desempenha na fibrose
do miocardio (HUANG-JUN et al, 2016). A 15d-PGJ2 protege contra cancer,
inflamacdo e hipertensdo, doencas do cérebro, intestino, coracdo e pulmdes
(CHARLES et al, 2011).

Clay et al, em um estudo sobre a 15d-PGJ2 atuando em células cancerigenas
via PPAR , sugerem que algumas ac¢des dependem do grau de ativacdo de PPAR, e
que as prostaglandinas do grupo J sdo agonistas muito mais potentes do que as
tiazolinedionas (CLAY et al, 2000).

A ativacdo do PPAR gama possui efeitos biologicos, ndo apenas em diabetes,
aterosclerose, hipertensdo, entre outras funcdes, inclui beneficios na intervencéo
cirirgica cardiovascular. Reduzindo a sinalizacdo de angiotensina I, TGF-3,
apoptose, diminuindo inflamacédo e proliferacdo de células musculares lisas dos
vasos (IVANOVA et al, 2015).

Estudos em animais demonstraram que a atividade de PPAR gama atenua
reestenose pos-angioplastia coronariana (LIM et al, 2006).

A atividade da PPAR gama inibe a diferenciacao de células progenitoras em
osteoblastos e reduz o estresse oxidativo e inflamacgédo que podem ter um papel
importante na patogénese da calcificagédo valvar aortica (MILLER et al, 2008).

PPAR gama, como um regulador potente do metabolismo de acidos graxos
insaturados e inibidor da inflamacéo, desempenha um papel importante na protecao
do musculo cardiaco durante a isquemia/reperfusdo e as tiazolidinedionas tiveram
efeitos benéficos em modelos animais. Por outro lado, a exclusdo condicional de
PPAR gama nos cardiomiécitos aumentou significativamente o dano do miocérdio
atraves da inflamacéo (HOBSON et al, 2014).
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Os agonistas de PPAR gama influenciam varias vias metabdlicas e de
sinalizagdo para reduzir a apoptose de cardiomiécitos durante a
isquemial/reperfusdo. Eles podem ser considerados como agentes terapéuticos
potenciais para reduzir o dano miocardico causado por condicbes agudas como
infarto do miocardio e intervencdes cirargicas (IVANOVA et al, 2015).

Estudo em ratos demonstraram que a ativacdo de PPAR gama por dieta
essencial com &cidos graxos n-3, resultou em ativacdo de FN-nKB suprimida e
secrecdo reduzida de proteina quimioatatica de mondcitos-1 e proteina -10
interferon induzida e diminuicdo da expressao de receptor de quimiocina-2. Estes
efeitos sdo benéficos contra a vasculopatia de aloenxerto cardiaco e, portanto, na

rejeicdo cronica de transplantes cardiacos (MILLER et al, 2008).

5.2 ESTUDOS CLINICOS COM AGONISTAS DO PPAR GAMA

5.2.1Iris Trial (Pioglitazone after Ischemic Stroke or Transient Ischemic Attack)

Estudo randomizado para avaliar eficacia da pioglitazona em pacientes sem
histéria de insuficiéncia cardiaca (IC), que sado resistentes a insulina e nao
diabéticos, com histéria recente de ataque isquémico transitorio (AIT) ou acidente
vascular encefélico isquémico (AVCI).

O grupo que recebeu pioglitazona teve taxas reduzidas de IM, AVC e morte
(KERNAN et al, 2016).

5.2.2 Estudo Proactive (Prospective Pioglitazone Clinical Trial in
Macrovascular Events)

Esse estudo comparou a pioglitazone com placebo em pacientes diabéticos
tipo 2 com hemoglobina glicada (HbA1c) superior a 6,5%, na reducdo da incidéncia
de complicagBes macrovasculares, seguimento médio de 34,5 meses.

Uma andlise de subgrupo a pioglitazona reduziu a ocorréncia de IM em 28%,
em pacientes com historia prévia de IM, porém, aumentou a incidéncia de edema
(ERDMANN et al, 2007).
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5.2.3 Record Trial (Rosiglitazone evaluated for cardiovascular outcomes in oral
agent combination therapy for type 2 diabetes)

Essa avaliacdo testou a rosiglitazona como terapia complementar em
diabéticos tipo 2 ndo controlados com metformina/sulfanilureia. Seguimento de 5,5
anos.

Os resultados nao mostraram diferenca significativa entre o grupo
metformina/sulfanilureia e o grupo rosiglitazona em termos de IM, AVC ou morte
cardiovascular. Porém, o grupo rosiglitazona apresentou uma maior frequéncia de
insuficiéncia cardiaca (HOME et al, 2009).

5.2.4 Dream Trial (Diabetes Reduction Assessment with Ramipril and
rosiglitazone Medication)

A pesquisa avaliou se 8 mg de rosiglitazona e/ou ramipril em pacientes com
tolerancia a glicose alterada ou glicemia de jejum alterada, sem historia de doenca
cardiovascular. Seguimento de 3 anos.

O grupo rosiglitazona apresentou uma reducdo significativa no
desenvolvimento de novos casos de diabetes, com um aumento do desenvolvimento
de IC quando comparado aos pacientes que receberam ramipril. Porém, pelo curto
periodo de seguimento, conclusGes sobre os efeitos cardiovasculares da

rosiglitazona ndo puderam ser avaliados (GERSTEIN et al, 2006).

5.2.5 Act Now (Actos Now for the Prevention of Diabetes)

Os responsaveis por essa pesquisa avaliaram o efeito da pioglitazone na
prevencdo de novos casos de diabetes em pacientes com tolerancia a glicose
alterada, num seguimento de 2,2 anos.

A pioglitazona reduziu o risco de diabetes, aumentou os niveis de colesterol
HDL e reduziu enzimas hepaticas, mas apresentaram edema e ganho de peso
(DEFRONZO et al, 2011).
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5.2.6 Adopt (A Diabetes Outcome Progression Trial)

Pacientes com diabetes tipo 2 recém diagnosticados para avaliar a
manutencdo do controle glicémico comparando trés medicamentos, rosiglitazona,
metformina e gliburida por um seguimento de 5 anos.

Ademais, houve falha da monoterapia com niveis glicémicos de jejum
superiores a 100 mg/dl, apés 6 semanas de tratamento, foi observada em menor
ndmero no grupo que fez uso de Rosiglitazona, porém, foi associado ao aumento de
peso e edema (KAHN et al, 2006).

A meta-analise de ensaios controlados com a pioglitazona mostram uma
reducdo no risco de IM, AVC ou morte em paciente com diabetes tipo 2 (LINCO,
2007).

A meta-analise com a rosiglitazona apresenta uma associagdo com risco
aumentado de IM, embora a mortalidade ainda seja baixa (NISSEN; WOLSKI, 2010).

A Rosiglitasona, mas ndo a pioglitazona, induziu hipertrofia miocardica por
uma via ndo PPAR gama mediada (DUAN et al, 2005).

A Pioglitazona suprime a ativacdo de NF-kB e a expressdo de células
vasculares de adesdo molecular - 1 (VCAM-1) por uma via PPAR alfa dependente.
Pode induzir angiogénese, modulando a mobilizacdo e funcdo das células
progenitoras endoteliais (ORASANU et al, 2008; WERNER et al, 2007).
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ACELLULAR HUMAN AMNIOTIC MEMBRANE SCAFFOLD WITH 15D-PGJ2
NANOPARTICLES INCREASE A CARDIAC FUNCTION FROM IN A RAT MODEL
OF POST-INFARCT VENTRICULAR DYSFUNCTION

BACKGROUND

Acellular human amniotic membrane scaffold (AHAS) has on your growth
factors that stimulate tissue regeneration structures. The 15d-PGJ2 is an agonist of
PPARY featuring anti-inflammatory. The objective of this study is to compare the
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efficacy of AHAS loaded with 15d-PGJ2 in improving ventricular function in a rat
model of post-infarct ventricular dysfunction.

Methods: Myocardial infarction was induced in 24 rats by left coronary
occlusion. After a week, the animals were subjected to echocardiography for
evaluation of left ventricle ejection fraction (LVEF), left ventricle end diastolic volume
(LVED) and left ventricle end systolic volume (LVES). Animals with ejection fraction
lower than 40% were included in the study and were randomized into three groups:
control (n=8), AHAS (n=8) and AHAS + 15d-PGJ2 (n=8). In the AHAS group was
implanted the membrane only and in the AHAS + 15d-PGJ2 was implanted de
membrane +15d-PGJ2 on myocardial infarction. Echocardiographic evaluation was
performed after 1 month. For histological analysis, heart tissue was stained with
Masson's, Sirius Red, the the antibody against CD31, connexin 43.

Results: There were no significant differences in the baseline LVEF, LVED,
and LVES in all groups. After 1 month, ejection fraction decreased in the control
group and increase AHAS group and in AHAS +15d-PGJ2 group in comparison to
control group. The LVED and LVES in AHAS and AHAS + 15d-PGJ2 groups
decreased compared to the control group, featuring a ventricular anti-remodeling
effect. Histopathology the infarcted area identified the reduction of infarct size and
collagen type 1 in the AHAS and AHAS + 15d-PGJ2 groups. New blood vessels and
cardiomyocytes have been identified in an infarcted area by CD31 and connexin 43.

Conclusion: AHAS + 15d-PGJ2 provided an increase in the ejection fraction
and prevented ventricular dilation in this post-infarction ventricular dysfunction model.

Keywords: PPAR-y, 15d-PGJ2, heart, myocardial infarction, anti-inflammatory

Cardiovascular disease (CVD) remains one of the main causes of deaths
worldwide [1]. Cardiac dysfunction has been associated with poor prognosis in
patients after acute myocardial infarction (AMI). Therefore, it is of great importance
the biomaterials development to stop the mechanisms underlying cardiac dysfunction
that involve complicated interactions among cardiomyocytes, inflammatory cells,
fibroblasts and to explore new measures that can prevent the progression of the
pathological process [3].

Several biomaterials have been used as scaffolds for study in vitro and in vivo,
with potential use in tissue engineering [4]. Acellular human membrane scaffold
(AHAS) is considered to be an important potential source of scaffolding material

owing to its biocompatibility [5, 6].
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The 15d-PGJ2 is known as the final dehydration product of PGD2, acted as a
natural agonist of peroxisome-proliferator activated receptor (PPAR-y), is a key
regulator of diverse and important physiological processes, such as cardiovascular
dysfunction, blood pressure regulation, adipogenesis, and metabolic homeostasis
and inflammatory processes [7, 8]. Studies describe that (15d-PGJ2) can repress
inflammatory infiltrate in skeletal muscle and repress active macrophages from T.
cruzi-infected mice and that this repression is partially dependent on PPAR-y
expression [7].

The objective of this study is to compare the efficacy of AHAS loaded with
15d-PGJ2 in improving ventricular function in a rat model of post-infarct ventricular

dysfunction.

METHODS

Nanoencapsulation of 15d-PGJ2 in poly (D,L-lactide-co-glycolide) (PLGA)
nanocapsules (15d-PGJ2-NC) was provided from Laboratory of Immunology and
Molecular Biology, Sao Leopoldo Mandic Institute and Research Center.

The 15d-PGJ2-NC were prepared by the nanoprecipitation method, as
described by Fessi et al [9]. The organic phase consisted of PLGA polymer (100 mg),
acetone (30 ml), 15d-PGJ2 (100 pg; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), sorbitan
monostearate (40 mg), and caprylic/capric acid triglyceride (200 mg). The aqueous
phase was composed of polysorbate 80 (60 mg) and deionized water (30 ml). After
the dissolution of the components of both phases, the organic phase was gradually
added to the aqueous phase, and the suspension was maintained under agitation for
10 min. The solvent (acetone) was removed by evaporation, and the suspension was
concentrated to a volume of 10 ml under low pressure, using a rotary evaporator, to
obtain a suspension of 15d-PGJ2 with a final concentration of 10 pg/ml. After
evaporation, no traces of acetone were observed in the formulation (data not shown).
A control formulation (without 15d-PGJ2) was also prepared, following the
methodology described above.

Preparation acellular human amniotic scaffold

The study was approved by the Hospital Pequeno Principe Ethical Committee
for the use of biological material for research purposes approved under number
0948-11. All materials were used in compliance with ethical guidelines by the

Brazilian National Health Council. Fresh human amniotic membrane (HAM) was
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obtained after caesarian deliveries. Maternal donors provided informed consent and
were serologically negative for HIV, hepatitis B, hepatitis C, and syphilis. Briefly,
blood clots were immediately cleaned off the placenta after surgery with phosphate
buffered saline (PBS) solution containing 100 U/mL penicillin and 100 mg/mL
streptomycin. The AHAS was prepared as described by Riau et al., [5]. Part of the
human HAM was then deprived of amniotic epithelial cells to obtain AHAS by sodium
dodecyl sulphate in PBS, and incubated with shaking rate of 100rpm at 37°C for 24
h. Finally, the prepared AHAS was rewashed 3 times with PBS.

Culture and seeding of mesenchymal cells with 15d-PGJ2 nanopatrticle

Mesenchymal cells (MSCs) were isolated through bone marrow aspiration of
the posterosuperior iliac crest of Wistar rats [10]. Mesenchymal cells were cultured
for 7 days in DMEM (Dulbecco’s modified Eagle medium, Invitrogen) supplemented
with 10% FBS (fetal bovine serum, Invitrogen) and 100 U/mL penicillin and 100
mg/mL streptomycin at 37°C with 5% CO2. The culture medium was changed every
2 days. The mesenchymal cells were seeded on a plastic plate with 15d-PGJ2-NP in
a concentration of 10 ug/mL for 24 h in order to incorporate the nanoparticles to the
AHAS.

Cell proliferation assay

One aliquot of the culture media containing 1x104 cm2 Mesenchymal cells
with nanoparticle was cultured on the membrane surface in 6-well plates. The plates
were incubated in standard cell culture conditions at 37°C and 5% CO2 for distinct
days. Subsequently, 100yl of 5mg/ml  3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT) (final concentration, 0.5mg/ml) was added to the
wells, and the cells were incubated in CO2 incubators for 1,3,7 and 10 days. The
supernatant was used for analysis by spectophotometry reader in 595 and 630 nm
[11].

SCANNING ELECTRON MICROSCOPE (SEM)

The morphology and structure of the acellular human amniotic scaffold
(AHAS) with 15d-PGJ2-NC (AHAS-NC) were examined in a JEOL 1200EX I
microscope (Jeol Ltda, Akishima) operating at 80 kV. In order to perform the SEM
analysis, the AHAS-NC was fixed on a top coverslip, dried, mounted on a stub for
SEM, fixed in 2.5% (v/v) glutaraldehyde (Sigma-Aldrich) in PBS and post-fixed with
1% (v/v) and 0.1 M sodium cacodylate trihydrate (Sigma-Aldrich).



42

Experimental profile
Myocardial infarction and Echocardiographic analysis

All experiments were performed in the cell therapy laboratory of PUCPR
according to the “Guidelines for the Care of Animals” the guiding principles approved
by the American Society of Physiology. Wistar rats with weights of from 250 to 300
grams were intraperitoneally anesthetized using 50 mg/kg ketamine and 10 mg/kg
xylazine. The animals were submitted to endotracheal intubation, without exposure of
the trachea and to mechanical ventilation at a frequency of 60 cycles/ min and a
volume of 2.5 mL (‘683" Harvard ® Apparatus, Inc., USA). All animals were
submitted to left lateral thoracotomy and ligature of the left coronary artery with 7.0
polypropylene thread (Ethicon®, Inc., Somerville, NJ) was achieved inducing
infarction of the left ventricle anterolateral wall. The detailed operation procedure was
previously described by Guo-Zhong Pan et.al [12]. The mortality rate of the animals
submitted to this procedure was 20%.

Seven days after myocardium infarction, the animals were again submitted to
anesthesia using 50 mg/kg ketamine and 10 mg/kg xylazine intraperitoneally and a
bidimensional transthoracic echocardiographic evaluation was made [Hewlett
Packard Sonos model 5500, with Sl12sectorial (5-12 MHz) and 15L6 linear (7-
15MHz) transducers], allowing an analysis of up to 160 Hz, developed for the
ultrasonographic study of small animals. The transducer was placed in the left
anterolateral portion of the thorax and the heart was imaged as a bidimensional axial
view of the left ventricle with the mitral and aortic valves and the apex in the same
image. The digital conversion of the image was obtained by a delimitation of the
interventricular septum and the left ventricle posterior wall. Subsequently, the
following measurements were taken: final systolic and diastolic surfaces, final
diastolic and systolic lengths of the left ventricle and heart rate to calculate the final
systolic volumes (LVFSV, mL) and diastolic volumes (LVFDV, mL) and the left
ventricle ejection fraction (LVEF %) were calculated using Simpson’s method. All the
dimensions were blindly measured three times by the same echocardiologist, after
which the mean of each parameter was calculated.

Only animals with left ventricle ejection fractions of less than 40% were
included in this study and were randomized into three groups: control, AHAS, and

AHAS+15d-PGJ2. (groups consisting of eight animals each).
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In the AHAS group was implanted the scaffold only and in the AHAS+15d-
PGJ2 group was implanted de scaffold+15d-PGJ2 nanoparticles on myocardial
infarction, on the anterolateral wall of the left ventricle (Fig. 01).

Control rats underwent sham operations were carried out by the same
method, but without the implantation of the amniotic membrane. All rats received
perioperative analgesia after surgery.

A new echocardiographic evaluation was performed after 1-month scaffold

implantation.

HISTOLOGICAL ANALYSIS

The hearts were removed and fixed in 10% phosphate-buffered formaldehyde.
Specimens were embedded in paraffin blocks, sectioned at 5 pm-thick slices (four
sections per sample), stained with trichrome and examined under a light microscope.
These sections were subjected to Masson's trichrome staining. Digital images for
epicardial and endocardial circumferences, areas, LV free wall, and infarct size were
captured by Zeiss Axiovert S100 TV microscope (Zeiss, Jena, Germany) and Image
Tool 2.0 (UTHSCSA, San Antonio, TX, USA). The infarct size in each heart was
calculated as the percentage of infarct scar relative to the outer circumference of the
LV free wall with collagen Sirius Red-positive. The fixed tissues were sectioned and
stained with antibodies mouse primary antibody against CD31 (ab64543, 1:100,
Abcam) to facilitate the quantification of vascular density in the border zone, with
secondary antibodies of anti-rabbit Rhodamine (31665; 1/ 1:200, Thermo Fisher
Scientific) and Connexin 43, the rabbit polyclonal anti-C x 43 antibody (Zymed Lab.
Inc. USA, Lot. No. 30476831) utilized to quantify the connexons was used at dilutions
of 1:200 as the primary antibody and goat anti-rabbit IgG (Molecular PROBE, USA,
Alexa Fluor 488, Lot. No. 35068A). Finally, sections were incubated with DAPI
mounting medium to provide nuclear staining, (5 mL/section, DAPI H-1200,
Vectashield). Negative controls were obtained from sections that were stained with
secondary antibody only. The number of vessels per high-power field was counted by
two blinded observers in five fields per slide; the mean of vessels/field was used for

subsequent analysis.
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STATISTICAL ANALYSIS

Data are expressed as the mean = SD or SEM. Differences were statistically
analyzed by ANOVA followed by post hoc Bonferroni’s multiple comparison tests.
Differences between the two groups were analyzed with using an unpaired t-test. Any

P value less than 0.05 was considered significant.

RESULTS
Effects of 15d-PGJ2 on MSCs (in vitro).

To investigate the effects of 15d-PGJ2 induced cell death, MTT assays were
applied. The results showed that treatment with 10 pM 15d-PGJ2 no reduced
significantly cell death respectively, compared with untreated 15d-PGJ2 cells (Fig.
02).

Acellular human amniotic scaffold analysis (in vitro).

Images of phase contrast of decellularized human amniotic membrane
scaffolds (Fig.3 A). Morphological rearrangement of cell 24h post-incubated with 15d-
PGJ2 nanoparticles. (Fig.3B). Electronic scanning microscopy (SEM) examination of
the structure of the scaffolds showed that the migration and ingrowth of seeded
mesenchymal cells and formation of homogeneous spherical aggregates on cultured
after 24 h (Fig. 3C/D).

Echocardiographic analysis
Analysis of the groups separately

With respect to the baseline values, there was no statistical difference in all
animals studied, in the parameters of LVEF, LVES, and LVED. In this way, the
groups were considered homogeneous.

One month after scaffold implantation, the LVEF presented a significant
decrease in the control group (33.13 + 2.75 to 28.13 = 3.8%; p-value = 0.0083),
increase in AHAS group (35.38 + 2.67% to 38.88 + 4.29%; p-value = 0.0820) and
significant increase in AHAS + 15d-PGJ2 group (33.5 + 5.07% to 38.88 + 3.14%; p-
value = 0.0046.

The LVES over the same time interval gave increases in the control group
(0.305 £ 0.178 mL to 0.380 + 0.182 mL; p= 0.8546). In the AHAS and AHAS + 15d-
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PGJ2 groups decrease (0.168 + 0.039 mL to 0.161 + 0.052 mL; p>0.9999 and 0.290
+0.143 mL t0 0.179 £ 0.063 mL; p= 0.3567, respectively).

The LVED over the same time interval gave significant increases in the control
group (0.350 £ 0.362 mL to 0.569 £ 0.274 mL; p= 0.0079), stabilized in AHAS group
(0.260 = 0.058 mL to 0.262 + 0.074 mL; p>0.9999) and decrease in AHAS +15d-
PGJ2 group (0.418 + 0.19 mL to 0.292 + 0.094 mL; p=0.1857) (Table 1).

Analysis among groups

After one month from scaffold implantation, statistical differences were
identified in respect to the LVEF among the control vs AHAS groups (p<0.0001) and
control vs AHAS+15d-PGJ2 groups (p<0.0001). Any difference between the AHAS
and AHAS+15d-PGJ2 groups was identified.

In respect to the LVES statistical differences were identified among the control
vs AHAS and control vs AHAS+15d-PGJ2 groups (p=0.0072 and p=0.0154,
respectively). Any difference between the AHAS and AHAS+15d-PGJ2 groups was
identified.

In respect to the LVED, differences were identified among the control vs AHAS
and control vs AHAS+15d-PGJ2 groups (p=0.0020 and p=0.0056, respectively). Any
difference between the AHAS and AHAS+15d-PGJ2 groups was identified (Figure
04).

Histology

Serial sections of Masson's trichrome-stained sections were analyzed to
determine infarct size, denoted as a percentage of the cross section. The infarct size
was less in AHAS+15d-PGJ2 (34,04+ 6,62), than AHAS (46,63+10,42) and control
(64,59+ 2,84) groups respectively; P<0.001). (Figure 05).

Serial sections of Sirius red stained sections were analyzed to determine
collagen. The collagen type | (content index) was less in AHAS+15d-PGJ2 (32.7 +
5.3%) than compared to AHAS (98.68 + 7.4% and the control groups (166,8+11,2%)
P<0.001. (Figure 06).

CD 31 and Connexin 43
Differences were observed in myocardial antibody CD31(vessels) and

Connexin 43 (Gap junction) concentration between groups, but when compared with
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control, there was an increase of concentration in AHAS and AHAS + 15d-PGJ2
groups, respectively.(Figure 07).

Discussion

The treatment for the cardiovascular diseases is one of the core targets of new
medicine regenerative. Previous experimental studies performed on cardiac ischemia
models have so far been aimed at investigating the efficacy of cell therapy on cardiac
repair by using different cell types including bone marrow derived cells [26], skeletal
myoblasts [27] and fetal cardiomyocytes [28]. However, the results are still conflicting
with relation to the type of cell to be used and in which research model, especially
when we seek the transmural fibrosis regeneration.

Some studies with skeletal myoblasts suggest recolonization with new muscle
fibers however without integration with the native myocardium[16], while bone
marrow stem cells feature integration with the native myocardium, but with little ability
to regenerate from the myocardial fibrosis[13].

The main goal of scaffold implantation in the infarcted myocardium is the
colonization of the fibrotic region with new contractile cells to recover the left ventricle
contractile function. It has recently been shown that transplantation of placental fetal
membrane delivered cells into ischemic rat hearts results in a reduction in cardiac
scar size as well as an improvement in cardiac contractile function with less reduction
of left ventricle wall thickness [26, 17].

In present study was used AHAS+15d-PGJ2 cultivated with cells as a
biomaterial model because it is a biocompatible material that has been intensively
investigated in ophthalmology, dermatology and reconstructive surgery [16]. It has
been well known that preserve different intrinsic factors growth promotes
differentiation, and prevent apoptosis in the heart [18].

In a model of chronic myocardial infarction with pre-established fibrosis, was
demonstrated that AHAS+15d-PGJ2 provide cardioprotection against myocardial
infarction by reducing cardiac dysfunction.

The data identified with increasing the ejection fraction in AHAS+15d-PGJ2
group was satisfactory, however, what seemed more interesting was the ventricular
anti-remodeling effect. It was also identified by Cargnoni et al 2009[26] and Fang et
al 2012[18].
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In other studies related to myocardial tissue regeneration, therapy using bone
marrow cells, fetal cardiomyocytes and skeletal myoblasts in the same model of
transmural myocardial fibrosis, the therapeutic result not reduced the ventricular
remodeling [13-15], very different from what was identified in the present study, with
a clear preservation of ventricular dilatation.

This finding can be justified by some considerations: - usually the studies with
cell therapy injected cells in the anterior wall of the left ventricle, different of this
model because the membrane was deployed on the anterolateral wall of the left
ventricle; another justification for interesting anti-remodeling effect, may be related to
form of delivery of stem cells, because due to the great loss of cells at the time of the
cell implant, the amniotic membrane will eventually settle for more time on the site;
and cardioprotective effects in the ischemic heart, probably via paracrine
mechanisms.

On the other hand, therapy with bone marrow cells and myoblasts cells in
chronic myocardial infarction did not exert the anti-remodeling effect, probably
because of the lack of ability of regeneration of cardiac myocytes and only blood
vessels by the stem cells by the lack of integration of myoblasts with myocardial
tissue native [19].

Interesting data have been identified on histology, as it was observed a
decreased size of the infarcted area, a reduction the amount of collagen type I, the
presence of new cardiomyocytes and blood vessels in the myocardial fibrosis, the
region where the scaffolds with nanoparticles were implanted, in the AHAS+15d-
PGJ2 group.

Thus, to better understand the beneficial effects exerted by AHAS+15d-PGJ2,
was demonstrated that AHAS is non-toxic for cardiomyocytes and can be
incorporated into the heart tissue over the time, what might be characterized by
positive connexina 43 identified in the myocardium infarcted. The acellular human
membrane scaffold preserves growth factors and other proteins that maintain the
alignment of collagen fibers and could release paracrine factors like that promote
vascular endothelial differentiation, prevent the apoptosis, which has been shown in
other studies [17]. Another important consideration is related that decellularized
amniotic membrane has been shown to possess the same elasticity and tensile
strength in vitro [20, 21].
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Localized support of the dilating left ventricle may inhibit remodeling
processes, appears to have the appropriate characteristics to prevent LV dilatation
without.

When compared AHAS and AHAS+15d-PGJ2 groups no difference between
them was identified in any of the parameters echocardiographic, however, was
identified a greater difference of LVEF between their respective values of 1 month
when compared to baseline values (3.5% in AHAS and 5.38% in AHAS+15d-PGJ2).
These findings suggest that the anti-inflammatory effect of nanoparticles may have
contributed to the functional benefit in this group.

It has been reported before that amniotic membrane, are able to release
cytokines that have potent anti-inflammatory effects (interleukin-10 and interleukin-
6)[22].

The nanoparticles are local reservoirs for the release of anti-inflammatory for
the recruitment of host endothelial cells and provide tissue regeneration. This finding
may be due to low administered dose of 15d-PGJ2 according to the finding of de
Melo et al [23].

In this study the scaffolds adhered well to the heart with electrical conductance
of the gap junction, how was it possible to be proven with the markup of connexin 43,
and the implanted nanopatrticles provide a base for the development of new vessels
that connected the underlying myocardium and the construct and reverse
remodeling, which has been verified a general recovery of cardiac function after
myocardial infarction.

The use of amniotic membrane as a treatment for myocardial fibrosis offers
the advantages of being in plentiful supply and applicable immediately without the
need for any cell isolation, culture process, which makes it a low-cost approach; in
addition, amniotic membrane has good preservability [24] and is immunologically
tolerated [25].

The present study reports a novel way to deliver acellular amniotic membrane
scaffold carrying nanoparticles loaded with 15d-PGJ2 on preventing myocardial

dysfunction.

CONCLUSION
In summary, we evaluated the therapeutic effect of acellular membrane

scaffold isolated and carrying nanoparticles of 15d-PGJ2 on infarcted myocardium by
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enhancing angiogenesis, reducing myocardial fibrosis, the proliferation of
cardiomyocytes and as a result increasing the ejection fraction of the left ventricle

with preservation of ventricular dilatation.

STUDY LIMITATION
The fact of having been used a heterologous graft, (human acellular amniotic

membrane) can eventually cause some kind of immunologic reaction.
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Table 01. Intra-group comparison of the echocardiography values at the evolution

with paired simple, 7 days and 1 month in rat group.

Echocardiographic Control AHAS AHAS+15dpgj
parameters
7 0,350+0,362 0,260+0,058 0,418+0,19
LVED (ml)
im 0,569+0,274 0,262+0,074 0,292+0,094
P=0,0079 P>0.9999 P=1857
7 0,305+0,178 0,168+0,039 0,290+0,143
LVES™ (ml)
im 0,380+0,182 0,161+0,052 0,179+0,063
P=0.8546 p>0,9999 P=0,3567
7 33,13+2,75 35,38+2,67 33,5015,07
LVEF (%)
im 28,13+3.8 38,88+4,29 38,88+3,14
P=0,0083 P=0.0820 P=0.0046

Summary data of echocardiographic measurements in each group of animals. Data
are expressed as the mean + standard deviation P<0.001. AHAS (acellular human
amniotic membrane scaffold) + 15dpgj group; LVED, left ventricular end-diastolic;
LVEF, left ventricular ejection fraction; LVES, left ventricular end-systolic.ure 01
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Figure 01 — Intraoperative view of the mouse heart via sternotomy. The LAD has

been ligated with a 7.0 prolene suture, which has also been used to attach the
AHAS+ 15dPGJ patch.
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Figure 02 — The effect of 15d-PGJ2 on the viability of mesenchymal cells.
Mesenchymal cells were treated with DMSO at a concentration of 10uM of 15d-PGJ2
for 24h and the survival rate was analyzed using an MTT test. P<0.05 compared with

the control group.
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Figure 03 — Phase contrast images of the acellular amniotic membrane(A) and
morphological rearrangement of cell 24h post-incubated with 15d-PGJ2
nanoparticles (B). Homogeneous spherical aggregates on acellular amniotic
membrane[arrow](SEM)(C)(3500x). Images of mesenchymal stem cells on acellular
amniotic membranes cultured after 24 h Cells on amniotic membrane and
nanoparticles with cells on membranes[arrow](SEM)(D)(13500x). The bar scale is 50
Mm.
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Figure 04 — Analysis among groups

Summary data of echocardiographic measurements among groups in different
periods. (baseline vs 1 month).
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Figure 05 — Representative Masson’s trichrome stained heart sections obtained from
hearts 1m after surgery. Scar tissue is identified by blue. Quantitative analysis of
infarct size.

P< 0.001 when compared to the Control, AHAS and AHAS + 15dpgj groups. Scale

bars, 50 pm.
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Figure 06 — Images from Sirius red staining were obtained with circularly polarized
light. Collagen type I (red fibers) was more predominant in the scar from animals
treated with AHAS + 15dPGJ than with collagen type Il (green fibers). Scale bars, 50
um. P< 0.001 when compared to the Control, AHAS and AHAS + 15dpgj groups.
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Figure 07 — Control group negative for CD31 and Connexin 43. AHAS and AHAS +
15dPGJ groups positive for CD31 antibody and Connexin 43(expressed gap junction
formation and DAPI-stained blue nuclei). The bar scale is 50 pm.
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7 CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo confirma o potencial da MAHD como arcaboucgo para
prevencado de disfuncdo miocardica, assim como apresenta uma nova maneira de
fornecer nanoparticulas. Procurou-se confirmar também que a associacdo destas
nanoparticulas de 15d-PGJ2 com a MAHD foi capaz de atenuar o remodelamento
cardiaco.

Ademais, o0 efeito terapéutico da membrana amnidtica humana
descelularizada isolada e transportando nanoparticulas de 15d-PGJ2 no miocérdio
infartado promoveu angiogénese, proliferacdo de cardiomiécitos e reduziu fibrose
miocardica. Essa atuacdo resultou num aumento da fracdo de ejecao do ventriculo
esquerdo com atenuacdo no remodelamento cardiaco. Demonstrando ser uma
estratégia eficaz para a medicina regenerativa.

Ressalta-se como limitagdo do estudo que a utilizacdo de um enxerto
heter6logo (membrana amnidtica humana descelularizada) pode eventualmente

causar algum tipo de reacéo imunoldgica.
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