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RESUMO

Introducdo: O infarto agudo do miocardio (IAM) permanece como principal causa de
morte cardiovascular no mundo, e recentemente o complexo Inflamassoma NLRP3 foi
apontado como um importante modulador da resposta inflamatéria apds o IAM.
Estudos prévios ja demonstraram que terapias celulares envolvendo células-tronco (CT)
e membrana amnidtica humana (MAH) foram capazes de modular a resposta
inflamatdria apds o IAM, mas os mecanismos exatos de atuacdo e a possivel interacao
com o complexo NLRP3 ainda nado é elucidada. Objetivos: avaliar os efeitos bioquimicos
e histopatoldgicos do uso das células-tronco mononucleares da medula déssea e da
membrana amnidtica humana sobre o complexo NLRP3 apds o IAM em ratos Materiais
e Métodos: 50 ratos foram submetidos ao infarto do miocardio através de oclusdo da
artéria coronaria esquerda. Apds 07 dias, os animais foram submetidos a andlise
ecocardiografica, e aqueles com fracdo de ejecdo < 50% foram incluidos no estudo e
randomizados em trés grupos: controle (n=10), CT (n=11) e membrana-amnidtica (n=8).
As CT e a MAH foram injetadas e implantadas, respectivamente, na parede anterior do
coragao sete dias apds o infarto. No trigésimo dia apds o infarto, os animais foram
novamente submetidos a ecocardiografia, com posterior eutanasia. Os parametros de
estresse oxidativo foram avaliados através do sistema DCFH e glutationa, a atividade
inflamatdria foi analisada através de imunohistoquimica para TNF-alfa e NF-kB, e a
atividade do complexo NLRP3 determinada através da atividade de NALP3, Interleucina-
1B, ASC e Caspase-1. Valores de p <0,05 denotaram significancia estatistica. Resultados:
Os grupos foram considerados homogéneos em relacdo aos dados ecocardiograficos do
sétimo dia (fragdo de ejegdo, volume sistélico final e volume diastélico final). Apds 30
dias, observou-se melhora significativa na fracdo de eje¢ao e redugao do
remodelamento ventricular nos grupos células-tronco e membrana amnidtica, sem
alteragdes significativas no grupo controle. Ndo se observou diferenga significativa entre
0s grupos ao avaliar estado redox intracelular e os niveis do marcador proé-inflamatério
NF-kB estavam significativamente reduzidos no grupo controle. Nao houve diferenga
nos niveis de TNF-alfa e NF-kB nos grupos células-tronco e membrana amnidtica, e a
atividade do complexo NLRP3 ndo foi reduzida com o uso terapéutico de células-tronco
ou membrana amnidtica, em comparacdao ao grupo controle. Conclusdes: Apesar da
melhora na fungao cardiaca global, terapias celulares com células-tronco ou membrana
amnidtica ndao foram capazes de suprimir a atividade do complexo NLRP3 em uma
analise apos 30 dias do infarto do miocardio.

Palavras-Chave: Insuficiéncia cardiaca; Células-Tronco; Membrana Amnidtica;
Inflamassoma NLRP3;



ABSTRACT

Background: Acute myocardial infarction (AMI) remains as the leading cause of
cardiovascular death worldwide and, recently, the NLRP3 Inflammasome had been
pointed as the key regulator of the inflammatory response after AMI. Previous
experimental studies had demonstrated that cell-based therapies with stem cells and
human amniotic membrane can modulate the inflammation after an ischemic injury in
the heart; however, the exact mechanisms underlying this association is still not clear.
This study aimed to evaluate the possible relationship between the bone-marrow
mononuclear stem cells (BMMC), the acellular human amniotic membrane (AHAM) and
the NLRP3 complex after myocardial infarction in rats. Methods: A total of 50 rats were
submitted to myocardial ischemia through the ligation of the left coronary artery. After
seven days, an echocardiographic evaluation was performed, and animals with ejection
fraction < 50% were included and randomized into three groups: control (n=10), BMMC
(n=11), and AHAM (n=8). The stem cells and the amniotic membrane were injected and
implanted, respectively, on the anterior surface of the heart seven days after coronary
occlusion. On the 30th day, the animals were again submitted to echocardiographic
evaluations, followed by euthanasia and surgical excision of the heart for biochemical
and histological analyzes. P values < 0,05 denoted statistical significance. Results: The
groups were homogenous during the echocardiographic baseline analysis. After 30 days,
both BMMC and AHAM groups had significant improvements in ejection fraction and
showed decreased ventricular remodeling, and no significant changes were observed in
the control group. Oxidative stress analysis was similar between the three groups, and
the inflammatory parameters and the NLRP3 inflammasome activity were not
decreased with the therapeutic use of both BMMC and AHAM, in comparison to the
control group. Conclusion: Despite the improvements observed in global cardiac
function, cell-therapy with BMMC AHAM was not able to suppress the NLRP3
inflammasome activity after 30 days of myocardial infarction.
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1. INTRODUCAO

As doengas cardiovasculares (DCV) sdo a principal causa de morte global, sendo
o infarto agudo do miocérdio (IAM) seu principal representante, responsavel por
aproximadamente 16 milhdes de mortes no mundo em 2015 (1). Do ponto de vista da
fisiopatologia, o evento isquémico agudo ocorre devido a fissura ou ruptura de placa
aterosclerdtica, com consequente formagdo de trombo, que ao se deslocar pela luz do
vaso pode desencadear um processo de obstrucdo do lUmen arterial.

Apds a obstrucdo, ocorre queda do aporte sanguineo aos cardiomidcitos,
gerando um estado de hipoperfusao capaz de desregular os mecanismos fisiolégicos das
células cardiacas (2,3). A queda dos niveis de oxigénio faz com que um metabolismo
anaerobio seja exercido pelos cardiomidcitos, diminuindo a produgdo de Adenosina
trifosfato (ATP) pelas mitocéndrias, com consequente acimulo de substancias toxicas
no meio intracelular, a exemplo de acido latico e radicais livres (4,5). Além disso, ha
liberagdo e exposicdo de moléculas e proteinas intracelulares para o meio extracelular,
gerando uma reagdo imunoldgica e ativando uma resposta inflamatéria no organismo
(7,8,9).

A resposta inflamatdria é essencial para que a homeostasia do organismo ocorra
de forma adequada. No microambiente isquémico apds a obstrugdo coronariana,
objetiva-se com a resposta imune o reparo da regido acometida pela hipdxia através da
reabsor¢ao de debris celulares e posterior produgdo de matriz de colageno cicatricial,
em um processo que deve ser finamente regulado pelos agentes da resposta
imunoldgica (7,8). Os principais agentes envolvidos nesse processo sdo as células pro-
inflamatdrias, como neutréfilos e mondcitos, citocinas pré-inflamatdrias como fator de
necrose tumoral alfa (TNF-a), Interleucina-1, Interleucina-6, plaguetas e sistema
complemento (8,9).

Em casos de morte celular extensa, devido ao infarto transmural ou a auséncia
de reperfusdo da drea de isquemia, a resposta inflamatdria torna-se exacerbada,
podendo deteriorar a capacidade contratil do coragao através de alteragdes elétricas,
bioquimicas e estruturais na arquitetura ventricular (10). Diversos estudos tém indicado
que graus elevados de marcadores pro-inflamatérios apds o infarto do miocardio estao

diretamente relacionados com a perda de fungdo cardiaca e remodelamento ventricular
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patoldgico, levando a disfungao ventricular e evolugao para insuficiéncia cardiaca
(8,9,11).

Um importante regulador desse mecanismo inflamatdério no organismo é o
complexo Inflamassoma NLRP3, amplamente reconhecido por sua acdo pro-
inflamatdria em patologias neurodegenerativas e metabdlicas como gota, diabetes tipo
2 e Doenca de Alzheimer (12,13). Recentemente, esse complexo passou a ser estudado
no contexto das doencas cardiovasculares, especialmente em processos aterogénicos,
sindromes coronarianas e acidente vascular encefdlico, devido ao seu possivel
envolvimento na fisiopatologia dessas doencas (14,15).

O inflamassoma é um complexo multiproteico e intracelular, sendo o subtipo
mais estudado o NLRP3. Dois mecanismos complementares sdo necessarios para que
ocorra sua ativagdo: o primeiro esta relacionado a translocagao do fator de transcrigao
NF-kB para o nucleo celular, estimulando a expressao génica de Pro-Interleucina-18,
Pro-Interleucina-18 e NLRP3 (16). O segundo mecanismo ocorre em resposta a
particulas associadas a patégenos (PAMPs) e moléculas associadas ao dano tecidual
(DAMPS), substancialmente elevadas em periodos de estresse e/ou lesdes teciduais.
Outras substancias também podem ser responsaveis por sua ativagao, como os cristais
de urato, lipopolissacarideos, ATP, proteinas nucleares, espécies reativas de oxigénio
(EROs) e o efluxo de potdssio celular (17,18).

Apds sua ativacdo, uma cascata enzimdtica intracelular é desencadeada,
culminando na ativagao da enzima caspase-1 e posterior clivagem das Pro-Interleucina-
18 e Pro-Interleucina 18, que em suas formas ativas sao consideradas como os agentes
responsaveis pela resposta efetora do complexo (18,19). Além disso, a ativa¢do da
caspase-1 também causa a morte celular através da formacao de poros (piroptose), por

meio da estimulagdo de gasdermina-D (Figura 01).
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Figura 01: Complexo Inflamassoma NLRP3
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Fonte: Takahashi, 2018.

Estudos recentes tém demonstrado que a atividade do complexo NLRP3 esta
associada com a perda de fungao cardiaca e remodelamento cardiaco patoldgico apds a
isquemia miocardica (17,20,21). Por esse motivo, o bloqueio de suas enzimas e
interleucinas tornou-se um alvo terapéutico apds o infarto do miocardio (22,23).
Diversos trials ja avaliaram os possiveis beneficios do bloqueio direto da IL-18 com o uso
de anticorpos especificos no processo de remodelamento cardiaco em pacientes apds o
evento isquémico; outros agentes como o Dapansutrile, Colchicina, MCC950 e Muscona
também tém sido testados em modelos animais com o mesmo objetivo (24-29).

Apesar de promissores, esses agentes ainda nao estdo disponiveis para uso
terapéutico apds uma lesdo isquémica no coracgdo (14). Em sua maioria, possuem um
elevado custo de aquisicdo e ainda nao existem estudos que avaliem a eficdcia e o risco-
beneficio acerca dos possiveis efeitos colaterais que essas terapias imunossupressoras
possam acarretar apés um longo periodo de tempo. Dessa forma, a busca por um agente
efetivo em preservar a funcdo cardiaca de forma global e impedir o processo de
dilatacdo ventricular através da inibicdo da resposta inflamatéria apds o infarto do
miocdrdio ainda é uma meta a ser atingida (8,30).

Diversos biomateriais e terapias celulares tem sido estudados nesse contexto,
buscando uma integracao célula-matriz que proporcione a melhora da fungao cardiaca

global, seja através de uma acdo imunomodulatdria, capaz de reduzir a resposta
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inflamatdria e promover angiogénese, ou através de uma estrutura tridimensional que
possibilite a adesdo, proliferacdo e diferenciacdo celular (31,32). Os agentes mais
estudados sdo as células-tronco, provenientes da medula éssea, tecido adiposo e células
fetais e, mais recentemente, scaffolds tridimensionais como o tecido intestinal
submocoso e a membrana amnidtica humana (33-35).

As células-tronco possuem potencial terapéutico para diversas doencas, devido
a sua capacidade de proliferacdo e diferenciacdo em variadas linhagens celulares (36—
38). Recentemente, uma possivel modulagdo anti-inflamatéria foi proposta com seu uso
terapéutico, mediada por mecanismos autdcrinos e paracrinos no microambiente
celular (35,39). Por esse motivo, seu uso tem sido explorado no tratamento de doencas
autoimunes, neurodegenerativas, traumaticas e inflamatérias. No contexto do infarto
do miocdrdio, o uso das células-tronco ja demonstrou capacidade de melhora na fungao
cardiaca, redugdo da area do infarto e estimulagdo da angiogénese (40-42).

Em relacdo a membrana amnidtica humana (MA), seu uso como biomaterial tem
sido investigado devido a suas caracteristicas intrinsecas de biocompatibilidade, ndo
causando reagdes imunolégicas no hospedeiro, e por seu potencial de regeneracao
tecidual (43,44). Alguns autores atribuem seu mecanismo de acdo ao seu suporte
tridimensional, que atrai e estimula a sobrevivéncia de células vizinhas, além de ser uma
fonte de células-tronco em sua forma nativa (45). A grande atratividade para seu uso
terapéutico decorre do fato de ser facilmente obtida e processada, nao gerando custos
significativos para sua aquisicao. Atualmente, a MA ¢é utilizada na cicatrizagdao de
gueimaduras na pele, Ulceras de decubito e tratamento de afec¢des da superficie ocular.
Em modelos de infarto, a MA ja foi capaz de diminuir o remodelamento patoldgico e
melhorar a funcao cardiaca, atuando através da formacao de novos vasos sanguineos e
diminuicdo da resposta inflamatdria (34,46,46).

Apesar das evidéncias sugerindo beneficios funcionais com o uso terapéutico das
células-tronco e da MA apds o IAM, ainda nao ha um consenso acerca dos mecanismos
exatos pelos quais esses agentes interagem com as células cardiacas residentes,
especialmente em relacdo a possivel atenuacao da resposta inflamatdria apds o infarto.
Além disso, ndo ha na literatura descricbes que abordem a possivel interacdo das
células-tronco e da MA com o complexo Inflamassoma NLRP3 apds uma isquemia

permanente no coragao.
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2. JUSTIFICATIVA

O processo inflamatdrio é indispensavel para que ocorra a reabilitagdo da fungao
cardiaca apds um evento isquémico no miocardio. Entretanto, uma resposta
inflamatdria exacerbada, causada por uma obstrucdo prolongada do vaso ou pela
extensdo do infarto, pode causar efeitos prejudiciais as células cardiacas. Assim, a
atenuacdo da resposta inflamatdria apds o evento agudo é um alvo terapéutico que
objetiva a preservagao da fungdao contratil do miocardio e redugao do processo de
dilatagao ventricular patoldgica.

Recentemente, o Inflamassoma NLRP3 foi apontado como um dos principais
reguladores dessa resposta inflamatdria apds o IAM. Por esse motivo, a inibicdo das
proteinas e interleucinas produzidas por esse complexo apds o IAM tornou-se um alvo
terapéutico com objetivo de preservagao da fungao cardiaca global apds uma injuria
isquémica no coragao.

As células-tronco mononucleares da medula éssea e a MA ja se demonstraram
capazes de reduzir a resposta inflamatdria em modelos experimentais de infarto, mas
ainda ndo ha naliteratura uma descrigao precisa desse mecanismo de atenuagao. Assim,
esse estudo testou a hipdtese de que as células-tronco mononucleares da medula dssea
e a MA preservariam a funcdo cardiaca e impediriam o remodelamento cardiaco
patoldgico através da diminuigao da resposta inflamatdria apds um evento isquémico
no coragao, especificamente por meio da inibi¢ao do complexo Inflamassoma NLRP3 em

um modelo de infarto do miocardio em ratos.
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3. OBJETIVOS

3.1 - GERAL
Realizar a andlise das repercussoes inflamatodrias, oxidativas e histopatoldgicas
dos efeitos do implante da membrana amnidtica acelular e das células-tronco

mononucleares em um modelo de infarto do miocardio em ratos.

3.2 — ESPECIFICOS

e Realizar a andlise in situ de TNF-a e NF-kB, como parametros de

atividade inflamatéria.

e Avaliar a oxidacdo da diclorodiidrofluoresceina (DCFH) e sistema

glutationa, como parametros de equilibrio redox.

e Avaliar a via do complexo inflamassoma NLRP3 através dos niveis das

proteinas NLRP3, ASC, Caspase-1 e Interleucina-1R.
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4. REVISAO DE LITERATURA

4.1 Infarto Agudo do Miocardio (IAM)

4.1.1 Epidemiologia

As doengas do aparelho circulatério sdo responsaveis por aproximadamente 18
milhGes de ébitos por ano, equivalendo a cerca de 31% de todas as mortes globais (47).
No Brasil, os ultimos dados do Ministério da Saude estimam que cerca de 358.882
brasileiros foram a o6bito em decorréncia das doengas cardiovasculares em 2017,
levando a ébito um brasileiro a cada 90 segundos (48). Ha destaque para o infarto agudo
do miocdrdio (IAM), responsavel por aproximadamente 45% desses obitos, com

estimativas de custos de satde acima dos $750 bilhdes globalmente em 2035 (49).

4.1.2 Fisiopatologia do IAM

A causa mais comum de IAM é a aterotrombose, ou seja, ruptura de uma placa
de ateroma com formacdo de trombo sobrejacente (3). Esse trombo pode ser
parcialmente oclusivo (trombo branco, rico em plaquetas), ou totalmente oclusivo
(trombo vermelho, rico em fibrina). O fator determinante para a formacdo de um ou
outro tipo de trombo é o grau de inflamacao na placa aterosclerética, que pode resultar
em infarto transmural ou subendocdrdico (50). Em uma minoria dos casos, a oclusdo
coronariana aguda é secundaria a outros processos patolégicos que ndo a
aterotrombose, como o espasmo coronariano, uso de cocaina, disseccdo coronariana,
sindromes trombofilicas e vasculites.

Apds a oclusdo coronariana, ocorre queda do aporte sanguineo para a regiao
subjacente a obstrucdo, diminuindo a concentracdo de oxigénio (02) celular e
desencadeando um processo de hipdxia (2). Devido ao estado de hipdxia, os
cardiomidcitos entram em processo de respiragao anaerdbia com consequente redugdo
dos niveis energéticos da célula, acumulando lactato e gerando faléncia das bombas de
processo ativo como a 1NA/K+/ATPase, causando um acumulo de sddio intracelular e
efluxo de potdssio devido ao gradiente osmdtico com o meio extracelular (6,53). Como
consequéncia, ocorre um disturbio de condugdao da membrana plasmatica e instituigdao
de edema celular, em uma primeira fase que ainda é reversivel, pois as membranas

celulares estdo intactas (2,52,53).
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Além do influxo de sddio, ocorre liberacdo de calcio intracelular pelo reticulo
sarcoplasmatico, potencializando a ativacdo de enzimas proteases (54). Essas enzimas,
através da lise de fosfolipideos membranaceos, liberam para o citoplasma acidos graxos
livres e radicais livres provenientes do citoplasma mitocondrial, em especial as espécies
reativas de oxignio (EROs). Os radicais livres sdo importantes moléculas para o
metabolismo fisioldgico da célula, mas quando seus niveis se elevam a ponto de superar
0s mecanismos anti-oxidantes celulares, como ocorre no estado de hipdxia apds o
infarto do miocardio, sua presenca pode gerar peroxidacao de lipideos, oxidagdao de
proteinas e danos irreversiveis ao DNA celular (55). Ainda, ocorre despolimerizacdo do
citoesqueleto celular tardiamente, alterando a permeabilidade das membranas

celulares, causando sua ruptura e tornando a morte celular irreversivel (5,6,56).

4.1.3 A resposta inflamatdria apds o infarto do miocardio

A morte dos cardiomidcitos libera para o meio extracelular moléculas e proteinas
do interior celular que, quando exteriorizadas, sao capazes de ativar o sistema
complemento e tornam-se substratos para a formacdo de complexos antigénicos (9).
Essas moléculas liberadas subsequente a morte celular sdo genericamente
denominadas de moléculas associadas a dano tecidual (DAMPs) (57). As principais
DAMPS sdo os acidos nucleicos, proteinas intracelulares como HMGB1 (High-mobility
group B1), HSPs (heat shock proteins), DNA mitocondrial e RNA mensageiro (58,59).
Essas moléculas sdo reconhecidas por receptores de reconhecimento padrdo (RRPs),
presentes na superficie de células como mondcitos e macrofagos, sendo capazes de
ativar a resposta celular e humoral no organismo (60).

A resposta imunoldgica pode ser efetuada através de dois mecanismos
complementares: por meio da agao de células pré-inflamatdrias, como os neutréfilos e
mondcitos (7), ativados pelo sistema complemento, e através das citocinas proé-
inflamatdrias como TNF-a, Interleucinas da familia 1 (IL-1) e Interleucina 6 (IL-6) (61,62).
Outros agentes como o fator de transcricdo NF-kB e as EROs também estdo envolvidos
neste processo.

Apds o infarto do miocardio, a resposta inflamatdria pode ser dividida em trés
fases: inflamatéria, proliferativa e de maturacdo (63,64). A fase inflamatdria é

caracterizada pela sintese de citocinas da familia CCL e CXCL, induzidas pelo NF-kB e
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sistema complemento em resposta a injuria miocdrdica. As citocinas CCL e CXCL sao
responsaveis pelo recrutamento de neutroéfilos para a area do infarto, que por sua vez
recrutam os mondcitos para o microambiente isquémico, com objetivo primario de
remocdo dos cardiomidcitos mortos (65). Os mondcitos sdao também responsaveis pela
producdo de IL-118 e TNF-a, que auxiliam no recrutamento de macroéfagos, que realizarao
a limpeza dos debris celulares e extracelulares da regido (9,66).

A seguir, fibroblastos e células vasculares secretam proteinas como Fator de
Crescimento B (TFG- B), Interleucina-10 e Fator de Crescimento Endotelial, em busca da
preservacdo da arquitetura ventricular apds a lesdo isquémica, atuando através da
degradagao da matriz extracelular remanescente e deposi¢ao inicial de colageno
cicatricial, caracterizando a fase proliferativa (67,68). Por fim, a morte destas células de
reparo marca a maturagao do infarto e surgimento cicatricial através da formacgao e
ligacdo das cadeias de colageno (fase de maturacao) (2). Essa sequéncia ordenada de
eventos é responsdavel pela preservacado da estrutura cardiaca apds a injuria miocardica,
prevenindo potenciais complicagdes da isquemia miocardica como ruptura de parede
ventricular, formacdo de aneurismas e choque cardiogénico.

O grau de inflamagao apds o evento agudo pode determinar a extensdo da area
de infarto e consequentemente a possivel perda de fungao cardiaca e remodelamento
ventricular, variando de acordo com os niveis das interleucinas pré-inflamatérias na
regiao de infarto. Apds o IAM transmural sem reperfusao, a produgao dessas citocinas
ocorre de forma exacerbada, levando a sustentacdo do processo inflamatdrio na area
do infarto, estando relacionadas com o processo tardio de perda de funcao cardiaca e

remodelamento cardiaco patoldgico (13).

4.1.3.1 — Fator de Necrose Tumoral alfa

O fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) é uma citocina pré-inflamatdria
secretada e ativada por macrofagos e linfécitos T, sendo um mediador fundamental na
inflamacgdo vascular. Seus receptores estdo presentes em células vasculares, musculares
e leucécitos ativados como linfécitos T e macréfagos (69). De forma geral, o TNF-a ndo
estd presente nos cardiomidcitos, mas apds uma lesdo no miocardio sua producdo pode

ocorrer através de macréfagos na zona de infarto e regido peri-infarto (70).
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Sua acdo apds a injuria cardiaca depende do tempo de isquemia cardiaca, que
determina a quantidade de sua produgao. Baixos niveis de TNF-a estdo relacionadas a
um efeito protetor no miocardio, sendo essa acao intermediada através do receptor de
TNFR2 (71). Por outro lado, em situa¢des de estresse como no estado de infarto
transmural ou de isquemia persistente, hd grande liberacdo dessa citocina, podendo
exercer um efeito toxico sobre os cardiomidcitos através da ativacdo do TNFR1 (72).

Essa toxicidade ocorre principalmente pela estimulagdo da secregdo de proteinas
que induzem a apoptose, como FADD e TRADD, e pelo aumento da infiltragao de
neutroéfilos pelo estimulo da expressao de VCAM-1 e ICAM-1 pelas células endoteliais
(73). Além disso, estudos sugeriram que o TNF-a é capaz de desregular a fungdo
mitocondrial, levando ao acumulo de EROs e aumento de calcio intracelular,
contribuindo para a disfungao celular de acordo com o mecanismo descrito
anteriormente (74,75). Ainda, o TNF-a facilita a penetracdo do fator de transcricdo NF-
kB para o nucleo das células, podendo regular a expressao génica de células e citocinas
pro-inflamatérias, como IL-1B e o préprio TNF-a, através de feedback positivo (76,77).

Bradham et al. demonstrou em 2002 que o TNF-a é capaz de ativar
metaloproteinases que realizam a degradagao de colageno da matriz extracelular,
contribuindo para o remodelamento cardiaco patolégico apds o infarto do miocardio
(78). Além disso, outros autores sugerem que o envolvimento do TNF-a na fisiopatologia
da IC ocorre devido a alteragcdes no metabolismo intracelular, induzindo receptores
beta-adrenérgicos e aumentando a concentracdo de EROs (79,80).

Em 2000, Ridker et al. demonstrou que os niveis de TNF-a podem servir como
preditores de morte e risco de recorréncia de eventos cardiovasculares apds o infarto
do miocardio (81); Em 2001, Fichtlscherer et al. demonstrou que, em pacientes com
Insuficiéncia Cardiaca (IC), a inibicdo do TNF-a através de agentes especificos esteve
relacionado com melhora da disfuncdo endotelial (82), e Bozkurt et al. demonstrou
melhora no remodelamento cardiaco patolégico através dessa inibicdo (83). Em 2008,
Dunlay et al. sugeriu que os niveis de TNF-a poderiam server como marcador de riscos
adversos em pacientes com IC (84), mas ensaios clinicos como o de Mann et al. falharam
em demonstrar reducdao de morte ou hospitalizagdo de pacientes com IC utilizando

inibidores de TNF-a (85).
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4.1.3.2 — Interleucina 6

A Interleucina-6 (IL-6) é uma citocina produzida principalmente pelo figado,
sendo considerada essencial para a fase aguda da resposta inflamatdria. Através de sua
atuagdo, é capaz de promover a ativagdo e proliferagao de linfdcitos, diferenciagdao de
células B, recrutamento de leucdcitos e regulacdo na sintese de proteinas de fase aguda
como fibrinogénio e albumina (86).

Estudos experimentais demonstraram que as células endoteliais e musculares
lisas também sdo capazes de produzir IL-6 (84,87,88), sendo que sua expressdo génica
pode estar relacionada a formagao de placas aterosclerdticas, podendo exercer um
efeito pré-coagulante e pro-trombético (86,89).

Ha poucos relatos na literatura que avaliaram o papel especifico da IL-6 apds o
infarto do miocdrdio, e os resultados atuais permanecem controversos (90). Os estudos
de Fredj et al. e Sano et al. demonstraram que os niveis de IL-6 estavam relacionados
com o processo de fibrose e hipertrofia ventricular (91,92). Em 2008, Karpinski et al.
também demonstrou que os niveis plasmaticos de IL-6 estavam relacionados com o
tamanho da drea de infarto, além de estarem relacionados com o desenvolvimento de
disfun¢do cardiaca em pacientes ap6és o infarto do miocdrdio (93).

Em 2010, Kobara et al. demonstrou em ratos que o uso de um anticorpo contra
o receptor de IL-6 foi capaz de reduzir o remodelamento cardiaco (94). Por outro lado,
Fuchs et al. observou que a perda genética de IL-6 ndo alterou o tamanho de infarto, a
fungdo ventricular e o processo de dilatagao patolégica em um modelo de infarto do
miocdrdio sem reperfusdo (95). Apesar da escassez de estudos e dos resultados
conflitantes, acredita-se que a IL-6 pode ser um alvo terapéutico para prevencao e

preservacao da funcdo contratil do coracdo apds o IAM sem reperfusdo (96).

4.1.3.3 — Interleucina 1

A familia da Interleucina-1 é composta por 11 citocinas, dentre as quais a mais
conhecida é a Interleucina-1p (IL-1B). A IL-1B é uma citocina pré-inflamatéria produzida
principalmente por mondcitos, macrofagos e células dendriticas, embora possa também
ser secretada, em menores quantidades, por linfécitos B e células natural killer. Sua

regulacdo ocorre principalmente pelo complexo Inflamassoma NLRP3 (97).
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Os principais mecanismos pelos quais a IL-1B exerce sua fungao estdo
relacionados a estimulacdo de fatores de crescimento vascular (98), inibicdo da
proliferacdo de células endoteliais (99) e expressdo de moléculas de adesdo pelo
endotélio, o que pode favorecer o processo de trombose luminal (100,101). Por esse
motivo, a atividade bioldgica da IL-1B é considerada como o principal modelo de
resposta inflamatdria no organismo, sendo sua agao reconhecida devido a importancia
no gatilho para a resposta inflamatdria frente a processos infecciosos.

A IL-1B também possui um importante papel na fisiopatologia da aterosclerose.
A velocidade de formacdo da placa aterosclerdtica, sua progressdo e possivel ruptura
estdo relacionados ao grau de inflamacgdo presente na placa (97). Estudos prévios ja
demonstraram que a IL-1B esta associada tanto ao processo de formacao da placa de
ateroma quanto ao seu processo de ruptura, que usualmente leva a oclusdo vascular
(102,103). Em 2006, Chamberlain et al. demonstrou que a atividade da IL-1B esteve
relacionada a formacdo arterial neointimal (109), e Bhaskar et al. observou pela primeira
vez que o uso de um anticorpo especifico contra a IL-1f foi capaz de reduzir a progressao
da placa aterosclerética (108).

A IL-1B desempenha um importante papel na modulacdo da resposta
inflamatdria apds o infarto do miocardio, estando diretamente envolvida na patogénese
do processo de remodelamento ventricular patolégico, havendo diversos mecanismos
propostos para justificar sua participagao na deterioragao da fungdo cardiaca. Em 1999,
Liu et al. observou que a IL-1B gerou redugdo da resposta de canais de cdlcio
dependentes ao estimulo beta-adrenérgico nos cardiomidcitos, justificando a perda de
funcdo cardiaca (106). Em 2002, Combes et al. sugeriu que a IL-1B poderia diminuir a
expressao de genes fundamentais para a regulagdo da homeostasia do calcio,
principalmente no reticulo sarcoplasmatico (107).

Outros estudos sugeriram que a IL-1B pode atuar aumentando a expressao dos
niveis de 6xido nitrico sintetase (NOS) pelos cardiomidcitos, levando a uma producao
aumentada de o&xido nitrico, diminuicdo da producdo de energia celular e
consequentemente disfungao de contratilidade cardiaca, através de um ataque direto a
superficie mitocondrial (108,109). Além disso, Bujak et al. observou em um modelo

animal que a IL-1B foi capaz de estimular metaloproteinases, com consequente
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aumento da degradacdo de colageno, contribuindo para o remodelamento cardiaco
apds uma lesdo isquémica no coracgdo (110).

Em 2013, Van Tassel et al. , em um modelo experimental de infarto, demonstrou
gue a injecdo Unica ou multipla de IL-1B em ratos previamente saudaveis foi capaz de
produzir uma disfuncdo sistdlica e diminuicdo da capacidade sistélica ventricular (111).
Em outro estudo, o mesmo autor avaliou no miocardio os efeitos da IL-1P circulante,
injetando em ratos saudaveis trés tipos de plasma: em um grupo, os animais receberam
plasma de pacientes com sinais e sintomas de insuficiéncia cardiaca aguda, no segundo
grupo os animais receberam plasma de pacientes com insuficiéncia cardiaca estavel e
no terceiro grupo os animais receberam plasma com anticorpo anti-IL-1B. Os resultados
demonstraram deterioracdo da funcao cardiaca sistdlica e diastdlica nos grupos que
receberam plasma de pacientes com insuficiéncia cardiaca, seja ela aguda ou cronica, e
os efeitos de depressao miocardica ndo foi observado em ratos que receberam o plasma
com os anticorpos anti-IL-1p (112).

Em fungdo de sua importante atuagdo na resposta inflamatéria apds o infarto do
miocardio, diversos estudos tém direcionado o bloqueio de sua acdo como forma de
preservar a fungdo contratil do coragdo apds uma injuria isquémica. Alguns agentes ja
foram desenvolvidos com objetivo de bloquear o receptor ou bloquear diretamente a
IL-1B no contexto das doengas cardiovasculares, sendo os mais estudados até o
momento o Anakinra e o Canakinumab (97).

O Anakinra é um bloqueador do receptor de IL-1, que através de um mecanismo
de competicdo é capaz de bloquear os efeitos bioldgicos da IL-1B. O US Food and Drug
Administration (FDA) aprovou seu uso em 2001 para o tratamento da artrite reumatoide
(113) e, a partir de entdo, passou a ser estudado no contexto de diversas doencas auto-
imunes como febre do mediterraneo, artrite idiopatica juvenil, doenca de still e diabetes
(114-116). A principal desvantagem de seu uso consiste no aumento do risco de
infecgdes e reagao dermatoldgica em seu sitio de aplicagdo na pele. Sua administragao
pode ocorrer com a dose de 100mg subcutanea a cada 24 horas, ou a cada 48 horas em
pacientes com disfuncdo renal (117). Devido a sua aprovacdo precoce pelo FDA, é
atualmente a droga mais utilizada na pratica clinica (113).

O Canakinumab é um anticorpo monoclonal anti-IL-1B, capaz de inativar a IL-1

circulante e impedir sua ligagdo aos seus receptores (118). O canakinumab possui
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aprovacao do FDA para o tratamento de sindromes associadas a criopirina, mas diversos
estudos demonstraram sua eficiéncia no tratamento de doengas inflamatérias como
gota, diabetes, artrite reumatoide, uveite e febre familiar do mediterraneo (119-121).
Sua principal vantagem em relacdo ao anakinra é em relagdo ao intervalo de aplicacao,
que é de 3 meses; apesar disso, também apresenta a infecgdo como um dos principais
efeitos (122). Tanto o anakinra quanto o canakinumab ja foram avaliados no contexto
das doengas cardiovasculares, especialmente em pacientes apos o infarto do miocardio

ou em pacientes com diagndstico de insuficiéncia cardiaca (Tabela 01).

4.2 O complexo Inflamassoma NLRP3

4.2.1 Receptores de reconhecimento do sistema imune

As células do sistema imunoldgico possuem receptores especificos denominados
receptores de reconhecimento de padrdo (RRP), responsdveis pela monitorizagdo dos
espacgos intra e extracelulares, sendo capazes de detectar moléculas estruturais de
microorganismos, toxinas ou fragmentos de DNA; essas moléculas podem ser
genericamente denominadas como padrdes moleculares associados a patdgenos
(PAMPs) ou moléculas associadas ao dano tecidual (DAMPs) (123).

Existem basicamente cinco grandes familias de RRPs, que atuam de forma
conjunta para reconhecer sinais de estresse produzidos pelas células durante uma
infeccdo ou injuria celular. Sdo eles: Toll-like receptors (TLRs), C-type lectin receptors
(CLRs), retinoic acid inducible gene-I like receptors (RLRs), absent-in-melanoma-like
receptors (ALRs) e nucleotide-binding and oligomerization domain (NOD)-like receptors
(NLRs) (124,125).

Esses receptores podem estar localizados na membrana plasmadtica ou no
citoplasma celular. Quando estiverem presentes na membrana, esses receptores sdo
denominados Toll Like Receptors, sendo responsdveis por gerar uma resposta
inflamatdria por meio da ativagdo do fator de transcricdo NF-kB e enzimas
citoplasmaticas, principalmente relacionadas a via de ativagao das enzimas da familia
MAPKk. A ativagdao dos TLRs culmina principalmente na produgdo de IL-1, TNF-a, IL-12, IL-
6, quimiocinas (CCL2, CCL4 e CXCL10) e proteases como colagenases e elastases (126—

128).
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Tabela 01: estudos avaliando a inibigcdo da Interleucina-1f apds o infarto ou IC.

ESTUDO

VCU-ART
Trial |

VCU-ART
Trial Il

VCU-ART
Trial 1Nl

MRC-ILA
Heart Study

CANTOS trial

AIR-HF

ADHF

REDHART

D-HART

POPULACAO

10 pacientes com infarto do
miocardio prévio (supra de
ST), apds terapia de
reperfusdo.

30 pacientes com infarto do
miocardio prévio (supra de
ST), apds terapia de
reperfusao.

99 pacientes com infarto do
miocardio prévio (supra de
ST), apds terapia de
reperfusao

186 pacientes com infarto
do miocardio prévio (sem
supra de ST).

10.061 pacientes com
infarto do miocardio prévio
e niveis de proteina C
reativa > 2mg.

7 pacientes com IC sistdlica

(classe funcional Il ou Ill) e

niveis de proteina C reativa
>2mg.

30 pacientes com IC
sistélica descompensada e
niveis de proteina C reativa

>5mg.

60 pacientes com IC
sistélica descompensada e
niveis de proteina C reativa

>2mg.

12 pacientes com IC de
fragdo de ejegao
preservada.

Fonte: O autor (2020)

METODOLOGIA

Duplo-cego, randomizado:
Anakinra 100mg/dia ou
placebo, durante 14 dias.

Duplo-cego, randomizado:
Anakinra 100mg/dia ou
placebo, durante 14 dias.

Duplo-cego, randomizado:

Anakinra 100mg 1x/dia ou

100mg 2x/dia ou placebo,
durante 14 dias.

Duplo-cego, randomizado:
Anakinra 100mg/dia ou
placebo, durante 14 dias.

Multicéntrico, duplo-cego,
randomizado: Canakinumab
(50mg, 150mg ou 300mg) ou

placebo, durante 3 meses.

Aberto, ndo-randomizado:
Anakinra 100mg/dia, durante
2 semanas.

Duplo-cego, randomizado:
Anakinra 100mg (2x/dia por 3
dias + 1x/dia por 11 dias) ou
placebo, durante 2 semanas.

Duplo-cego, randomizado:

Anakinra 100mg/dia por 2

semanas ou 100mg/dia por
12 semanas ou placebo,
durante duas semanas.

Duplo-cego, randomizado:
Anakinra 100mg/dia ou
placebo, durante 14 dias, com
inversao dos tratamentos
apos 14 dias.

DESFECHO

Melhora de parametros ventriculares através
da ressonancia magnética e ecocardiograma,
apos 3 meses de acompanhamento.

Sem diferenca significativa na fragao de ejecao
e nos volumes sistélico e diastdlico finais do
ventriculo esquerdo apds 3 meses de
acompanhamento.

Diminui¢do nos niveis de proteina C reativa,
diminui¢ao na incidéncia de insuficiéncia
cardiaca e hospitalizagdo por sintomas de IC
aguda apds 1 ano de acompanhamento.

Redu¢do em marcadores inflamatdrios, sem
diminui¢ao do tamanho do infarto em 30 dias
e 3 meses de acompanhamento.

Diminui¢cdo em 15% de morte cardiaca, infarto
ou AVC e tendéncia de melhora em todas as
causas de mortalidade em pacientes que
receberam a dose de 150mg, durante 3,75
anos de acompanhamento.

Reducdo nos niveis de proteina C reativa e
melhora da capacidade aerdbia apds duas
semanas de acompanhamento.

Reducdo nos niveis de proteina C reativa apds
72 horas e apds 14 dias de acompanhamento,
além de tendéncia de melhora em sintomas
congestivos e na fragao de ejecdo de
pacientes que receberam Anakinra.

Redug¢do nos niveis de proteina C reativa,
melhora na capacidade aerébia e tendéncia de
melhora em admissdes por IC aguda, em
pacientes que receberam o tratamento por 12
semanas.

Reducdo nos niveis de proteina C reativa e
melhora na capacidade aerdbia em pacientes
que receberam Anakinra.
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Por outro lado, quando os PPRs estiverem presentes no citoplasma celular, serao
denominados de NLRs, atuando na segunda linha de defesa para o hospedeiro. Os
receptores NLRs sdao compostos por trés estruturas funcionais: um dominio central de
oligomerizagdo (NATCH), um dominio C-terminal rico em repeti¢des de leucinas (LRR) e
um dominio N-terminal responsavel pela transdugdo de estimulos, com subdominios
CARD (Caspase activation and recruitment domain) ou PYD (pyrin domain) (129). Esses
subdominios sdo responsaveis por desencadear respostas imunes especificas, fazendo
com que os NLRs sejam ainda subdivididos em outros subtipos, como NLRP1, NLRP3,
NAIP e NLRC4 (130). Cada um possui a capacidade de ser ativado especificamente por
determinados grupos de PAMPs e/ou DAMPs, e sua ativagdo leva a formagdo de
complexos proteicos citoplasmaticos denominados inflamassomas. O subtipo de

receptores cujo mecanismo funcional é melhor compreendido é o NLRP3 (18,130).

4.2.2 Ativagao do inflamassoma NLRP3

Apds o sinal de ativagdo e oligomerizagao do complexo NLRP3 por uma PAMP
e/ou DAMP, ocorre recrutamento e maturagdo das enzimas caspases, que ao realizarem
um processo de autoclivagem, induzem a ativagdo das IL-1B e IL-18, liberadas para o
meio extracelular através de canais criados na membrana citoplasmatica (131).

Entretanto, para que a agdo do inflamassoma NLRP3 seja exercida, sao
necessarios dois mecanismos de ativacdo complementares (17). O primeiro mecanismo
estd relacionado a estimulacdo dos TLRs através de PAMPs ou DAMPs, que
desencadeiam uma cascata de sinalizacdo intracelular que culmina na ativacdo e
translocagdo do fator de transcricdo NF-kB para o nucleo celular (132). Uma vez
presente no nucleo, o NF-kB estimula a transcricdo de pré-IL-1B, pré-IL-18 e regula
positivamente a expressdo da enzima NLRP3 (16). No contexto das doencas
cardiovasculares, esse primeiro sinal é de fundamental importancia, pois os
componentes necessarios para a oligomerizagao das enzimas e proteinas do complexo
NLRP3 ndo sdo expressados fisiologicamente pelos cardiomidcitos, sendo necessaria
essa expressao regulada pelo NF-kB (14).

O segundo mecanismo de ativagao do complexo NLRP3 consiste na clivagem dos
precursores previamente estimulados pela acdo do NF-kB. A presenca de DAMPs ou

estimulos como aumento na concentracdo de EROs, ATP extracelular, efluxo de
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potassio, cristais de acido urico e proteinas nucleares como HMGB1 sdo capazes de

desencadear a ativacdo e oligomerizacao intracelular do complexo NLRP3 (140).
Conforme citado anteriormente, os NLRs sdo constituidos por trés regides
funcionais, sendo que no inflamassoma NLRP3 o dominio N-terminal responsavel pela
transducdo de estimulos possui um subdominio PYD. Por outro lado, a enzima pro-
caspase-1 possui um subdominio CARD e, portanto, para que ocorra a interacao entre a
proteina NLRP3 e a pro-caspase-1, necessita-se de uma proteina de adaptacdo (ASC),
gue possui os dominios PYD e CARD (134,135). Essa proteina adaptadora se liga a NLRP3
através de seu dominio PYD e, no lado oposto, a presenca de seu dominio CARD permite
o recrutamento da caspase-1, via interacdo CARD-CARD. Apds essa interacdo e
oligomerizacdo do complexo, a caspase-1 realiza um processo de autoclivagem e assim
torna-se capaz de ativar as IL-1B e IL-18. Além disso, a caspase-1 também desencadeia
o processo de morte celular mediada pela ativacdao de gasdermina-D, em um processo
denominado piroptose (17,136). O processo de ativacdo completa do inflamassoma

NLRP3 estd demonstrado na figura 02.
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Figura 02. Processo de ativacdo do Inflamassoma NLRP3. Dois sinais sdo necessarios para a ativagdo do complexo
NLRP3. O primeiro envolve a estimulagdo dos Toll-like receptors e ativagao do NF-kB, que estimula a transcrigao de
NLRP3, pro-IL-1B e pro-IL-18. O segundo sinal depende do estimulo de DAMPs, efluxo de potassio ou EROs, que
estimulam a oligomerizagdo do complexo NLRP3 (modulado via ASC) e ativa¢do da Caspase-1, com posterior liberagdo

de IL-1R, IL-18 e morte celular por piroptose. Adaptado de Takahashi, 2018.
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4.2.3 Estudos envolvendo o complexo NLRP3

Diversos estudos ja associaram a atividade do complexo NLRP3 com a
patogénese de doencas autoimunes e metabdlicas, como diabetes tipo 2, gota, doenca
de Alzheimer, aterosclerose e doenca inflamatéria intestinal (137-141). Recentemente,
também foi revelado um importante papel do Inflamassoma NLRP3 na modulagao da
resposta inflamatdria no contexto das doencas cardiovasculares (14,135,142).

A primeira sugestdo de que o inflamassoma NLRP3 poderia ser um alvo
terapéutico apds o infarto do miocardio ocorreu a partir do estudo de Kawaguchi et al.
em 2011. Seus resultados sugeriram, inicialmente, que a neutralizacdo da IL-13 poderia
reduzir a injuria apds um evento isquémico (143). A partir de entdo, outros estudos
passaram a avaliar a inibicado do complexo NLRP3 ou de suas enzimas e citocinas como
um alvo possivel terapéutico para o tratamento das doengas cardiovasculares.

Diversos relatos demonstram que o NLRP3 esta envolvido diretamente
relacionado a fisiopatologia da resposta inflamatéria apds o infarto agudo do miocardio,
e a atividade exacerbada deste complexo apds uma injuria isquémica esta associada
com a deterioragdo da fungdo cardiaca e remodelamento ventricular patolégico
(132,144,145). Apesar disso, nenhum inibidor especifico esta disponivel para seu uso
clinico, o que faz com que novos estudos com potenciais agentes terapéuticos sejam
realizados para avaliar uma possivel modulagdo do complexo NLRP3 apds o IAM (14). A
tabela 02 reune os principais que avaliaram a inibigao farmacoldgica desse complexo no

contexto das doencas cardiovasculares.
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Tabela 02: principais estudos avaliando a inibicdo do complexo NLRP3 apds o infarto do miocardio.

AGENTE

16673-34-0

BAY 11-7082

COLCHICINA

INF4E

MCC 950

OoLT1177

(DAPANSUTRILE)

MUSCONA

LINAGLIPTINA

DOSE/MODELO

100 mg/kg antes ou 60-180 minutos apds
reperfusdo ou dose didria nos grupos de
isquemia permanente.

130 ug/kg entre 10-30 minutos
previamente a indugdo de isquemia em
modelo de isquemia-reperfusao

0,1 mg/kg/dia uma hora ap6s a indugdo do
infarto durante 7 dias em um modelo de
isquemia permanente.

50uM 20 minutos antes da indugdo de
isquemia em modelo de isquemia-
reperfusao

3-6 mg/kg administrado 15 minutos antes
da reperfusdo, repetido a cada 24 horas
durante 5 dias em modelo de isquemia-

reperfusao

6, 60 e 600mg/kg ou apds 60, 120 ou 180
minutos apds a reperfusdo em um modelo
de isquemia-reperfusdo

2mg/kg apds o sétimo dia da indugdo de
isquemia durante 3 semanas, em um
modelo de isquemia sem reperfusao

83mg/kg 1 semana previamente a isquemia
em um modelo de isquemia-reperfusao

Fonte: O autor (2020)

4.3

Historia natural do IAM

MECANISMO DE
ATUACAO

Inibigao da
oligomerizagao do
complexo NLRP3

Inibicdo da NLRP3
ATPase e
NF-kB

Inibicao do P,X7, da
polimerizagdo da
ASC e da liberagao
de IL-1B

Inibicdo da NLRP3
ATPase

Inibigao da
oligomerizagao do
complexo NLRP3

Inibicdo da NLRP3
ATPase
(104)

Inibicao do NF-kB

Inibicao do DPP4

DESFECHO

Diminui¢do do tamanho de infarto nos
grupos isquemia-reperfusao, melhora do
remodelamento cardiaco e redugdo da
atividade da caspase-1

Reduc¢do no tamanho do infarto,
preservacao da fungdo cardiaca e redugdo
na atividade do complexo NLRP3

Melhora na fungao cardiaca e diminuigao

do remodelamento cardiaco, redugdo do

tamanho do infarto redugdo da atividade
do complexo NLRP3

Redugdo do tamanho de infarto, melhora
da contragdo cardiaca e redugdo da
atividade do complexo NLRP3

Diminui¢do da resposta inflamatéria local
e sistémica, redugdo no tamanho do
infarto e melhora no remodelamento
cardiaco

Redug¢do no tamanho do infarto e melhora
da fungdo cardiaca

Diminuigdo nos niveis de citocinas proé-
inflamatdrias, melhora na fung¢do cardiaca
e diminuigdo da atividade do complexo
NLRP3

Melhora da fungao cardiaca, redugao do
tamanho de infarto e diminui¢do da
atividade do complexo NLRP3

Apesar dos avangos das terapias de revascularizagao para o tratamento da fase

aguda do infarto miocardio terem melhorado de forma significativa o progndstico dos

pacientes vitimas do IAM, essa doenga ainda é causa de grande morbidade e

mortalidade apds o evento agudo. O tempo desde o inicio dos sintomas (oclusdo da
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artéria coronaria) até a revascularizacdo do miocardio, através de terapia de reperfusao
guimica ou mecanica, é primordial para que as consequéncias do infarto sejam
amenizadas a curto e a longo prazo (146). Apesar disso, somente 20% desses pacientes
conseguem chegar ao setor de emergéncia em até 2 horas apds o inicio dos sintomas,
sendo que 40-65% dos individuos vdo a dbito na primeira hora apds a oclusido (147,148).

Por esse motivo, e pela incapacidade de as terapias atuais reestabelecerem a
contratilidade dos cardiomidcitos, a evolugdo para a forma cronica da doenga,
caracterizada pela insuficiéncia cardiaca (IC), é inevitdvel em grande parte dos casos
(149,150). Dados da American Heart Association demonstraram que cerca de 21% dos
individuos vitimas de infarto e com idade superior a 45 anos desenvolvem IC em um

periodo de 5 anos (151).

4.4 Insuficiéncia Cardiaca

A insuficiéncia cardiaca (IC) é uma sindrome clinica de carater sistémico e
multifatorial, definida pela incapacidade do coragdo em bombear o sangue de forma
efetiva a suprir as necessidades metabdlicas do organismo, sendo considerada a
consequéncia final de quase todas as cardiopatias (152). Sua incidéncia vem
aumentando nas ultimas décadas, atingindo cerca de 23 milhdes de pessoas no mundo
atualmente. Dados da American Heart Association estimam a ocorréncia de 900.000
novos casos de IC somente nos Estados Unidos por ano (153), com projecdes de
aumento de incidéncia em até 46% até 2030, resultando em cerca de 8 milhdes de
pessoas acometidas (49).

As etiologias de IC diferem de acordo com as regides do mundo. Qualquer
condicao capaz de alterar a estrutura ou a fungao ventricular pode ser causa de IC, sendo
as principais: doenga arterial coronariana, hipertensdao arterial sistémica,
miocardiopatias (principalmente relacionadas a drogas quimioterapicas), doencas

valvares e doenca de Chagas (152,154).

4.4.1 Medidas gerais e tratamentos farmacoldgicos
A dieta é fundamental para o controle da IC. Pacientes portadores de sintomas
congestivos devem ter a dieta restrita de sal, recomendando-se uma ingestdo de 4-6

gramas de sal ou 2-3 gramas de sddio por dia (152). Além disso, o controle de possiveis
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fatores descompensantes como infeccbes de via aéreas, obesidade e tabagismo
também é importante para o adequado controle da doenga (164).

O tratamento farmacoldgico é outro importante pilar no tratamento de IC.
Algumas classes de drogas sao capazes de aumentar a sobrevida desses pacientes, como
inibidores da enzima conversora de angiotensina, betabloqueadores, antagonistas da
aldosterona, associacdo de hidralazina+nitrato e bloqueadores do receptor de
angiotensina Il (152,158-160). Essas drogas sdo responsaveis pelo controle neuro-
hormonal sobre o miocdardio e otimizacao da hemodinamica cardiaca, devido ao estado
pro-inflamatério presente na IC.

Outras drogas como os diuréticos de alga, tiazidicos, digitdlicos e aminas
inotrépicas sao capazes de aliviar os sintomas de IC, mas n3ao sdao capazes de
aumentarem a sobrevida (161). Mais recentemente, os inibidores do sodium-glucose co-
transporter 2 (SGLT2), uma classe de medicamentos ja utilizada para o tratamento do
diabetes mellitus, também se demonstrou promissora para o tratamento da IC, atuando
através da inibicdo da reabsorgdo de glicose nos tubulos proximais do néfron e

reduzindo a mortalidade em pacientes diabéticos portadores de IC (162,163).

4.4.2 Revascularizagao do miocardio

Em pacientes com IC de etiologia isquémica, a revascularizagao precoce é capaz
de trazer beneficios na reducdo da mortalidade, principalmente por permitir a
restauracao do fluxo sanguineo para a regido de isquemia. A forma de revascularizacao
pode ser percutdnea ou cirurgica, sendo que ambas sdo capazes de aumentar a

sobrevida desses pacientes (171,174)

4.4.3 Dispositivos de Assisténcia Ventricular

Outra alternativa de tratamento para a IC foi encontrada nos dispositivos de
assisténcia ventricular ainda na década de 1980. A principal fungdo destes dispositivos
é permitir um descanso ao musculo cardiaco: o dispositivo bombeia o sangue
proveniente do atrio esquerdo diretamente para a aorta, diminuindo a utilizagdo das
fibras musculares no ventriculo esquerdo (166). Dessa forma, ele é capaz de
proporcionar melhora na qualidade de vida e aumento na probabilidade de sobrevida

até que o transplante cardiaco seja instituido (167,168). No Brasil, o primeiro caso foi
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descrito em 1994, em um paciente portador de cardiomiopatia chagasica que recebeu
um dispositivo de assisténcia ventricular como ponte para o transplante cardiaco (169).

Existem indicagOes especificas para o uso desses dispositivos, que variam de
acordo com a condi¢do clinica do paciente e as morbidades associadas (170). O
INTERMACS (Interagency Registry for Mechanically Assisted Circulatory Support) é um
registro clinico criado em 2005 nos Estados Unidos e que relne dados de pacientes com
insuficiéncia cardiaca com fracdo de ejecdo reduzida e que sdo candidatos ao uso de
algum dispositivo de assisténcia ventricular. Esse registro possui, atualmente, dados de
aproximadamente 15.000 pacientes de 158 hospitais, e demonstra que apds um ano a
sobrevida é de aproximadamente 80% em pacientes que recebem dispositivo com fluxo
continuo (170,171).

Apesar disso, diversas complicacbes estdo associadas ao seu uso, como
sangramento, arritmias, trombose de dispositivo, infarto do miocardio e AVC (172).
Além disso, o nimero de implantes desses dispositivos no Brasil é substancialmente
menor que nos Estados Unidos e na Europa, e isso deve-se aos custos diretos e indiretos
do implante, que chegam a valores superiores a RS 500.000,00 por paciente (173).
Alguns pesquisadores brasileiros ja idealizaram dispositivos nacionais com o objetivo de
proporcionar um suporte cardiaco com custo acessivel ao SUS, como o DAV e o K-Pump

(174,175). Entretanto, ainda ndo chegaram a ser produzidos de forma industrial.

4.4.4 Transplante Cardiaco

Apesar de todas as opgdes descritas acima serem consideradas como formas de
tratamento ou de suporte para a IC, nenhuma delas é capaz de restaurar a contratilidade
dos cardiomidcitos, sendo o transplante cardiaco o uUnico tratamento considerado
curativo para a IC (176,177). O primeiro transplante cardiaco ocorreu em 03 de
dezembro de 1967, na Africa do Sul, realizado pelo cirurgido Christiaan Barnard (178).
Meses depois, no Hospital de Clinicas da Universidade de Sdo Paulo, o cirurgido
Euryclides Zerbini realizou pela primeira vez o procedimento no Brasil (179).

Desde entdo, houve um aumento expressivo no numero de transplantes
cardiacos e os resultados com a cirurgia melhoraram de forma significativa,
principalmente devido as melhoras nas técnicas cirdrgicas, eficacia da terapia

imunossupressora e tratamento das infec¢Ges associadas. Atualmente, a sobrevida
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média do paciente submetido ao transplante cardiaco é de aproximadamente 60% em
seis anos (176). Apesar disso, a oferta de érgdos ainda é o principal fator limitante no
Brasil e no mundo.

Dados da UNOS (United Network for Organ Sharing) revelam que a fila de espera
é de aproximadamente 18 meses nos Estados Unidos. Durante esse periodo, 10-20%
dos pacientes tém morte subita e 25% pioram gravemente do quadro clinico,
aumentando o numero de internacdes (180-182). No Brasil, dados da Associa¢do
Brasileira de Transplante de Orgdos (ABTO) demonstraram que, no ano de 2019, foram
realizados 380 transplantes cardiacos no pais (183) .

Ainda, esses pacientes usualmente possuem morbidades associadas que sao
consideradas como contra-indicacdes ao transplante, como hepatopatia, nefropatia ou
pneumopatias severas e irreversiveis, doengas psiquidtricas, doenga vascular periférica
acentuada e neoplasias (184). Esse cenario tem estimulado o estudo de terapias

alternativas com potencial de regeneragao tecidual apds uma injuria no miocardio.

4.5 Uso de biomateriais e terapias celulares

Diversos tipos de agentes ja foram estudados com a finalidade de reparagao e
recuperacao do tecido cardiaco: células-tronco adultas e embrionarias, mioblastos
esqueléticos, polimeros sintéticos, géis de coldageno humanos e ndo-humanos e tecidos
descelularizados provenientes de cadaveres.

O material ideal deve ser nao-imunogénico e com boa resisténcia, possibilitando
a integragdo com o tecido hospedeiro e permitindo que seu mecanismo de atuagdo
possa ser exercido, seja através da secrecdo fatores capazes de promover a proliferacao
e regeneracao celular, ou através de uma estrutura tridimensional que realize uma
integragdo célula-matriz, possibilitando a adesao, proliferacdo e diferenciagao celular
(185). Esses efeitos devem ocorrer a um baixo custo de obtencdo e facil aplicabilidade
no modelo estudado, permitindo uma translagao dos modelos animais para os ensaios

clinicos.

4.6 Membrana amniotica

4.6.1 Estrutura basica e composicao
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A membrana fetal é composta por duas camadas: uma camada externa (cérion),
gue esta em contato com as células maternas, e uma camada interna, em intimo contato
com a superficie fetal. Durante a gestagdo, a membrana possui a fungao de facilitar a
movimentagdo fetal, proteger o feto contra variagdes mecanicas provenientes do
ambiente externo, favorecer o desenvolvimento pulmonar, muscular e crescimento
fetal (45,186).

A membrana amnidtica (MA) é uma estrutura resistente e elastica, sendo essas
propriedades atribuidas a presenca de coldgenos tipo | e I, elastina (resisténcia) e
coldgeno tipo lll (elasticidade). Ainda, a MA é uma superficie completamente avascular,
sendo também desprovida de musculos ou linfonodos. Sua espessura pode variar de
0.02mm a 0.5mm em humanos, podendo ser dividida didaticamente em trés camadas:
camada epitelial, membrana basal e estroma avascular (48,200).

A camada epitelial € composta por células cuboides e com microvilosidades em
sua porcdo apical, estando em intimo contato com o fluido amniético (189). A
membrana basal é basicamente composta por tecido conjuntivo, com fibras de colageno
tipo IV, V e VII, proteoglicanos, fibronectina e laminina, que conferem a integridade da
estrutura da MA (190). O estroma avascular é camada mais espessa, que pode ainda ser

subdividida em porg¢do compacta, fibroelastica e esponjosa (45).

4.6.2 Propriedades bioldgicas da MA

Diversas propriedades biolédgicas sdao atribuidas a MA, principalmente devido a
variedade de componentes celulares e proteicos presentes em sua superficie. Uma de
suas propriedades mais importantes é sua atividade anti-inflamatdria e bactericida (45).
Shimmura et al. demonstraram que a MA é capaz de inibir a atividade de linfécitos T
ap6s sua aplicagdo como patch (191), sendo esses resultados semelhantes aos
encontrados por Park e Tseng (192) e Li et al.,, que demonstraram que as células
epiteliais da MA s3ao capazes de secretar fatores soluveis que inibem o sistema imune
inato e adaptativo (193).

Outros estudos comprovaram essa agao bactericida ao demonstrar in vitro a
acao eficaz da MA contra alguns germes como Streptococcus do grupo A,
Staphylococcus Aureus, Escherichia coli e Pseudéomonas (207). Essa propriedade

bioldgica pode também ser atribuida a capacidade da MA em se aderir a superficies,
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atuando como uma barreira mecanica contra os agentes infecciosos (204) e também aos
fatores sollveis secretados pela membrana, como a lisozima e beta-lisina, sendo capaz
de inibir a expressdo de citocinas pré-inflamatdrias como a IL-1p (210).

Além de suas propriedades anti-inflamatérias e bactericidas, a MA também
possui grande potencial de regeneracdo celular devido a presenca de fatores de
proliferacio em sua superficie. Tahara et al. demonstrou através de técnica de
imunofluorescéncia a capacidade da membrana amnidtica em secretar fator de
crescimento epidermal (EFG) e fator de crescimento beta-1 (TGF- 1) (198), e Koizumi
et al., analisando membranas preservadas, também detectou a presenca de TGF-f1 e
outros fatores como fator de crescimento de queratinécitos (KGF), fator de crescimento
fibrobldstico bésico (BFGF) e fator de crescimento de hepatdcitos (HGF) (199).

Os fatores EGF e KGF estimulam a proliferagao e migragdo de células epiteliais,
possuindo um importante papel na cicatrizagdo de feridas (200,201). Ja o fator TGF- 1
é capaz de atuar sobre os fibroblastos e midcitos, estimulando a producdo de colageno
e inibindo enzimas como as metaloproteinases, que degradam o coldgeno, sendo essa
acao de fundamental importancia durante o processo de remodelamento cardiaco
patolégico (217).

Em relacdo aos seus fatores imunogénicos, a MA ndo expressa quantidades
significativas de moléculas MHC classe | (204—206) e nenhuma expressao de MHC classe
Il (45). Este fato faz com que a MA ndo induza uma resposta imunogénica no hospedeiro
apos seu implante.

Outra importante propriedade biologica da MA é ser uma fonte abundante de
células-tronco mesenquimais (188,207). Essas células ja demonstraram in vitro e in vivo
sua propriedade de pluripoténcia, sugerindo um potencial de diferenciagao nas trés
camadas germinativas (ectoderme, mesoderme e endoderme), podendo diferenciar-se
em adipdcitos, ostedcitos, condrécitos, hepatdcitos e células vasculares (223).

Além disso, a MA apresenta propriedades mecanicas importantes como
permeabilidade, flexibilidade e elasticidade, podendo inclusive funcionar como um meio
de cultura celular, permitindo a migragao e diferenciagao de diversos tipos de células
ap6s seu implante no hospedeiro, funcionando como um arcabougo celular (225).

Devido a essas propriedades bioldgicas, acredita-se que a MA realize seu

mecanismo de atuag¢do através de uma agdo paracrina no tecido hospedeiro, podendo
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promover a sobrevivéncia, proliferacdo e diferenciacdo celular no tecido celular

injuriado (227).

4.6.3 Métodos de preparagao da MA

Por ser um material biolégico proveniente de humanos, diversos cuidados sao
necessarios para sua aplicagdo clinica/experimental, com objetivo de evitar a
disseminacdo de doencas infectocontagiosas. De forma geral, as membranas sdo
obtidas de gestantes submetidas ao parto cesareo, para evitar uma possivel
contaminagdo com bactérias da flora vaginal, e com sorologias negativas para HIV,
Hepatite B, Hepatite C, toxoplasmose e sifilis, seguindo padrdes internacionais
(186,214), adicionando rastreamento para doenga de Chagas no Brasil. Esses testes
usualmente sdo repetidos apds 06 meses devido a possibilidade de janela imunoldégica
das infecgdes.

Apds a obtencdo, seu processamento pode ser realizado através de diversas
formas. A forma mais comum é através do processamento a fresco, em que a membrana
é separada da placenta em um ambiente estéril e irrigada com solugao salina isotonica.
Apds, realiza-se lavagem com a adi¢do de antibidticos como penicilina e estreptomicina
(230). Um outro método é o de criopreservacdo, que envolve o uso de nitrocelulose e
lavagem com solucdo salina, uso de penicilina, estreptomicina e anfotericina B (217); na
sequéncia, seu armazenamento ocorre em uma solugao de glicerina a 42C e preservagao
em uma substancia crioprotetora a -802C, permitindo seu uso por durante 5 anos (202).
Adds, Hunt e Dart demonstraram em 2001 que ambas as formas de processamento
(fresca ou criopreservada) resultam em uma boa eficdcia (220).

Além disso, a MA pode ser utilizada em sua forma integra ou descelularizada,
processo pelo qual ocorre a remocao de sua camada epitelial com preservagao de sua
estrutura tridimensional intacta, para diminuir ainda mais o potencial imunogénico da
membrana. Diversos relatos ja demonstraram que a membrana amnidtica é capaz de
preservar suas caracteristicas intrinsecas mesmo apds o processo de lavagem,
esterilizagdo e descelularizagdo (218,221,222).

Atualmente, existem poucos conflitos éticos em relagao a sua utilizagao como
terapia tecidual. As membranas ovulares e as placentas usualmente sao descartadas

logo apds o parto, o que torna aceitavel o uso da MA para a pesquisa clinica (43). Sua
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facil obtengao e aplicagao, associada a sua baixa imunogenicidade, propriedades anti-
inflamatdrias e uma estrutura tridimensional rica em coldgeno e fibronectina tornaram

a membrana amnidtica um importante alvo de estudo na engenharia de tecidos.

4.6.4 Estudos com a membrana amnidtica

O primeiro relato do uso da MA ocorreu em 1910, quando John Staige Davis a
utilizou para o tratamento de doencgas da pele (223). Trinta anos depois, seu uso foi
descrito para a reconstrugdo conjuntival (224) e em 1946, Sorby e Symons avaliaram o
uso da membrana amnidtica para aplicagdo em queimaduras relacionadas a
oftalmologia (43). Desde entdo, a MA passou a ser avaliada como alternativa terapéutica
para afec¢es oftalmoldgicas, principalmente, e também para outras patologias da
cavidade oral, otorrinolaringoldgicas e ortopédicas (45,188,213).

Quanto ao seu uso para o tratamento das doengas cardiovasculares, em especial
apds uma injuria isquémica no coragao, ainda existem controvérsias acerca de seus
efeitos. Alguns estudos sugerem que sua agdo possa ocorrer através de diferenciagao
direta em cardiomidcitos, enquanto outros autores afirmam que suas propriedades
bioldgicas sao exercidas através de mecanismos paracrinos, com uma fungao
imunomodulatdria capaz de estimular a angiogénese e a proliferacdo e sobrevivéncia
das células subjacentes ao infarto (185).

Em 2001, Ventura et al. demonstraram que o transplante de células-tronco
provenientes da membrana fetal, em ratos submetidos a isquemia miocardica, resultou
em uma diminuigdo no tamanho de infarto e melhora da fungao contratil do coragao
apos 28 dias de tratamento (225). Posteriormente, Cargnoni et. al utilizaram um patch
de membrana amnidtica que foi implantado diretamente ao miocardio apds ligadura da
artéria coronaria. Os resultados apds 07 dias de transplante demonstraram uma melhor
preservagao das dimensdes cardiacas, melhora da fungao e contratilidade cardiaca em
comparag¢do ao grupo do controle (226). Apesar disso, os efeitos atribuidos a membrana
amnidtica estiveram presentes somente até 60 dias, sendo que em 90 dias ndo houve
diferenca significativa entre os grupos que receberam MA e o grupo nao tratado. Esse
foi o primeiro modelo de implante direto da MA ao coracao.

Em 2009, Fujimoto et al. demonstrou que o transplante de membrana amnidtica

proveniente de ratas foi eficaz em diminuir o tamanho do infarto, melhorar a fungao
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cardiaca e diminuir o remodelamento ventricular apds 6 semanas de acompanhamento
(227). No ano seguinte, o estudo de Tsuji et al. também demonstrou melhora nos
parametros ecocardiograficos e diminuigdao da area de infarto utilizando células-tronco
provenientes da membrana amnidtica, observando, adicionalmente, capacidade de
diferenciacdo dessas células em cardiomidcitos (228). Resultados semelhantes foram
demonstrados no estudo de Fang et al. em 2012, no qual o transplante da membrana
amniédtica proporcionou na melhora da fung¢do cardiaca, diminui¢ao do tamanho do
infarto e diferenciagao em cardiomidcitos, mensurada através da expressao de cadeias
de miosina pelas células amnidticas apds 4 semanas do implante (229).

Além da capacidade de diferenciagao e melhora da fungdo cardiaca, Kim et al.
demonstrou potencial angiogénico e estimulagdo da migragao celular com o uso da
membrana amnidtica apds o infarto do miocardio em ratos (230). Essa capacidade de
estimulagdao de neovasos também foi observada em 2015 no estudo de Song et al. em
condig¢des de hipdxia in vitro e em um modelo de isquemia miocardica in vivo (231). No
mesmo ano, Danieli et al. observou uma elevada secrecao de citocinas pré-angiogénicas
com o uso da membrana amnidtica apds o infarto do miocdrdio em ratos (232).

Mais recentemente, o estudo de Roy et al. demonstrou que o uso da membrana
amniédtica acelular foi capaz de atenuar o remodelamento cardiaco apds o infarto do
miocdrdio (46). Esses resultados também foram observados por Henry et al. utilizando
um modelo injetavel de entrega da membrana amnidtica no miocardio infartado (233).
De forma oposta, o estudo de Gorjipour et al. demonstrou que a injegdo de membrana
amniédtica apds 04 semanas do infarto do miocdardio nao foi capaz de reduzir o tamanho
do infarto ou melhorar a fungdo cardiaca, apesar de ter identificado marcadores de
diferenciagdo para cardiomidcitos e células vasculares (234).

Em 2019, Khorramirouz et al. realizaram analise histoldgica e imunoldgica do uso
da membrana amnidtica apds o infarto do miocardio, demonstrando capacidade de
regeneracdo de cardiomidcitos, estimulagdo da angiogénese e diminuigdao da resposta
inflamatdria (34). Em 2020, Uemura et al. demonstraram que o uso da membrana
amnidtica acelular em associagdo com nanoparticulas de 15d-PGJ2 foi capaz de
estimular angiogénese e reduzir a fibrose miocardica, melhorando a fungdo cardiaca e

reduzindo o remodelamento cardiaco patolégico (235).
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4.7 Células-tronco

As células-tronco (CT) sdo células encontradas no organismo humano e que
diferem das células somaticas por possuirem capacidade de auto-renovacao
(capacidade de gerar cépias de si prépria), proliferacdo (capacidade infinita de divisdo)
e diferenciacdo em diversas linhagens celulares (40).

Didaticamente, as CT sdo classificadas de acordo com o seu potencial de
diferenciagdo em outras linhagens celulares em: células-tronco totipotentes,
pluripotentes e multipotentes. Ainda, também podem ser divididas de acordo com sua
origem em: células-tronco embrionarias, células-tronco pluripotentes induzidas e

células-tronco adultas (tabela 03).

4.7.1 Células-tronco embrionarias

Sao células derivadas da camada interna do blastocisto embriondrio antes de sua
implantagao no utero, entre 5-7 dias apds a fecundagao, possuindo o potencial de se
diferenciar em todas as camadas embrionarias (ectoderme, mesoderme e endoderme)
(237). Sua descoberta inicial trouxe novas perspectivas para o campo da medicina
regenerativa, mas posteriormente alguns fatores passaram a limitar seu uso na pratica
experimental e clinica. Os principais aspectos estao relacionados aos aspectos éticos no
momento de sua coleta no blastocisto e as possiveis consequéncias imunoldgicas no
hospedeiro pelo fato de serem agentes alogénicos, com necessidade de
imunossupressdao para seu uso terapéutico de forma adequada (238,239). Ainda,
possuem grande potencial de malignidade devido a sua elevada capacidade de

proliferacdo associada a altos indices de instabilidade cromossémica (257).

4.7.2 Células-tronco pluripotentes induzidas

Derivadas de células somaticas maduras através de inducdo in vitro por fatores
especificos de transcricdo que levam a expressao dos genes Oct4, Sox-2, c-Myc e Klf4
(31,242,243). Dessa forma, adquirem propriedades de células-tronco pluripotentes,
com potencial de agao semelhante ao das células-tronco embrionarias devido a sua
capacidade de auto-renovagao, proliferagao e diferenciagao nas diferentes camadas

germinativas. Esse grupo de células torna-se atrativo para uso em terapias celulares pelo
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fato de serem facilmente obtidas in vitro e com grande potencial de expansao, podendo
se diferenciar em diversos tecidos celulares (244,245). A grande limitagdo para o seu uso
na pratica clinica ocorre devido a sua possivel instabilidade gendmica ocasionada

durante o processo de cultivo, com elevados riscos de teratogenia (257).

4.7.3 Células-tronco adultas

As células-tronco adultas sao menos potentes que as células-tronco
embrionarias e pluripotentes induzidas, pelo fato de sua capacidade de diferenciacao
em outros tecidos ser mais restrita, uma vez que essas células mantém as caracteristicas
da camada embriondria de que foram originadas (247).

A medula dssea (MO) é a fonte mais tradicional de células-tronco adultas em
humanos, principalmente por sua facilidade de aquisicdo e elevada concentragdo de
células neste sitio, ndao requerendo terapias imunossupressoras para seu uso clinico
(247). Além da MO, essas células também podem ser provenientes do tecido adiposo,
polpa dental, glandulas salivares, corddao umbilical, placenta e fluido amniético
(31,248,249).

As células-tronco da medula éssea podem ser obtidas através da puncdo direta
com agulha de bidpsia em uma seringa heparinizada de diferentes localidades como a
crista iliaca (local mais comum de obtencdo), esterno, tuberosidade do umero e fémur
(31,250). Essas células podem se diferenciar de acordo com os estimulos do meio em
gue se encontram e podem sofrer dois processos de diferenciacdo: mononucleares ou
multinucleares.

As células-tronco mononucleares podem ainda ser subdividas na linhagem
hematopoiética, que originard células do sangue (linfdcitos, basodfilos, neutroéfilos,
eritrocitos e plaquetas) e na linhagem mesenquimal, que possui potencial de originar
células musculares, hepatécitos e tecido adiposo (251,252).

As células-tronco da linhagem mesenquimal, além de serem provenientes da
medula dssea, também podem ser obtidas do tecido muscular, adiposo, sanguineo, pele
e corddo umbilical (253). Atualmente, ndo existe um biomarcador especifico para sua
identificagdo, e os diferentes meios para isolamento e expansao disponiveis dificultam
a padronizagao de desfechos em ensaios clinicos. Por esse motivo, a Sociedade

Internacional de Terapia Celular prop6s em 2006 algumas caracteristicas minimas para
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uma célula-tronco ser considerada como mesenquimal: capacidade de autorrenovagao,
potencial de diferenciagdo em tecidos osteogénicos, condrogénicos e adipogénicos in
vitro, alta expressdao de marcadores CD73, CD90, CD105 e baixa expressdao de CD45,
CD34 e CD14 (254).

Em relagdo as células-tronco mononucleares, sua principal vantagem para o uso
em terapias de regeneracgao tecidual consiste no fato de serem facilmente obtidas e
isoladas através de gradiente de densidade por centrifugacdo, sem necessidade de
cultura para que seu uso possa ser exercido, diminuindo significativamente as chances

de perda celular e infecgdo durante o processo de cultivo (255).

Tabela 03. Principais caracteristicas das células-tronco

Subtipo Origem Beneficios Limitagoes
. . Potencial de diferenciagdo nas trés Problemas éticos,
Embrionarias Provenientes da camada S . s ;
. . camadas embriondrias: ectoderme, imunoldgicos e potencial de
interna do blastocisto L
mesoderme e endoderme malignidade
Derivadas de células somdticas ~ Semelhante as células embrionarias, Instabilidade genémica
Pluripotentes maduras através da indugdo de podendo ser facilmente obtidas in durante o processo de
induzidas fatores de transcrigao vitro e com grande potencial de cultura e potencial
Células- especificos expansao teratogénico
tronco 2 . . . . 2 2.-q . .
Medula éssea, tecido adiposo, Diversidade de células, facil Capacidade restrita de
Adultas cordao umbilical, fluido obteng¢do, imunotolerancia e poucas diferenciagdo em outras
amnidtico, polpa dental limitagdes éticas linhagens celulares

Capacidade de diferenciagao

Totipotentes Qualquer tipo celular no organismo, incluindo os anexos embrionarios.

Pluripotentes Qualquer tipo celular no organismo, com excecao dos anexos embrionarios.

Multipotentes Poucas linhagens, com potencial de diferenciagao reduzido.

Fonte: O autor (2020).

4.7.4 Uso clinico e terapéutico das células-tronco

Os primeiros estudos com as células-tronco datam da década de 1990. Essa
década foi conhecida como a década de ouro das células-tronco, em que se criou grande
expectativa por parte dos pesquisadores e dos pacientes acerca dos potenciais de
diferenciagdo das células-tronco em outros subtipos como tecido nervoso, sanguineo,

6sseo e cardiaco (36).
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Apesar disso, ndo é consenso atual que as células-tronco exer¢gam sua fungao a
partir de sua diferenciacdo em cardiomidcitos, mas sim através da secrecao de fatores
autocrinos e pardcrinos no microambiente do infarto, a exemplo de fator de
crescimento de fibroblastos (FGF), fator de crescimento de hepatdcitos, fator de
crescimento semelhante a insulina tipo-1 e produgdo de fatores angiogénicos (256).
Dessa forma, possuem capacidade de estimular a sobrevivéncia e proliferagao celular
apods sua entrega ao miocardio, além de estimular a formacao de novos vasos (265).

Outros estudos sugeriram uma capacidade imunomodulatdria das CT através da
secrecdo de prostaglandina E2, 6xido nitrico e TGF-B (258), suprimindo a ativacdo e
proliferacdo de células proé-inflamatdrias como linfocitos T e inibindo a maturagao de
células dendriticas apds o infarto do miocardio. Miteva et al. demonstrou a capacidade
das CT em diminuir a mobilizacdo de mondcitos provenientes do baco através da
redugdo da expressao da proteina CCL2 em um modelo de miocardite (259).

A eficacia terapéutica das células-tronco depende basicamente da sua
sobrevivéncia apds a entrega ao miocardio. Depois de implantadas, as células-tronco
precisam ter a capacidade de sobreviver, se multiplicar e diferenciar em um local
metabolicamente alterado como o microambiente de hipdxia apds o infarto do
miocardio. Essa capacidade varia principalmente de acordo com o método de entrega
das células e o tipo de célula-tronco utilizada (185).

Atualmente, existem trés principais formas de entrega das células: via
intracoronaria, intravenosa e intramuscular. A forma de entrega intravenosa é a forma
mais facil, devido a sua simplicidade e baixa invasividade, permitindo formas multiplas
e intermitentes de entrega. Apesar disso, alguns estudos apresentaram eficacia de 0%
de retengao celular no miocardio pelo fato de envolver a circulagao sistémica, podendo
as células se depositarem em outros drgaos como pulmao e baco (260-262).

A via intracorondria possui a vantagem de entregar as células-tronco para a
regidao subjacente a irrigagdo arterial escolhida, sendo um dos principais métodos
praticados (263) logo apds o infarto do miocardio, pois pode ser realizada de forma
simultanea com a revascularizacdo percutanea da artéria acometida pelo infarto (264).
A grande limitagao desta técnica consiste no fato de ndo alcangar areas nao perfundidas,
diminuindo também a sobrevivéncia e replicacdo das células-tronco neste

microambiente. Em 2006, Kang et al. demonstrou que a via intracoronaria apresentou
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somente 1,5% de acumulo de células apds 2 horas de analise em pacientes com infarto
do miocardio (260).

A injecdo intramuscular (intramiocardica) é considerado um dos métodos com
maior eficacia, por proporcionar a entrega de forma precisa na regido acometida pela
isquemia, podendo ser guiada por métodos de imagem ou por observacdo direta
durante o ato operatdrio (265). Esse tipo de entrega pode ser realizado durante cirurgias
abertas como a revascularizacdo do miocardio ou através de mini-toracotomias
(266,267), sendo o acesso menos invasivo indicado principalmente para pacientes com
insuficiéncia cardiaca e com capacidade funcional reduzida. Apesar de proporcionar
uma entrega direta, a grande limitagao consiste na perda significativa de células-tronco
devido a contragdo cardiaca, que ainda assim é menor quando comparada a via
coronariana (268).

Em relacdo aos estudos com células-tronco, Orlic et al. relatou em 2001 uma
capacidade de diferenciagao em cardiomidcitos com o uso terapéutico de células-tronco
da medula éssea na regiao peri-infarto apds a ligadura de artéria corondria em ratos
(269). Além da diferenciacdo das células-tronco em cardiomidcitos, os autores
reportaram melhora significativa da fragao de eje¢ao nove dias apds o implante no
modelo animal. Em 2002, Strauer et al. demonstraram, em um ensaio clinico com 10
pacientes, uma melhora no tamanho do infarto e dos parametros ecocardiograficos
apos a entrega de células-tronco por via intracoronaria durante a revascularizacao
percutanea apds o infarto (41), sugerindo que esta acdo ocorreria através da formacao
de novos vasos e regeneracao do tecido cardiaco. Apesar disso, em 2004 um grupo de
pesquisadores contestou esses resultados, afirmando que as células-tronco ndo se
diferenciavam em cardiomidécitos (270-272). Ainda assim, os estudos com células-
tronco avangaram através de diversos ensaios clinicos ao redor do mundo.

Trés importantes estudos foram o TOPCARE-AMI trial (Transplantation of
Progenitor Cells and Regeneration Enhancement in Acute Myocardial Infarction), BOOST
trial (Bone Marrow Transfer to enhance ST-elevation infarct regeneration) e REPAIR-AMI
trial (Reinfusion of enriched progenitor cells and infarct remodeling in acute myocardial
infarction), que demonstraram uma melhora na fracdo de ejecdo em pacientes tratados

com células-tronco da medula dssea apds o infarto do miocardio (273-275).
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Esses resultados ndao foram observados nos estudos posteriores BOOST trial-2,

TIME trial (Late timing in myocardial infarction evaluation), SWISS-AMI trial (Swiss
multicenter intracoronary stem cells study in acute myocardial infarction), ASTAMI trial
(Autologous Stem-Cell Transplantation in Acute Myocardial Infarction), LEUVEN-AMI
trial e HEBE trial, que ndo demonstraram melhora na fracdo de ejecao do ventriculo
esquerdo com o uso de células-tronco provenientes da medula éssea (276-281).

Em fungdo dos resultados conflitantes, surgiu o REGENERATE-AMI trial, um
estudo multicéntrico, randomizado, duplo-cego, que avaliou os efeitos do transplante
autdlogo de células-tronco mononucleares dentro das primeiras 24 horas apds o infarto
do miocardio em 100 pacientes. Os resultados demonstraram melhora nao significativa
na fracdo ejecdo em comparacdo ao grupo placebo (282).

Em 2015, uma metanalise da Cochrane avaliou 41 estudos clinicos, envolvendo
2732 pacientes, para avaliar a eficacia das células-tronco no tratamento do infarto
agudo do miocardio. Os autores concluiram que nao haviam evidéncias suficientes para
declarar beneficio com o tratamento celular para essa populacdo de pacientes,
sugerindo que estudos clinicos maiores fossem realizados para elucidar o potencial das
células-tronco apds o IAM (283).

No contexto da IC, os principais tipos de células-tronco utilizadas foram os
mioblastos esqueléticos e as células-tronco da medula dssea (263). Em 2004, Carvalho
et al. propuseram a co-cultura de células-tronco mesenquimais e mioblastos para a
regeneracdo cardiaca em um modelo animal, demonstrando capacidade de
angiogénese pelas células-tronco e miogénese com o uso de mioblastos (284). Esses
resultados foram replicados posteriormente para avaliacdo de fibrose cardiaca (285).

Em 2005, Dib et al. realizaram o transplante de mioblastos esqueléticos em 30
pacientes com IC de origem isquémica e que foram submetidos a cirurgia de
revascularizagao do miocardio, demonstrando melhora significativa na fragao de ejegao
apods 2 anos de acompanhamento (286). Em 2008, surgiu o MAGIC trial, o primeiro
estudo randomizado a avaliar o transplante de mioblastos em pacientes com disfungdo
sistdlica, mas o estudo foi interrompido por nao apresentar melhora significativa na
fungdo sistdlica e por gerar aumento no nimero de arritmias cardiacas (287). Ainda em

2008, um outro estudo, SEISMIC trial, confirmou a eficacia do transplante de mioblastos
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pela técnica percutanea em 26 pacientes mas ndao demonstrou melhora significativa na
fracdo de ejecdo apds 6 meses de acompanhamento (288).

No ano de 2009, em um estudo similar ao SEISMIC trial, um total de 12 pacientes
receberam mioblastos esqueléticos pela via percutanea, sendo denominado CAUSMIC
trial (289), que demonstrou em seus resultados apds 1 ano de acompanhamento que o
transplante de mioblastos foi capaz de melhorar a qualidade de vida e reduzir a dilatagao
ventricular. Devido ao baixo numero de pacientes avaliados no SEISMIC trial e no
CAUSMIC trial, surgiu o MARVEL trial, um estudo multicéntrico, randomizado, com
objetivo de avaliar a seguranca e a eficacia do transplante de mioblastos pela via
percutanea em 170 pacientes IC com fragao de eje¢ao reduzida. Apesar de promissor, o
estudo foi interrompido apds 6 meses devido a questdes financeiras (290).

Em relagdo ao uso de células-tronco da medula éssea em pacientes com IC, um
dos primeiros estudos ocorreu em 2004, em que 14 pacientes com IC de origem
isquémica receberam essa populacdo de células durante a cirurgia de revascularizacdo
do miocardio, demonstrando melhora na funcdo cardiaca apdés 10 meses de
acompanhamento (40). Apesar disso, os resultados desse mesmo grupo de
pesquisadores envolvendo o mesmo tipo celular em um numero maior de pacientes
(n=63) ndo demonstrou melhora significativa na funcdo cardiaca (291).

Ao contrario desses resultados, o estudo conduzido por Stamm et al.
demonstrou que o transplante de células-tronco da medula dssea foi capaz de melhorar
a fungao cardiaca de forma significativa quando associada a cirurgia de revascularizagao
do miocardio apds 6 meses de acompanhamento (292). De forma semelhante, o estudo
de Perin et al. demonstrou melhora na fracdo de ejecdo apds 4 meses de
acompanhamento em 21 pacientes com IC de origem isquémica apds o transplante de
células-tronco da medula 6ssea (293).

Na sequéncia, o mesmo grupo de Perin et al. conduziu o FOCUS-CCTRN trial (First
mononuclear cells injected in the US conducted by the CCTRN), envolvendo 92 pacientes
com disfuncdo cardiaca e que receberam o transplante de CT da medula éssea, sendo
que o transplante celular ndo foi capaz de melhorar a fungao cardiaca em comparagao
ao grupo placebo apds 6 meses de acompanhamento (42).

Em 2016, metandlise de um grupo de pesquisadores da Cochrane avaliou o

potencial das células-tronco para o tratamento da insuficiéncia cardiaca em 38 estudos
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clinicos, envolvendo 1907 pacientes (294). Os autores concluiram que o uso de células-
tronco para o tratamento da IC é capaz de reduzir a mortalidade e melhorar a fragdo de
ejecdo durante o curto e longo acompanhamento, sendo também capaz de reduzir a
incidéncia de infarto do miocdrdio e melhorando a qualidade de vida mensurada através
da classificagao de New York Heart Association.

Outros estudos avaliaram ainda uso de células-tronco para o tratamento de IC
de etiologia chagasica. Em um modelo experimental, células-tronco mononucleares da
medula éssea foram utilizadas apds a indugao de IC chagasica apds a infec¢ao por T.
Cruzi (295). Os resultados demonstraram diminuicdo da inflamagdo cardiaca e
diminuig¢ao da area de fibrose durante 2 meses de acompanhamento.

Em 2006, Guarita-Souza et al. avaliaram a co-cultura de células-tronco
mesenquimais e mioblastos para o tratamento de IC chagasica em um modelo animal,
demonstrando melhora significativa na fun¢do cardiaca e redug¢ao na dilatagao
ventricular apds 30 dias de acompanhamento (296). Vilas-boas et al. avaliaram 28
pacientes com IC chagdsica em 2006, demonstrando melhora na fungao cardiaca e nos
sintomas congestivos apds o uso de células-tronco mononucleares da medula dssea
(297). Esses resultados ndo foram observados em um estudo subsequente que avaliou
90 pacientes com disfunc¢do cardiaca de etiologia chagdsica e que receberam a mesma
terapia celular (298).

Desta forma, ha consenso de que o beneficio funcional de cada célula esta
diretamente relacionado a patologia de base onde a célula é transplantada. Ou seja, em
modelos de infarto transmural, dificilmente houve um ganho funcional em decorréncia
de regeneragao de cardiomidcitos, visto que as células-tronco ndo tém substrato para
se diferenciar em cardiomidcitos. Da mesma forma que em modelos de isquemia
miocardica com miocardio vidvel, as células-tronco realizam a formacdo de novos vasos

o que resultam em beneficio funcional (185).
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ABSTRACT

Background: The NLRP3 Inflammasome is a key regulator of the inflammatory response
after myocardial infarction. Recent experimental studies had suggested that cell-based
therapies with stem cells and human amniotic membrane can modulate the
inflammation following an ischemic injury in the heart; however, the exact mechanisms
underlying this association is still not clear. This study aimed to evaluate the possible
relationship between the bone-marrow mononuclear stem cells (BMMC), the acellular
human amniotic membrane (AHAM) and the NLRP3 complex after myocardial infarction
in rats. Methods: Rats were submitted to myocardial ischemia through the ligation of
the left coronary artery. After seven days, an echocardiographic evaluation was
performed, and animals with ejection fraction < 50% were included and randomized into
three groups: control (n=10), BMMC (n=11), and AHAM (n=8). The stem cells and the
amniotic membrane were injected and implanted, respectively, on the anterior surface
of the heart seven days after coronary occlusion. On the 30th day, the animals were
again submitted to echocardiographic evaluations, followed by euthanasia and surgical
excision of the heart for biochemical and histological analyzes. P values < 0,05 denoted
statistical significance. Results: The groups were homogenous during the
echocardiographic baseline analysis. After 30 days, both BMMC and AHAM groups had
significant improvements in ejection fraction and showed decreased ventricular
remodeling, and no significant changes were observed in the control group. Oxidative
stress analysis was similar between the three groups, and the inflammatory parameters
and the NLRP3 inflammasome activity were not decreased with the therapeutic use of
both BMMC and AHAM, in comparison to the control group. Conclusion: Despite the
improvements observed in global cardiac function, cell-therapy with BMMC AHAM was
not able to suppress the NLRP3 inflammasome activity after 30 days of myocardial
infarction.

Keywords: Heart failure; Stem cells; Amniotic membrane; NLRP3 inflammasome
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1. INTRODUCTION

Acute myocardial infarction (AMI) remains the leading cause of cardiovascular death

worldwide !

, and despite the benefits of the current therapeutic strategies in
ameliorating symptoms and improving patient survival rates, none of them can recover
the contractility of the necrotic cardiomyocytes. Therefore, pathological ventricular

remodeling and progression to heart failure are inevitable in most of the cases 2.

Inflammation plays a major role in this process 3, and even though certain levels of the
inflammatory response are necessary for the myocardial repairing, previous studies had
shown that elevated levels of pro-inflammatory cells and cytokines may increase the
myocardial disfunction and contribute to ventricular remodeling and functional

deterioration of the heart *>.

The nucleotide-binding oligomerization domain (NOD)-Like-Receptor protein 3 (NLRP3
inflammasome), a multiprotein and cytosolic complex, has been recently appointed as
the major regulator of the inflammatory response after AMI °. This complex is usually
activated by reactive oxygen species (ROS), extracellular ATP and potassium efflux after
an ischemic injury in the heart 7, and its activity has been associated with the
development of atherosclerosis and heart failure &°. Thus, ameliorating the
inflammatory response through the blockade of the NLRP3 activity had become a
potential therapeutic target with the attempt to preserve the global cardiac function

after AM| 1012,

Previous studies had already demonstrated the reduction of the inflammatory response
using cell-based approaches with stem cells and human amniotic membrane after an
ischemic injury in the heart, resulting in significant improvements of global cardiac
function 131>, Despite this, the exact mechanisms underlying this association are still not
elucidated. In this study, we assessed the hypothesis that both bone-marrow
mononuclear stem cells (BMMC) and acellular human amniotic membrane (AHAM)
would preserve the cardiac function and reduce the left-ventricular remodeling process
through the inhibition of the NLRP3 Inflammasome in a model of chronic myocardial

infarction in rats.
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2. MATERIALS AND METHODS

All experiments were conducted following the standards and ethical principles of the
Brazilian College of Animal experimentation (COBEA), with approval by the CEUA
(Committee of Ethics in Research Animals at PUCPR), under the registration number

1273/2018.

2.1 Isolation of the mononuclear stem cells

Animals were placed in lateral decubitus position with the posterior limb in flexion under
general anesthesia with Ketamine (50 mg/kg) and Xylazine (10 mg/kg). The cell
harvesting was achieved by the puncture and aspiration of the posterior iliac crest, using
5-mL syringes containing 0.2 mL of heparin (5.000 Ul/mL). About 1 mL volume was
obtained for each animal and the mononuclear fraction of the stem cells was obtained

through Ficoll-Hypaque density gradient (d= 1.077 g/m?3), in accordance to Béyum (14).

2.2 Preparation of acellular human amniotic membrane

The amniotic membranes were obtained from patients undergoing cesarean delivery
with signed consent, and serologically negative for HIV, Hepatitis B, Hepatitis C and
Syphilis. The amnion was peeled from the chorion and blood clots were removed with
extensive washing in phosphate-buffered saline (PBS) containing 100U/mL penicillin and
100ug/mL streptomycin, with posterior preparation of the amniotic membrane as
suggested by Riau et al. ¢; the decellularization was performed using hypotonic buffer,

sodium dodecyl sulfate and tris-buffered saline.

2.3 Animals and surgery

Fifty male Wistar rats, weighing between 250-300 grams were used in this study. The
animals were housed in groups of four rats in polypropylene cages at ambient with
constant temperature (232C + 2), 12-hour light-dark cycle and free access to water and

standard commercial diet during the conduction of the study.

The coronary artery ligation was perfomed as previously described *’. Briefly, the rats
were anesthetized by intraperitoneal injection of Ketamine (50 mg/kg) and Xylazine (10

mg/kg), then submitted to endotracheal intubation and to mechanical ventilation at a
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frequency of 60 cycles/min and a volume of 2.5 mL (683, Harvard® Apparatus, Inc, USA).

The animals were placed in the supine position and a left lateral thoracotomy was
performed in the fourth intercostal space. The anterior interventricular coronary artery,
identified between the left atrium and the pulmonary artery, was permanently ligated
using 7.0 polypropylene thread. The ischemia was confirmed with paling and
hypokinetic area in the ventricular wall. All rats received perioperative antibiotics and

analgesia. The mortality rate of the animals after AMI induction was about 25%.

2.4 Echocardiographic assessment

All animals were submitted to echocardiographic evaluations under the same anesthetic
conditions on the 7t" and 30" days after myocardial infarction, in order to analyze the
ejection fraction (EF), left ventricular end-systolic (LVESV) and end-diastolic volumes
(LVEDV). Bidimensional transthoracic evaluations were taken using Sonos 5500 (Hewlett
Packard, USA) with S12 sectorial transducer (5-12 MHz) and 15L6 linear (7-15 MHz),
allowing an analysis of up to 160 Hz. LVESV, LVEDV and EF were obtained with the
transducer placed in the left anterolateral portion of the thorax using the following
formula: ventricular volume (V) was 8x(S)2/(3x3.1415926xC), where V=volume, S=area
and C=weight. EF was calculated as follows: EF=LEDV-LESV/LEDV 8. Measurements

were blindly obtained three times by the same cardiologist.

2.5 Transplantation of the BMMC and AHAM

Seven days after myocardial infarction, animals with EF lower than 50% were randomly
assigned into three groups: control group (n=8), BMMC group (n = 11) and AHAM group
(n=8). The animals were again anesthetized (50 mg/kg Ketamine and 10 mg/kg Xylazine),
intubated and submitted to median transsternal sternotomy. The BMMC group received
5x10° mononuclear stem cells injected directly on the infarcted area and the AHAM
group received the amniotic patch on the anterior surface of the heart. After thirty days,
a new echocardiographic evaluation was blindly performed on the three groups,

followed by euthanasia with an overdose of the anesthetic drugs.
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2.6 Immunohistochemical analyses

Sample preparation: the apex of the heart was surgically removed and immediately
frozen at liquid nitrogen and stored at -802C for biochemical analysis. The remaining
tissue was fixed in 10% phosphate-buffered formaldehyde for 24 hours then embedded

in paraffin blocks and sectioned at a 5 um-thick slices.

2.6.1 Tissue microarray (TMA) and immunohistochemistry (IHC)

Representative areas of the muscle were transferred from the histology block to a
recipient TMA block. Next, two 4 um thick paraffin-embedded sections of the TMA
blocks were transferred to electrically charged Star Frost™ (Braunschweig, Germany)
slides and incubated with a primary anti-NFKB p105/50 (ab797; 1:200; Abcam,
Cambridge, UK), TNFa (ab6671; 1:100; Abcam), ASC (ab70627; 1:200; Abcam) and
Caspasel (ab189796; 1:200, Abcam) overnight in a humidified chamber at a
temperature between 2—-8 °C. A Reveal Polyvalent HRP-DAB Detection System-Spring
Bioscience™ (Pleasanton, CA, USA) the slides were incubated with the secondary
antibody for 30 min at room temperature. The immunoreactivity was developed by
adding DAB chromogen-substrate solution (Spring) to the slides. Harris hematoxylin was
used for counterstaining. Positive and negative controls were run in parallel with all
reactions. The slides were scanned using the Axio Scan.Z1 scanner (Carl Zeiss, Germany).
The files generated were fragmented into single images, and approximately 25 images
were selected for analysis. The areas of immunopositive markings for the anti-
protein antibodies were quantified using Image-Pro Plus software version 4.5 (Media
Cybernetics, USA). The immunopositive objects were selected using a “mask” for
standardizing and automating the process. The numerical data of the immunopositive

marking area were generated and subsequently exported to an Excel spreadsheet.

2.6.2 Oxidation of dichlorodihydrofluorescein (DCFH) and NALP3

The tissue was placed in eppendorf, 100 pl of phosphate buffered saline (PBS) was
added and homogenized vigorously at 4 ° C with the use of a homogenizer. Afterwards,
200l of trypsin-EDTA (0.25% - Sigma-Aldrich) was added for 30 minutes for digestion.
These extracts were centrifuged at 11,000 rpm at 4 ° C for 40 min to remove insoluble

material and part of the supernatants from these tissues were used for protein
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quantification according to the Bradford method. About 500ul of the supernatant was

carefully collected and incubated, in the dark, with a 10mM H;DCFDA or 100ul NALP3
solution, for 30 minutes at 379C. After this time, the samples were centrifuged at 1200
rpm for 10 minutes to remove excess marker and resuspend the pellet in 400ul of PBS.
The samples were kept at 42C and protected from light until the acquisition of the data
on the cytometer (BD Accuri C6 Plus — Biosciences). The flowering signals were obtained
using the FITC channel. Data analysis was performed with the aid of the BD Accuri C6

Plus software, by determining the average fluorescence intensity of 30,000 events.

2.6.3 Total and oxidized glutathione

The total glutathione (GSH) levels were based on the reaction of GSH with DTNB
(Ellman’s reagent), which forms an oxidized glutathione-TNB product that is later
reduced by glutathione reductase in the presence of NADPH with the consequent
synthesis of GSH. The total GSH concentration was determined using a regression curve
that was plotted using various GSH standards. The oxidized (GSSG) levels were
measured from the recycling of GSSG by the spectrophotometric monitoring of NADPH
in the presence of 2-vinylpyridine. The total GSH and GSSG concentrations were

determined using a regression curve plotted using various GSH standards 1°.

2.6.4 Interleukin-18
IL1-B tissue concentrations were determined using commercial ELISA kits as

recommended by the manufacturer (Bioalbra biothecnology, Brazil)

2.7 Statistical analysis

Quantitative variables were described by mean, standard deviation, median, minimum
and maximum values. The model of analysis of variance (ANOVA) was applied in the
echocardiographic evaluation for the comparison of the three groups at the baseline
analysis, and the covariance analysis model (ANCOVA) was used for the 30th day and for
the difference between baseline and 30th day, adjusting for the baseline evaluation. The
non-parametric Kruskal-Wallis test was used for the immunohistochemical evaluations.
P values <0,05 indicated statistical significance, and the analyses were conducted with

statistical software STATA version 16.0 (StataCorplLp, Texas, United States).
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3. RESULTS

3.1 Echocardiographic analysis

The left ventricular EF, LVESV and LVEDV, assessed by the baseline echocardiogram at 7
days after AMI, were not significantly different between the groups (p=0.122). At the
30t day after AMI analysis, both BMMC and AHAM groups had significant
improvements in EF in both intragroup analysis (46.416.6 vs. 30.6+8.8%, p<0.01 and

49.749.9 vs. 33.2+7.6%, p=0.01 respectively) and in comparison to control group.

Both LVESV and LVEDV were decreased on the BMMC (0.1240.05 vs. 0.22+0.07mlL,
p=0.004 and 0.0910.04 vs. 0.22+0.10mL, p=0.001, respectively), and AHAM groups
(0.22+0.06 vs. 0.31+0.08mL, p=0.011 and 0.18+0.06 vs. 0.33+0.11mL, p=0.002,
respectively), without significant difference when the compared to each other. No
significant benefits on EF, LVESV and LVEDV were observed in the control group during

the 30 days follow-up (Figure 1).
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Figure 1: Intragroup comparison of the echocardiography results on the 7t" and 30t" days after myocardial infarction.
The results are presented as mean + standard deviation. p<0,05 denoted statistical significance versus control group
(#) or baseline analysis (*). Sample size: control = 8; BMMC = 11; AHAM = 8. EF (ejection fraction, in %); LVESV (left
ventricule end-systolic volume, in mL); LVEDV (left ventricule end-diastolic volume, in mL); BMMC (bone marrow
mononuclear stem cells); AHAM (acelullar human amniotic membrane).
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3.2 Inflammation parameters

Immunohistochemical evaluations for TNF-a and NF-kB were conducted in order to
evaluate the activity of pro-inflammatory markers after 30 days in the infarcted heart.
The results showed no difference on the levels of TNF-a between the three groups (fig.
2A), and the levels of NF-kB were significantly higher in both BMMC and AHAM groups
in comparison to control group (fig. 2B), without statistical significance when compared

to each other.
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Figure 2: Effects of BMMC and AHAM on inflammatory parameters 30 days after myocardial infarction. The results
of TNF-a (A) and NF-k8 (B) are presented as mean £ standard deviation. p<0,05 denoted statistical significance
versus control group (*). Sample size: control = 4, BMMC = 3; AHAM = 4. BMMC (bone marrow mononuclear stem
cells); AHAM (acelullar human amniotic membrane).

3.3 Oxidative stress parameters

Reactive oxygen species levels were measured through the oxidation of the 2'7
dichlorodihydrofluorescein  diacetate  (DCFH-DA) in a fluorescent 2',7'-
dichlorodihydrofluorescein (DCF), and as shown in figure 3A, no significant difference
was observed among the groups after the 30 days analysis. The GSH (fig. 3B) and GSSG
(fig. 3C) levels were also similar between the groups, and the ratio GSH/GSSG remained

unchanged in all groups (fig 3D).
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Figure 3: Effects of BMMC and AHAM on oxidative stress parameters after 30 days of myocardial infarction. The
values of DCF (A), total GSH (B), GSSG (C) and GSH/GSSG ratio (D) are presented as mean # standard deviation.
p<0,05 denoted statistical significance. Sample size: control = 8; BMMC = 11; AHAM = 8. BMMC (bone marrow
mononuclear stem cells); AHAM (acelullar human amniotic membrane).

3.4 Inflammasome NLRP3 activity

Heart tissues from the BMMC and AHAM groups had significantly elevaded expressions
of the NALP3 enzyme 30 days after AMI (fig. 4A) in comparison to control group (p=0.032
and 0.017, respectively). The immunohistochemistry demonstrated similar levels of ASC
(fig. 4B, p=0.07) and Caspase-1 (fig. 4C, p=0.116) between the analyzed groups, and the
levels interleukin-1B (fig. 4D) were significantly reduced in AHAM group in comparison

to both control and BMMC groups (p=0.03 and p<0.01, respectively).
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Figure 4: Effects of BMMC and AHAM on the NLRP3 inflammasome activity 30 days after myocardial infarction. The
values of NALP3 (A), ASC (B), Caspase-1 (C) and interleukin-18 (D) are presented as mean #+ standard deviation.
p<0,05 denoted statistical significance. Sample size for ASC and Caspase-1: control =4; BMMC = 3; AHAM = 4. Sampre
size for NALP3 and interleukin-18: control = 6; BBMC = 6; AHAM = 5. BMMC (bone marrow mononuclear stem cells);
AHAM (acelullar human amniotic membrane).
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Figure 5: Representative images of cross-sectional histological sections of the heart of animals submitted to
myocardial infarction. of BMMC and AHAM on the NLRP3 inflammasome activity 30 days after myocardial
infarction. BMMC (bone marrow mononuclear stem cells); AHAM (acelullar human amniotic membrane). Acquisition
of images in 10x objective. Scale bars = 50 um.

4. DISCUSSION

In the current study, we investigated whether cell-therapy with BMMC and
AHAM could inhibit the NLRP3 inflammasome activity in a rat model of chronic ischemia.
The BMMC and AHAM patch were injected and engrafted, respectively, seven days after
coronary ligation in animals with EF < 50% to simulate the clinical scenario of heart
failure, and the results observed after 30 days demonstrated that the NLRP3
inflammasome activity was not suppressed with the therapeutic use of both BMMC and
AHAM, in comparison to control group in a 30 days follow-up analysis.

Bone-marrow stem cells and human amniotic membrane has been appointed as
potential therapeutic-agents with the attempt of regeneration of the heart in models of
heart failure 222, The proposed mechanism of action is based on paracrine and
immunomodulatory effects able to reduce the cardiac dysfunction after coronary
occlusion, and promote functional and ventricular benefits in the heart 2324, however,

the exact mechanism by which this effect might occur is still not clear.



62
The microenvironment of hypoxia with the subsequent death of cardiomyocytes

after AMI release to the extracellular space a group of substances normally present in
the intracellular environment; such substances (HMGB1, Heat shock proteins, and DNA
fragments) are known as damage-associated molecular patterns (DAMPs), and during a
stressful situation, such as AMI, can cause an immunological reaction by the activation
of the pattern recognition receptors (PRRs) 2>?7, These receptors are found in the cell-
membranes of macrophages and dendritic cells or in the cytoplasm, causing a process
of sterile inflammation in the heart 528,

The inflammasome is a PRR, and at least five types of inflammasomes had
already been identified so far, and the most well-characterized is the NLRP3 28, The
activation of the NLRP3 complex usually involves two signals: the first signal (priming) is
mediated through the stimulation of toll-like receptors and activation of the NF-kB
signaling pathway, providing the transcriptional expression of pro-IL-18, pro-IL-1B, and
NALP3 #2° The second signal is dependent on DAMPs stimulus, PAMPs (pathogen-
associated molecular patterns), and other substances such as ROS, extracellular ATP,
and potassium efflux 2°. These molecules trigger the oligomerization of NLRP3 complex
(modulated by ASC) and activate Caspase-1, with posterior cleavage and release of
Interleukin-168, Interleukin-18, and cell death mediated through gasdermin-D, in a
process known as pyroptosis %3031,

In the present study, the results showed that both BMMC and AHAM had
upregulated the levels of NALP3 enzyme at the 30 days analysis (fig. 4A), and no
modulation of ASC or Caspase was observed in comparison to the control group. These
elevated levels of NALP3 are consistent with the high levels of NF-kB observed in both
BMMC and AHAM groups in the immunohistochemistry (fig. 2B), once the priming signal
provides the transcriptional expression of NALP3 and pro-IL-1B 32.

Despite this, the levels of IL-1 were similar in both control and BMMC groups,
and the AHAM group had significantly lower levels of IL-1B (fig. 4D). Also, the cell redox-
cell state was not different among the three groups, which was expected considering
the close association between the production of ROS and the mechanism of activation
of the NLRP3 inflammasome %33, The mitochondrial dysfunction, consequent to the

anaerobic metabolism after the establishment of hypoxia following coronary occlusion,
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is the major responsible for the release of ROS, that behaves like the second signal for

the NLRP3 oligomerization 7.

The lack of association between the analyzed therapies and the NLRP3
inflammasome in the context of chronic myocardial ischemia suggests that either the
immunomodulatory action of the BMMC and AHAM occurs by other mechanisms than
the NLRP3 inflammasome inhibition, or the activity of the NLRP3 complex was not
suppressed in a long-term analysis such as 30 days after AMI. This time-related attribute
may also justify the similarity of the redox-cell state between the three groups.

This last hypothesis is supported by an important randomized clinical trial, the
BOOST-trial, on which 60 patients with a recent history of myocardial infarction were
randomized 1:1 to receive bone-marrow stem cells or placebo, and the results after 18
months suggested that the beneficial effects of the cells in cardiac function would be
only transient 3%; this fact may be related to a low percentage of viable cells after delivery
to the myocardium due to cardiac contraction, with a consequent decrease in cardiac
function after months 3>3%. In a cellular analysis, the scarcity of viable cells on the
delivery site may justify the similarity between the groups analyzed, suggesting that the
possible immunomodulatory action of both BMMC and AHAM may not be occurring
after 30 days of AMI.

The direct myocardial injection used in the present study is an alternative to
decrease the loss of stem cells on the delivery site, but this approach is associated with
a transient inflammatory response on the myocardium 37/, which can explain the
elevated levels NF-kB of observed in both BMMC and AHAM groups. Also, these levels
may be related to the physiological process of myocardial repair after AMI, once certain
levels of the inflammatory response are necessary for myocardial healing 38, as well for
the process of stem cell activation after delivery to the myocardium, with consequent
benefits in cardiac function and ventricular remodeling 383249 The same logic applies to
cell-therapy with AHAM.

Previous experimental studies and clinical trials had successfully prevented
cardiovascular events and reduced pathological ventricular remodeling through the
inhibition of the NLRP3 enzymes and/or cytokines after AMI%11:31,3240- The ggents most

commonly used as NLRP3 inhibitors are Canakinumab (a monoclonal antibody targeting
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interleukin B), Anakinra (a recombinant interleukin-1 receptor antagonist), colchicine,

OLT1177, MCC-950, and muscone 404244,

A study conducted by Du et al. showed that sequential doses of muscone after
permanent coronary occlusion in rats were capable of inhibiting the NLRP3
inflammasome activity and the levels of NF-kB, with improvements in cardiac function

% In a similar analysis, Fujisue et al. demonstrated that oral

after four weeks
administration of colchicine for five days resulted in attenuation of the left ventricular
remodeling and reduced inflammatory response and NLRP3 activity after AMI 4®,

In our study, despite the absence of inhibition of the NLRP3 inflammasome or
the inflammatory response, the echocardiographic assessment showed that cell-
therapy with either BMMC or AHAM was capable of improving cardiac function during
the 30 days follow-up, in comparison to baseline results. The LV ejection fraction
improved about 16% in the BMMC group (p<0.001) and almost 20% in the AHAM group
(p=0.001), with no difference when these two groups were compared to each other
(figure 1). Also, the LV remodeling, measured by LVESV and LVEDV, was improved in
both BMMC and AHAM groups, without significant changes in cardiac function nor LV
remodeling in the control group.

To our knowledge, this is the first study to evaluate the possible relationship
between the stem cells, the human amniotic membrane, and the NLRP3 inflammasome
complex in the context of chronic myocardial ischemia. The recovery of the global heart
function in a model of severe ventricular dysfunction observed in our study reinforces
the potential of both stem cells and human amniotic membrane as possible therapeutic
approaches for the treatment of heart failure. The absence of modulation of the
inflammatory response and the NLRP3 inflammasome enzymes/cytokines after 30 days
suggests that the immunomodulatory action over the NLRP3 inflammasome may not be
sustained in a long period, or that the mechanism of action of both BMMC and AHAM
occur independently of the NLRP3 inflammasome inhibition.

Despite this, some considerable limitations should be expressed. Beyond the
limitations of the rat model, the analysis after myocardial ischemia without reperfusion
differs from previous studies that proposed to evaluate the inhibition of the NLPR3
Inflammasome as a therapeutic target after AMI. Most of the studies aimed to assess

the short-terms effects of the NLRP3 inhibition, usually during hours or few days after
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myocardial infarction 04243; therefore, we could not predict the short-term
consequences of BMMC and AHAM over the NLRP3 complex. Also, treatment with
either BMMC or AHAM occurred only once during the period of evaluation in animals
with severe ventricular disfunction; a single dose of these agents may be not sufficient
to inhibit the NLRP3 Inflammasome after 30 days, although was capable of improving
cardiac function and ameliorating LV-remodeling. Future studies should explore the

benefits of BMMC and AHAM on NLRP3 complex inhibition in a shorter period of time.

5. CONCLUSION

Despite the improvements observed in cardiac function and the reduction of
pathological ventricular remodeling, treatment with bone-marrow mononuclear stem
cells or human amniotic membrane was not able to suppress the inflammatory response

nor the NLRP3 inflammasome activity after 30 days of myocardial infarction.

6. ABBREVIATIONS

AHAM - Acellular human amniotic membrane
AMI — Acute myocardial infarction

BMMC — Bone marrow mononuclear stem cells
DAMPs - Damage-associated molecular patterns
DCFH - Dichlorodihydrofluorescein

EF — Ejection fraction

GSH — Total glutathione

GSSG — Oxidized glutathione

IHC - Immunohistochemistry

LVEDV — Left ventricule end-diastolic volume
LVESV — Left ventricule end-systolic volume
NLRP3 — Nod-like receptor protein 3

PAMPs - Pathogen-associated molecular patterns
PRRs - Pattern recognition receptors

ROS — Reactive oxygen species

TMA - Tissue microarray
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6. CONCLUSOES E CONSIDERACOES FINAIS

Diversos relatos na literatura ja demonstraram o potencial terapéutico das
células-tronco e da membrana amnidtica humana como alternativa de tratamento da
insuficiéncia cardiaca. Apesar disso, controvérsias acerca do mecanismo de agdo e
efeitos dessas terapias podem surgir em funcao dos diversos métodos de entrega celular
ao miocardio existentes, diferentes subtipos de células-tronco passiveis de uso,
métodos variados de mensuracdao da fungdo cardiaca e auséncia de padronizagao
temporal das andlises funcionais, bioquimicas e histopatoldgicas.

O presente estudo demonstrou que o uso terapéutico de células-tronco
mononucleares da medula éssea ou membrana amnidtica humana acelular apés o
infarto do miocardio foi capaz de recuperar a fungao cardiaca global, mensurada através
de andlise ecocardiografica 30 dias apds a inducdo de isquemia. Apesar disso, ndo se
observou diferenga significativa entre os grupos em relagao aos resultados bioquimicos
e histopatoldégicos, com auséncia de modulagdo da resposta inflamatdria, do complexo
inflamassoma NLRP3 e das espécies reativas de oxigénio apds 30 dias de analise.

A realizagdo da analise bioquimica e histopatoldgica apos 30 dias da indugao do
infarto do miocardio ocorreu em busca de avaliar o processo de remodelamento
cardiaco que ocorre apds o infarto do miocardio; entretanto, esse longo periodo de
tempo pode limitar o poder de analise, visto que medidas realizadas em periodos de
tempo mais curtos poderiam ser capazes de detectar a possivel modulagao das células-
tronco e da membrana amnidtica sobre os parametros inflamatdrios e oxidativos.

Dessa forma, concluimos que o uso terapéutico das células-tronco da medula
0ssea ou da membrana amniédtica acelular apds o infarto do miocardio foi capaz de
recuperar a fungao cardiaca global, mas essa agdo ndo foi dependente da modulagao do

complexo inflamassoma NLRP3 apds 30 dias de analise.
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Heart failure (HF) is still a challenging disease around the world,
and despite the advances in pharmacological approaches and
surgical techniques over the past few years, the recovery of the
contractility of cardiomyocytes after an injury in the heart is still not
feasible.

Heart transplantation remains as the most effective treatment for
this patient population, and the techniques regarding this procedure
had made huge progress since the first transplant, performed
in 1967 by Dr Christiaan Barnard. Despite this, the challenges in
candidate selection, shortage of organ donors, and comorbidities
that may contraindicate the postoperative immunosuppression are
factors that still limit the transplant to a selected group of patients.
This scenario has encouraged research for alternative therapeutic
approaches for HF, aiming the regeneration of the heart tissuel'.

Several agents have been studied for this purpose: fetal
cardiomyocytes, skeletal myoblasts, embryonic and adult stem cells
(SQ), synthetic polymers, human and non-human collagen gels,and
decellularized tissues. These therapies aim to provide a cell-matrix
integration that provides an improvement of global cardiac function
either through differentiation into cardiomyocytes, paracrine, and
immunomodulatory actions, or providing a three-dimensional
structure that enables cell adhesion, survival, and proliferation.

Fetal cardiomyocytes were the agents initially evaluated, and
the results showed capacity of colonization of the infarcted area
with gain of cellular function. However, its use was abandoned due
to the need for immunosuppression and ethical issues involved.
Later, skeletal myoblasts were tested, principally for their self-
regenerating characteristics, with regional functional improvements
and colonization of the transplanted region; yet, by their non-
differentiation into cardiomyocytes and the maintenance of their

"Post-Graduation program in Health Sciences, Pontificia Universidade Catdlica do
Parand (PUCPR), Curitiba, PR, Brazil
2Universidade Positivo (UP), Curitiba, PR, Brazil.

phenotypic characteristics, a process of fatty degeneration was
commonly trigged, with consequent ventricular arrhythmias after the
implantation, and the anti-remodeling effect in transmural infarction
models was not observed?.

To date, the most studied agents are SC. These cells had raised
great expectation on the part of researchers and patients about the
differentiation potentials into other subtypes lines such as nervous,
blood, bone, and cardiac tissue, due to the capacity of self-renewal,
proliferation, and differentiation into other cell lines (Table 1).

In 2001, Orlic et al ! suggested the SC ability to transdifferentiate
into cardiomyocytes after using bone marrow SC in a model of
coronary artery ligation in rats, with significant improvements
in ejection fraction on the animal model. These results were not
replicated in subsequent experiments, but studies with SC advanced
through several clinical trials around the world.

Due to the pluripotential characteristic and medium-dependent
differentiation, the results of the studies were mainly related to the
underlying pathologies in topic. In transmural infarction models, the
functional benefit was discreet since these cells presented difficulty
in differentiating into cardiomyocytes, similarly as in models of dilated
cardiomyopathy with the predominance of fibrosis. In contrast, when
the studies were related to ischemic pathologies, the results were
more encouraging, justified by the possibility of neovascularization
in the regions on which the cells were injected®.

Other studies evaluated the association of skeletal myoblasts
and adult SC (cell coculture), based on the hypothesis that adult SC
could stimulate neoangiogenesis and the myoblasts would provide
the regeneration of the cell tissue, both in autologous form. The
functional benefits were identified in both models of transmural
infarction and Chagasic cardiomyopathy, but the left ventricular
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