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RESUMO

Introdugao: O infarto agudo do miocardio (IAM) continua a ser a principal causa de
morte cardiovascular em todo o mundo e uma das principais causas de insuficiéncia
cardiaca congestiva. Estudos recentes sugeriram que as terapias baseadas em células com
células-tronco da medula o6ssea (BMSC) e membrana amnidtica humana (hAM)
recuperariam a funcdo ventricular apoés o IM; no entanto, os mecanismos subjacentes a
esses efeitos ainda sdo controversos.

Objetivo: Comparar os efeitos de BMSC e hAM em um modelo de rato de insuficiéncia
cardiaca.

Métodos: IAM induzido por oclusdo coronariana ciriirgica. Animais com fracdo de
ejecao (FE) <50% foram incluidos e randomizados em trés grupos: controle, BMSC e
hAM. As BMSC e a HAM foram implantados na parede ventricular anterior sete dias
apos o IAM, sendo realizada nova andlise ecocardiografica, histologica e
imunoistoquimica no 30° dia, seguida de eutanasia.

Resultados: Apds 30 dias melhorias significativas na FE e nos volumes sistélico e
diastolico final do ventriculo esquerdo em ambos os grupos BMSC e hAM, sem
beneficios significativos no grupo de controle. Novos vasos sanguineos, células desmina

positivas e expressdo de conexina-43 também foram elevados em ambos os grupos
BMSC e hAM.

Conclusao: Os resultados sugerem uma recuperacao da funcdo cardiaca global com o
uso terapéutico tanto do BMSC quanto do hAM, associado a angiogénese e regeneragao
dos cardiomidcitos apds 30 dias.

Palavras-Chave: Infarto do miocardio; Regeneracdo tecidual; Células-tronco;
Membrana Amniética Humana.



ABSTRACT

Background: Myocardial infarction (MI) remains as the leading cause of cardiovascular
death worldwide, and a major cause of heart failure. Recent studies have suggested that
cell-based therapies with bone marrow stem cells (BMSC) and human amniotic
membrane (hAM) would recover the ventricular function after MI; however, the
mechanisms underlying these effects are still controversial.

Methods:Herein, we aimed to compare the effects of BMSC and hAM in a rat model of
heart failure. MI was induced through coronary occlusion, and animals with ejection
fraction (EF) < 50% were included and randomized into three groups: control, BMSC and
hAM. The BMSC and hAM were implanted on the anterior ventricular wall seven days
after MI, and a new echocardiographic analysis was performed on the 30th day, followed
by euthanasia.

Results:The echocardiographic results after 30 days showed significant improvements
on EF and left-ventricular end-sistolic and end-diastolic volumes in both BMSC and hAM
groups, without significant benefits in the control group. New blood vessels, desmine
positive cells and connexin-43 expression were also elevated in both BMSC and hAM
groups.

Conclusion: These results suggest a recovery of global cardiac function with the
therapeutic use of both BMSC and hAM, associated with angiogenesis and
cardiomyocyte regeneration after 30 days.

Keywords: Myocardial Infarction; Tissue Regeneration; Stem Cells; Human Amniotic
Membrane.
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1. INTRODUCAO

As doencas cardiovasculares (DCV) aparecem como o principal problema de
saude publica no mundo. Sendo o infarto agudo do miocardio (IAM) a principal causa
isolada de morte entre as doencas cronicas ndo transmissiveis, representando uma das
principais causas de morbi-mortalidade no mundo todo. (1)

Apobs o IAM ocorrem alteragdes da arquitetura ventricular, com estimulagdo de
neutrdfilos circulantes que produzem citocinas as quais regulam a resposta inflamatoria
no tecido isquémico. A atenuagdo da resposta inflamatdria tem sido igualmente buscada
como mecanismo para reduzir a extensdo do IAM e melhorar o remodelamento
ventricular (2)

Resultados de estudos clinicos recentes indicaram a possibilidade de melhora da
funcdo global do ventriculo esquerdo por meio de transplante de células como alternativa
para o tratamento do infarto do miocéardio. As opcdes terapéuticas atuais propostas, tanto
clinicas como cirtrgicas, t€m como principal objetivo tratar apenas as consequéncias do
infarto do miocardio e ndo as causas basicas da doenga, que ¢ a perda da célula contratil,
os cardiomiocitos. A acdo das células tronco tem sido favoravel funcionalmente em
modelos de cardiomiopatia isquémica com relacdo a formagdo de novos cardiomiocitos
€ vasos sanguineos, entretanto falha na reversdo do remodelamento ventricular. (3)

Os avangos terapéuticos disponiveis para o tratamento do IAM ainda sdo limitados
e paliativos, evidenciando assim a necessidade do desenvolvimento de novas

modalidades terapéuticas (4)

Por outro lado, a necessidade de novos tratamentos com a finalidade de melhorar
a qualidade de vida do paciente portador de insuficiéncia cardiaca se torna necessaria.

Atualmente a engenharia de tecidos vem utilizando biomateriais capazes de fornecer um



15

arcabouco com suporte estrutural a fixacdo e crescimento das células, criando um

microambiente propicio para a substituicao ou reparagao dos tecidos (5, 6)

Diversos tipos de células tém sido utilizados, isolodas ou em conjunto com
diferentes materiais para reparo cardiaco e regeneracdo do miocardio. Alguns estudos
sugeriram a capacidade de neoangiogenese e outros de formagao de novos cardiomiocitos
no local onde as células foram transplantadas. Esses resultados estdo diretamente
relacionados ao modelo de lesdo miocardica realizado, ou seja, da lesdo miocérdica de

base. (7)

A membrana amnidtica (MA) descelularizada é um arcabougo biodegradavel que
pode ser facilmente obtida, processada e transportada com propriedades que permite seu
uso como biomaterial. Diversos estudos demonstraram que a MA promove a reparagdo
tecidual em aplicagdes regenerativas, como cicatriza¢do de queimaduras na pele, tlceras
de decubito e em especial na oftalmologia no tratamento de afec¢des da superficie ocular

(8,9)

Em modelos de infarto do miocardio a MA pode servir como matriz que fornece
suporte tridimensional ao ventriculo, sustentando a sobrevivéncia celular e promovendo
o efeito anti-remodelamento, entretanto ndo apresenta melhora da fracdo de ejecdo do
ventriculo esquerdo pds implante. Outro mecanismo bastante interessante ¢ que a MA
ndo desencadeia uma resposta antigénica devido a baixa imunogenicidade e pode
proporcionar um microambiente importante na sinalizagdo da via de comunicagdo

epitelial e estromal induzindo a regeneragdo de tecido nativo (10)
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Contextualizando Insuficiéncia Cardiaca E Terapia Celular

As doengas cardiovasculares (DCV) se tornaram o problema de satde mais
importante em todo o mundo, ultrapassando a infeccdo como a principal causa
mortalidade (11). Embora tenha havido uma reducio na mortalidade em vérias formas de
DCV, incluindo infarto agudo do miocardio (MI), o tratamento da insuficiéncia cardiaca
(IC) ainda enfrenta desafios a despeito de sua evolucdo (12). O aumento da prevaléncia
de IC ¢ causado por varios fatores, incluindo a melhora da sobrevida de pacientes com
sindromes coronarianas agudas e reducdo significativa de mortatilidade devido a
evolucdo terapéutica (11, 13, 14). Porém, o fator que tem maior impacto na incidéncia e
prevaléncia da IC ¢ o fato de ser uma doenca associada envelhecimento. O niimero de
pessoas com mais de 65 anos no mundo dobrara nos proximos 25 anos e estima-se que
quase 15% dessa populacao desenvolverd IC (11). Tais numeros deixam claro que a IC
serve como um importante alvo para pesquisas médicas e o desenvolvimento de terapias
melhoradas.

O desenvolvimento da IC envolve uma série de condi¢des subjacentes
potenciais e um continuo de mudancas fisiopatologicas ao longo de varios meses a anos.
No entanto, a maioria das mudangas ocorre ao longo de uma via prejudicial comum. A
lesdo do miocardio resulta em morte de cardiomidcitos, substituicdo do miocérdio
infartado por tecido fibroso, expansdo da cicatriz, incapacidade do miocardio
remanescente para compensar a falha da regido lesada e ativacdo de uma série de
mecanismos compensatorios como a via Renina-Angiotensina-Aldosterona (12-14).
Esses fatores eventualmente levam ao aumento do estresse da parede com alteracdes

secunddrias no tamanho do midcito, metabolismo e expressdo génica, bem como
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dilatagdo ventricular e, por fim, reducdo da funcao sistolica. Coletivamente, esse processo
¢ conhecido como remodelacdo miocardica e ¢ a marca fenotipica da IC (12, 15). Uma
vez que a remodelacdo miocardica grave ocorreu e um estagio avancado de IC se
desenvolveu, as opgdes de tratamento atuais sdo mais escassas. A principal terapia
definitiva ¢ a substituicdo cardiaca ou transplante (Tx), uma opcao restrita a menos de
3.000 receptores em todo o mundo anualmente devido a escassez de 6rgdos de doadores
€ ao risco perioperatdrio relacionado (16). Transplante cardiaco e dispositivos mecanicos
de assisténcia ventricular (LVADs) podem fornecer melhora dramatica na perfusdo de
orgdos, reducdo no estresse da parede, melhoria na capacidade funcional e melhor
qualidade de vida, mas ndo sdo uma opg¢ao para a grande maioria das pessoas com IC (ou
seja, pacientes com mais de 65 anos ) (17-19) LVADs como uma “terapia de destino”
para pacientes que ndo sdo candidatos a transplante sd3o uma opc¢do em evolu¢do; no
entanto, eles ndo causam uma recuperacao miocardica suficiente para permitir o explante
do dispositivo ou evitar o Tx, exceto em raros pacientes (20, 21). Assim,um objetivo

plausivel continua sendo o reparo do miocardio lesado.

A ideia de intervir logo apds a lesdo cardiaca aguda para substituir as células
lesadas e prevenir a cascata prejudicial que leva a IC foi o impeto inicial para o transplante
de células. No entanto, logo ficou claro que a substituicdo de células também poderia
trazer beneficios significativos para pacientes com IC cronica. Com a idéia de que a
medula 6ssea continha células "tronco" ou progenitoras que podiam diferenciar vérias
linhagens, incluindo musculos, o campo se expandiu rapidamente. Nos anos 2000 dados
de mais de 20 estudos clinicos iniciais ou intermediarios estavam sendo discutidos em
conferéncias cientificas ou publicados na literatura revisada por pares. Assim, a
regeneracdo potencial de tecido viavel abriu novas perspectivas, pelo menos em teoria,

para o tratamento de doencas isquémicas do coragdo e insuficiéncia cardiaca cronica.
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Uma terapia baseada em células com sucesso clinico terd que fornecer revascularizagdo
funcional, remodelagdo da matriz e regeneracdo dos elementos contrateis sem causar
instabilidade elétrica ou mecanica. Se bem-sucedida, a terapia celular pode se tornar uma
abordagem do século 21 para o tratamento da IC, oferecendo potencial real para um
reparo significativo da lesdo cardiaca subjacente e, portanto, para a recuperacao.

Viarios agentes tém sido estudados para esse fim: cardiomidcitos fetais,
mioblastos esqueléticos, células-tronco embrionarias e adultas (CT), polimeros sintéticos,
géis de colageno humano e ndo humano e tecidos descelularizados. Essas terapias visam
fornecer uma integragdo célula-matriz que forneca uma melhoria da fun¢do cardiaca
global por meio da diferenciagdo em cardiomidcitos, pardcrina e acdes
imunomoduladoras, ou fornecendo uma estrutura tridimensional que permite a adesdo,

sobrevivéncia e proliferagdo celular.

2.2 Mioblastos esqueléticos — os pioneiros da terapia celular

Os mioblastos sdo derivados de “células-satélite” musculares, descritas pela
primeira vez em 1961 como células que regeneram o musculo esquelético danificado
(22). Os mioblastos esqueléticos (SkKMB) se expandem e formam neofibras apds a lesdao
muscular. Assim, ndo ¢ surpreendente que eles tenham sido os primeiros candidatos a
regeneracdo cardiaca. Em 1994, o grupo de Magovern relatou o primeiro transplante
experimental bem-sucedido de mioblastos esqueléticos em coragdo ferido (23).
Entretanto, ndo ficou claro como esses mioblastos esqueléticos enxertados com sucesso
melhorariam a fungdo. Sugeriu-se que tais células musculares poderiam melhorar a
contratilidade do coragdo previamente marcado, sem estritamente transdiferenciagdo em
cardiomiocitos. Além disso, o SKMB pareceu produzir duas populacdes de células no

coracdo lesado - células do tipo musculo esquelético transplantadas positivas para
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miogenina no centro da cicatriz e uma segunda populagdo de células do tipo musculo
cardiaco mais primitivas negativas para miogenina "recrutadas" ao redor da cicatriz
periférica (24).

Os mioblastos esqueléticos transplantados pareceram se adaptar ao miocardio
circundante formando miofibras de contragdo lenta que foram eletricamente isoladas dos
cardiomiocitos do hospedeiro e, ainda assim, melhoraram o desempenho cardiaco (25).
Esses resultados, mostrando uma melhora na funcdo cardiaca sem integracdo completa
das células transplantadas no miocéardio do hospedeiro e com recrutamento de células
enddgenas, levantaram questdes sobre os mecanismos potenciais que fundamentam o
beneficio funcional. Varios mecanismos foram sugeridos, variando de mudangas passivas
no estresse da parede ou geometria cardiaca até a contracdo ativa mecanicamente induzida
das células injetadas, mas o(s) mecanismo(s) exato(s) subjacente(s) ao efeito benéfico
ainda estio em debate. E provavel que os beneficios envolvam um efeito direto das
células musculares transplantadas no desempenho e um efeito indireto “paracrino” ou
trofico no recrutamento de células endogenas e na remodelacio do coragdo insuficiente.
Como os mecanismos subjacentes aos efeitos positivos do transplante de mioblastos ainda
ndo sdo totalmente compreendidos, ha algum debate se os mioblastos melhoram a
contracdo ou apenas evitam a deterioragdo do coragdo lesado.

Embora os dados pré-clinicos e clinicos iniciais parecam encorajadores, o
transplante de mioblastos tem limitagdes potenciais. A primeira limitacdo esta associada
a qualquer célula autdloga que tenha que ser expandida em laboratdério (ou seja,
mioblastos, células-tronco mesenquimais, células progenitoras endoteliais) o uso requer
tempo suficiente entre a lesdo e a inje¢@o para permitir a expansao celular in vitro. Em
doadores normais e saudaveis e em muitos pacientes com insuficiéncia cardiaca, isso

varia de varios dias a varias semanas, dependendo do tipo de célula.
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A segunda limitacdo potencial para qualquer terapia celular cardiaca ¢ a
incapacidade das células transplantadas para se integrarem eletricamente com o
miocardio nativo. Os mioblastos sdo o tipo de célula mais bem estudado, mas ndo esta
claro se, e como, eles se integram eletricamente ao miocardio circundante. Tampouco
esta totalmente claro qual impacto a integracdo pode ter na fun¢do ou no ritmo cardiaco.
Menasche e colegas relatam nenhuma integracdo elétrica de mioblastos pré-clinicamente
(26) . Da mesma forma, Suzuki e colegas relatam que, na auséncia de hiperexpressao de
conexina-43, os mioblastos ndo se acoplam bem com o coracdo circundante (27). No
entanto, como mencionado anteriormente, as células parecem se contrair em sincronia
com o tecido circundante e contribuem para o desempenho cardiaco. Dados clinicos
iniciais sugerem que o transplante de mioblastos pode estar associado a um periodo de

instabilidade elétrica nas primeiras semanas apos o transplante de células.

Em resumo, embora o transplante de mioblastos seja uma técnica bem definida
para regeneragdo miocardica, questdes importantes permanecem sobre sua seguranga e
eficacia em longo prazo. Se o transplante de células deve ser visto como uma solugao de
longo prazo para a lesdo miocardica, as células devem ser capazes de promover a
revascularizacdo sustentada e mediar um efeito funcional positivo por anos no coragio

sem provocar sequelas negativas.

2.3 Células Tronco Hematopoiéticas E Mesenquimais
2.3.1 Células tronco hematopoiéticas
Para avancar em direcdo as células progenitoras que t€ém potencial para se
tornarem cardiomidcitos, mas superar os obstaculos éticos e imunologicos das células-
tronco embriondrias, os pesquisadores comegaram a examinar outras fontes autdlogas de

células-tronco, como medula 6ssea e sangue periférico, que contém varias populagdes de
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células que recentemente se mostraram capazes de se diferenciar em outras células além
do sangue. Eles incluem a populagdo mononuclear ndo fracionada, células-tronco
hematopoiéticas (HSCs), células-tronco mesenquimais (MSCs), células progenitoras
endoteliais (EPCs) e subconjuntos de cada uma delas, incluindo progenitores
angiogénicos CD34 , células progenitoras adultas multipotentes (MAPCs) e células de
crescimento excessivo de sangue CD14 . Populagdes de células progenitoras semelhantes
também foram isoladas do sangue do cordao umbilical.

Historicamente, as HSCs sdo consideradas células que se diferenciam apenas
em varias células do sangue e do sistema imunolédgico (ou seja, globulos vermelhos e
brancos). Essas células s3o normalmente identificadas por marcacdo com CD34 e / ou
AC133 para células humanas e, em camundongos, sdo examinadas para serem negativas
para um coquetel de marcadores de linhagem de células hematopoiéticas maduras (lin-
negativo) e as vezes positivo para antigeno-1 de células-tronco (Sca-1) e c-kit (CD117).
Nos ultimos anos, foi demonstrado que as HSCs tém a capacidade, nas condicdes certas,
de se diferenciar em varios tipos de células, incluindo cardiomidcitos (28). Embora os
HSCs possam se tornar cardiomidcitos sob condi¢des laboratoriais estritas, ainda ndo ha
evidéncias de que eles possam se transdiferenciar em cardiomiocitos quando
transplantados para o miocardio infartado (29, 30). Talvez por causa dessa falta de
diferenciag@o no infarto, estudos recentes sugerem que as HSCs podem nao ter o potencial
de alguns outros tipos de células para melhorar a fun¢ao do VE apds o transplante para o
miocardio infartado (30).

2.3.2 Células tronco mesenquimais

As CTMs sdo células progenitoras multipotentes raras, também conhecidas
como células do estroma da medula 6ssea. No passado, as CTMs mostraram se diferenciar

em varios tipos de células mesenquimais, incluindo adipdcitos, gordura, osso, cartilagem
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e musculo esquelético (31, 32) tanto in vitro quanto em miocardio de rato infartado (33).
Ha também evidéncias de que, em injecdo no miocardio, essas CTMs podem se
diferenciar em cardiomiocitos (7, 34). Estudos atuais sugerem que isso pode acontecer
com facilidade quando as CTMs estdo em contato com cardiomidcitos nativos € ndo no
interior do infarto (35). Esses dados implicam que o curso de tempo ideal da terapia com
CTMs pode ser no inicio do estado da doenga, quando cardiomiocitos sobreviventes ainda
estdo presentes no infarto.

Apesar de sua incapacidade de formar cardiomidcitos em um grau significativo,
foi demonstrado que as CTMs transplantadas enxertam em altos nimeros no coragao
infartado e levam a uma série de beneficios funcionais, incluindo aumento da
neovascularizacdo e melhora da contratilidade regional e diastélica global funcao (36-
38). Varios estudos sugerem que as CTMs podem servir de lar para os locais de lesdao
apoOs a injecdo na vascularizacdo coronaria ou mesmo periférica (35, 39). No entanto,
também foi relatado que a administragdo intracorondria de CTMs pode causar
microinfartos e promover danos ao miocardio de outra forma saudavel, o que levou a
alguma reticéncia sobre a distribui¢ao vascular dessas células (40). Mais recentemente,
as CTMs tém sido apresentadas como células imunologicamente privilegiadas, capazes
de administracdo alogénica in vivo com poucas ou nenhuma conseqiiéncia negativa (41).
Este ¢ possivelmente o aspecto mais tentador dessas células para o reparo cardiaco.

2.3.3 Células progenitoras endotelias

Células progenitoras endoteliais (EPCs) sdo células derivadas da medula dssea
que sdo mobilizadas para o sangue periférico e acredita-se que participem da
neoangiogénese (42). Pesquisas recentes mostraram que o nimero de EPCs presentes na
circulagdo vascular ¢ aumentado em pacientes apds infarto agudo do miocardio (43).

Acredita-se que as EPCs para responder a danos isquémicos no coracao (e outros tecidos)
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migram para areas danificadas para induzir a forma¢do de neovasculatura. Em apoio a
isso, foi recentemente demonstrado que quando as EPCs foram injetadas na cavidade
ventricular esquerda de ratos com lesdo isquémica do miocérdio, foi observado um
aumento maior de duas vezes no acimulo de EPCs infundidas em comparagdo com
animais submetidos a cirurgia simulada (44). Além disso, ratos submetidos a injecao
intravenosa de EPCs apds lesdo isquémica do miocardio mostraram melhorias nas
dimensdes ventriculares, encurtamento fracionario e movimento regional da parede
quando comparados com animais de controle injetados com meio de cultura (34, 45).
Embora o mecanismo de beneficio das EPcs nido tenha sido claramente elucidado, é
provavel que as melhorias observadas neste estudo tenham sido, pelo menos em parte,
secundarias a melhora da perfusdo miocéardica e subsequente resgate do miocardio em
hibernagdo. Até o momento, ndo foi demonstrado que as EPCs participem da miogénese
dentro do miocardio lesado, mas varias fungdes paracrinas foram recentemente atribuidas

as células (46).

2.3.4 Células de cordao umbilical

Uma fonte relativamente nova de células-tronco ou progenitoras € o sangue do
corddo umbilical, que contém a maioria, sendo todos, os tipos de células derivadas da
medula 6ssea discutidos acima. As células do sangue do cordao sdo facilmente obtidas,
embora ndo em grandes volumes, t€ém o potencial de se desenvolver em varias linhagens,
ndo colocam as questdes éticas levantadas pelas células-tronco embriondrias e sao menos
imunogénicas do que suas contrapartes da medula 6ssea - o que significa uma
percentagem maior de a populagdo poderia receber células de doadores compativeis.
Além disso, se as células do corddo umbilical forem isoladas e armazenadas no

nascimento, essas células podem fornecer uma fonte autéloga de células-tronco para tratar
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danos miocardicos posteriores. Estudos atuais em modelos animais mostram que células
do cordao umbilical ndo fracionadas injetadas diretamente no infarto mostram o potencial
para melhorar a fracdo de ejecdo do VE, espessamento da parede anteroseptal e dP / dt
(méx.), enquanto diminuem o tamanho do infarto (47). Além disso, a injecdo intravenosa
de células do sangue do corddo umbilical em camundongos ap6s lesdo cardiaca isquémica
induzida por ligadura mostrou densidade capilar aproximadamente 20% maior nas zonas
de fronteira do infarto em comparagdo com animais ndo tratados (48). Dados recentes
sugerem que o sangue do corddo humano que derivou de células CD34 pode ser capaz de
prevenir a progressdao da lesdo em ratos, se administrado logo apds o IM, e reverter
parcialmente a disfuncado sistolica e diastédlica na insuficiéncia cardiaca. Infelizmente,
nenhuma evidéncia ainda sugere que as células do cordao umbilical injetadas nas por¢des
infartadas do miocardio t€ém o potencial de se diferenciar em cardiomidcitos maduros. No
geral, entretanto, parece que as células do corddo umbilical podem fornecer uma célula

interessante de escolha para estudos adicionais no tratamento de lesdo miocérdica.

2.4 Células Tronco Cardio-Derivadas

Nos ultimos anos, foram identificadas células-tronco cardiacas que podem ser
consideradas como uma célula potencial para reparo cardiaco. Embora as evidéncias de
reparo com essas células sejam limitadas, seu potencial de amadurecimento em
cardiomiocitos as torna candidatas atraentes. Novamente, essas células foram isoladas
principalmente do coragdo neonatal e em uma extensdo muito limitada do miocardio
adulto (49-52). Seu uso pré-clinico € intrigante e sugere que o futuro do reparo cardiaco
pode envolver a mobilizagdo enddgena ou o recrutamento dessas células-tronco - se eles

podem ser encontrados em nimeros razoaveis no miocardio adulto.
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As células-tronco derivadas do coragdo podem ser isoladas de coragdes de ratos
neonatais usando o fator de transcri¢io do homeodominio LIM, islet-1. E possivel
expandir essas células in vitro quando acopladas a uma camada alimentadora
mesenquimal cardiaca. Além disso, quando essas células sdo co-cultivadas com
cardiomiocitos neonatais, elas sdo capazes de se integrar eletricamente as células do
miocardio in vitro, formando jun¢des comunicantes (50). Células-tronco derivadas do
coracdo isoladas de corac¢des adultos, incluindo aquelas de infarto agudo, faléncia e até
mesmo coragdes de transplante ndo lesados foram identificados por sua expressao de c-
kit, MRD1 e Sca-1 e por sua falta de expressio de marcadores de linhagem
hematopoicética (53). Essas células mostram a capacidade de se diferenciar em miocitos,
células de musculo liso e vias de células endoteliais, mas sua capacidade de formar células
maduras desses tipos (ou cardiomiocitos) ¢ desconhecida. As células-tronco derivadas do
coracdo positivas para Sca-1 enddgenas podem ser capazes de se diferenciar em
cardiomidcitos funcionais, mas seu potencial de diferenciagdo dentro da cicatriz do
infarto €, ainda, desconhecido (49, 54). At¢é o momento, os métodos para colheita,
expansdo e crescimento vitro desses precursores ainda ¢ limitado. Isso, combinado com
seu potencial de diferencia¢dao desconhecido, torna dificil seu uso clinico neste momento.
No entanto, sua biologia ¢ interessante e vale a pena observar desenvolvimentos futuros.
As células progenitoras cardiacas expandidas a partir de biopsias endomiocardicas e pré-

diferenciadas in vitro podem se tornar candidatas muito fortes para o reparo cardiaco.

2.5 Estudos clinicos

Até o momento, a seguranca e a viabilidade da terapia com células de mioblasto
e medula Ossea foram avaliadas em uma série de estudos clinicos com células

administradas cirurgicamente como um adjunto a CRM ou percutaneamente como um
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adjunto a reperfusdo ou como um tratamento autbnomo, em insuficiéncia cardiaca aguda

ou cronica.

2.5.1 Insuficiéncia Cardiaca Aguda

* Transplantation of Progenitor Cells and Regeneration Enhancement in Acute

Myocardial Infarction (TOPCARE-AMI)

Ensaio de seguranca e viabilidade direcionado a pacientes com infarto agudo do
miocardio reperfundido com sucesso por implantacdo de stent. Utilizada uma infusao
intracoronaria de EPCs (aproximadamente 245+72X10% EPCs cultivadas, separadas por
Ficoll) e células da medula 6ssea (aproximadamente 10+7X10° células CTMs separadas
por Ficoll) 4 dias ap6s o infarto. Demonstrou-se uma tendéncia de melhora no movimento
regional da parede na zona infartada e redugdo do volume sistolico final do VE
imediatamente apds a inje¢do, bem como durante o seguimento de 4 meses. A eficacia
foi semelhante entre os pacientes que receberam CTMs e os pacientes que receberam

EPCs derivados do sangue (55).

* BOne marrOw transfer to enhance ST-elevation infarct regeneration (BOOST)

Estudo teve como alvo pacientes que tiveram IAM agudo e stent implantado
usando angioplastia percutanea transluminal (ICP). Os pacientes selecionados
receberam transfusdo de uma tnica dose de células-tronco autélogas da medula 6ssea
por via intracoronaria. O numero de células usadas foi de aproximadamente 2,5X10° de
células CTMs ndo fracionadas. Os resultados mostraram uma leve melhora na FEVE de

7%, que, entretanto, ndo foi mantida aos 18 meses (56, 57).

* Autologous Stem-cell Transplantation in Acute Myocardial Infarction (ASTAMI)



27

Este estudo teve como alvo pacientes com infarto agudo do miocardio com
elevagdo do segmento ST. Foram coletadas células autdlogas da medula 6ssea, entregues
por meio de inje¢des intracoronarias durante a ICP para implantacdo de stent. O nimero
de células usadas foi de aproximadamente 7x107 CTMs separadas por Ficoll. Neste

ensaio, nao houve melhora na FEVE 6 meses ap0s a entrega das células injetadas (58).

+ Reinfusion of Enriched Progenitor cells And Infarct Remodeling in Acute Myocardial

Infarction (REPAIR-AMI)

Estudo randomizado e duplo-cego direcionado a pacientes que tiveram ICP
apos IM agudo. Populacdo dividida em dois grupos que receberam células da medula
6ssea versus infusdo de placebo. O numero total de células usadas foi estimado em 2,4 +
108. O resultado inicial de 4 meses mostrou um aumento na FEVE no grupo de medula
Ossea em comparagdo com o grupo de placebo. No acompanhamento de 2 anos, os
pacientes tratados com células neste estudo tiveram menos isquemia miocardica e menos
pacientes atingiram o desfecho combinado de morte, IM ou necessidade de
revascularizacdo. Embora os resultados ndo tenham sido estatisticamente significativos,
houve uma tendéncia de melhora sustentada na FE e no volume sistolico final do VE (59-

61).

* Myocardial REGENeraTion by intracoronary infusion of selected population of stem

cells in acute myocardial infarction (REGENT)

REGENT foi um estudo multicéntrico randomizado direcionado a pacientes
com infarto agudo em até 12 horas apds os sintomas, para avaliar a regeneragdo
miocardica por infusdo intracoronaria de populagdes selecionadas de células-tronco de

médula. Eles usaram CTM autélogas e as dividiram em trés grupos: grupo CD34
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selecionado (nimero médio de células 1,90x10%), grupo de células ndo selecionadas da
medula éssea (nimero médio de células 1,78x10%) e grupo placebo. O tratamento com
células-tronco CTM nao levou a uma melhora significativa nos volumes da FEVE ou do
VE. No entanto, houve uma tendéncia a favor da terapia celular em pacientes com a FEVE
mais gravemente comprometida e periodos prolongados entre os sintomas e a

revascularizacao (62).

*  MYocardial STem cell Administration after acute myocardial infaRction (MYSTAR)

A hipotese invocada ¢ de que o homing das células-tronco injetadas, seria ideal
21 dias apds o incidente do IM, mas ndo depois de 42 dias. Foram usadas células-tronco
autdlogas da medula 6ssea por meio de inje¢des intracorondrias e intramiocardicas em
dois momentos diferentes. Os pacientes foram divididos em quatro grupos: células-tronco
CTMs intracoronarias precoces ndo selecionadas (entre 21 e 42 dias), células-tronco
CTMs intracoronarias combinadas precocemente com injecdo intramiocardia, injecao
intracoronaria tardia (3 meses) e injecdes combinadas tardias. O nimero médio de células
injetadas no grupo inicial € no grupo tardio foi de 1,56 + 0,40 + 10° ¢ 1,55 + 0,44 + 10°,
respectivamente. Os resultados demostraram que a entrega precoce e tardia de células
induziu melhorias leves, mas nao clinicamente relevantes. Houve uma redugdo no
tamanho do infarto e uma melhora na FEVE em ambos os 3 meses ¢ 9 a 12 meses ap0s a
isquemia miocardica aguda. As principais melhorias nos grupos inicial e tardio foram
estimados em 3,5% e 3,9%, respectivamente, melhora na FEVE, bem como 3,5% e 3,4%,

respectivamente, no tamanho do infarto (63).

* SWiss Multicenter Intracoronary Stem cells Study in Acute Myocardial Infarction

(SWISS-AMI)
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Neste estudo, as células-tronco mononucleares medulares foram injetadas por
via intracorondria em pacientes que tiveram IAMCSST, receberam uma intervengdo de
ICP com sucesso em 24 horas e tiveram FE inferior a 45%. Foi utilizada uma inje¢ao
intracoronaria de 153x10% e 139,5x10° CTMs estimadas no grupo inicial (5-7 dias) e no
grupo tardio (3-4 semanas), respectivamente. A infusdo de células-tronco CTMs, seja em

5-7 dias ou 3-4 semanas apods o IM agudo, ndo melhorou a fun¢do do VE em 4 meses (3).

* Use of Adult Autologous Stem Cells in Treating People 2 to 3 Weeks after having a

Heart Attack (LateTIME)

Este estudo avaliou o uso de células-tronco mononucleares da medula 6ssea
com infusdo em 2 a 3 semanas ap6s o IM agudo da parede anterior versus placebo em
pacientes com FE inferior a 45% tratados com sucesso com ICP primaria. Uma tnica
infusdo intracoronaria de 150x10° de células-tronco BMD aut6logas foi injetada dentro
de 12 horas da aspiracdo e preparacao das células. Os resultados ndo mostraram

melhora substancial na FEVE medida apds 6 meses (64-67).

» CArdiosphere-Derived aUtologous Stem Cells to reverse ventricUlar dySfunction

(CADUCEUS)

Estudo prospectivo randomizado direcionado a pacientes dentro de 24
semanas de IM agudo com uma FEVE de 25% —45%. As células foram obtidas do
endocérdio do ventriculo direito por bidpsia. Os pacientes receberam uma dose baixa
(12,5x10°) ou uma dose alta (25x10°) de células versus um grupo de controle (que ndo
recebeu células). As células foram introduzidas por via intracorondria com cateter de
angioplastia por um periodo de 15 minutos. Houve uma diminui¢do significativa no

tamanho da cicatriz e aumento no miocéardio viavel em 6 e 12 meses no grupo de
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tratamento em comparagdo com o grupo de controle, mas ndo houve diferenca
significativa entre os dois grupos em 6 meses em termos de melhora da FE (68, 69).

2.5.2 Insuficiéncia Cardiaca Cronica

* AdiPose-deRived stEm and Regenerative Cells In the Treatment of Patients with

non revaScularizable ischEmic myocardium (PRECISE)

PRECISE foi um ensaio clinico randomizado de células tronco adiposas
autdlogas (AdSCs) para pacientes sem opc¢ao de revascularizagdo por cirurgia ou ICP. Os
células foram colhidos por lipoaspiragdo e a média do numero total de células utilizadas
foi de 42 +10° no grupo de tratamento. Este ensaio, que teve um grupo AdSCs versus um
grupo placebo, mostrou que a coleta e injecao transendocardica de AdSCs sdo seguras e
viaveis. Além disso, o tratamento pareceu resultar na estabilizacdo da cicatriz (70). Nao
houve grande melhora na FEVE em 6 ou 12 meses no grupo tratado quando comparado
com os controles. Houve, no entanto, uma melhora substancial na capacidade de
exercicio, bem como na carga isquémica, medida por tomografia computadorizada por
emissao de foton unico (SPECT), encontrada aos 6 ¢ 12 meses (71).

» Transplantation of progenitor cells and recovery of left ventricular function in

patients with chronic ischemic heart disease (TOPCARE-CHD)

Este estudo teve como alvo pacientes com um infarto do miocardio de mais de
3 meses que permaneceram estaveis com terapia médica desde o evento. Células-tronco
autdlogas de medula (nimero médio de 214+98x10°%) foram injetadas pela via
intracoronaria. O estudo demonstrou que o tratamento foi associado a uma reducdo nos
niveis séricos de peptideo natriurético e melhora na sobrevida de pacientes com

insuficiéncia cardiaca cronica pos-IM(72).
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» Percutaneous stem cell injection delivery effects on neomyogenesis: Comparison of
Allogeneic versus Autologous Bone Marrow-Derived Mesenchymal Stem Cells
Delivered by Trans-Endocardial Injection in Patients with Ischemic

Cardiomyopathy (POSEIDON)

Este estudo teve como alvo pacientes com cardiomiopatia isquémica com FE
inferior a 50%. Comparou-se células tronco autdlogas (extraidas por aspiracdo de medula
Ossea) e alogénicas (extraidas por aspira¢do de medula dssea de doadores saudaveis). Os
pesquisadores dividiram a populacdo em trés grupos de acordo com o numero de células
infundidas: 20x10° para o primeiro grupo, 100x10° para o segundo grupo e 200x10° para
o terceiro grupo. O tratamento foi associado a taxas mais baixas de efeitos adversos
graves decorrentes do tratamento, incluindo reagdes imunoldgicas. A inje¢do de CTM
afetou favoravelmente a qualidade de vida, a capacidade funcional e a remodelagao

ventricular do paciente (73).

* The acute and long-term effects of intracoronary Stem cell Transplantation in

patients with chronic he ARt failure (STAR-heart)

Este estudo incluiu um grande grupo de pacientes com insuficiéncia cardiaca
isquémica cronica em um intervalo de tempo de 8,5 + 3,2 anos entre a intervengdo do
infarto e a admissdo ao atendimento clinico. O estudo avaliou células-tronco autologas
de medula osséa em pacientes com FEVE de 35% ou menos e histéria prévia de IM.
Durante este estudo ndo cego, os pacientes que recusaram a terapia celular serviram como
controles. As células-tronco da medula foram injetadas na artéria coronaria relacionada
ao infarto pela via intracorondria e o niimero estimado de células injetadas foi de 6,6 +
3,3+ 107. Aos 3 meses, o grupo tratado teve melhorias substanciais no indice cardiaco e

calculo da FEVE com um aumento de quase 7%. Também houve uma queda na classe da
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New York Heart Association € nos volumes sistolico final (15 mL) e diastolico final (10
mL). Essas melhorias persistiram em 12 e 60 meses ap0s o tratamento, enquanto nenhuma
mudanga foi observada no grupo de controle. Além disso, a taxa de mortalidade do grupo
tratado foi menor do que a do grupo controle (0,75% vs 3,68% ao ano). Este estudo
forneceu a primeira evidéncia de longo prazo de que a terapia celular pode afetar a

mortalidade em pacientes com insuficiéncia cardiaca (74).

+ Stem Cell Infusion in Patients with Ischemic cardiOmyopathy (SCIPIO)

SCIPIO foi o primeiro ensaio clinico de Fase I randomizado e aberto em
humanos a avaliar células autélogas em pacientes com insuficiéncia cardiaca isquémica
(FEVE igual ou inferior a 40%) em uma média de 3,7 anos apds IAM. Os células foram
coletados do apéndice atrial direito durante a revascularizacdo do miocardio em 33
pacientes (20 tratados com terapia celular vs 13 individuos controle), com 1x 10° células
injetadas por paciente. Os pacientes tratados com terapia celular receberam uma infusao
intracoronaria de células em uma média de 113 dias apés a CRM. No grupo tratado, a
ressonancia magnética cardiaca mostrou um aumento na FEVE em 4 meses (de 27,5% =+
1,6% para 35,1% + 2,4% [P £+ 0,004, n + §]) e em 12 meses (41,2% + 4,5% [P 0.013, n
5]). O tamanho do infarto, medido como realce tardio do gadolinio por imagem de
ressonancia magnética de perfusdo, diminuiu em + 9,8 + 3,5 g ap6s a infusdo de células
tronco em 12 meses em seis pacientes que completaram o acompanhamento de 1 ano. No
grupo tratado, a massa infartada do VE diminuiu em -14,7 &+ 3,9 g a massa ndo infartada
do VE aumentou em -31,5 £ 11,0 g em 12 meses de acompanhamento. O estudo concluiu
que as melhorias na FEVE, diminui¢do da massa do VE infartado e aumento da massa do
VE ndo infartada observada em 4 meses e persistente por até 12 meses em um subgrupo

de pacientes eram consistentes com regeneracao cardiaca (75-79).
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2.6 Terapia Celular: Historias Pré-Clinicas De Sucesso Com Eficacia Clinica Incerta

Como demonstrado, estratégias clinicas potencialmente vélidas destinadas a
reparar o musculo cardiaco danificado e o tecido isquémico e aumentar o potencial
regenerativo do coragdo estdo atualmente sendo testadas em ensaios clinicos. Apesar das
expectativas originalmente elevadas alimentadas por empolgantes progressos cientificos
em modelos pré-clinicos e de longo prazo, ensaios clinicos randomizados que mostraram
perfis de seguranga tranquilizadores para entrega intracoronaria de células de terapia
regenerativa para doengas cardiovasculares foram inconsistentes e mostraram eficacia
modesta até agora (56, 65, 69, 70, 73, 75, 78, 80, 81). Vdrias limitagdes da maioria dos
ensaios clinicos anteriores de terapias baseadas em células foram levantadas e devem ser
abordadas antes que possamos compreender totalmente seu verdadeiro potencial
terapéutico. Dentre as principais limitagdes podemos citar:

1. Baixa adesao das células tronco medulares e endoteliais (79, 82-84).

2. Baixa sobrevivéncia das células transplantadas(85).

3. Falha das células tronco adultas em diferenciar eficazmente em

cardiomiocitos maduros e funcionais(86).

4. Recrutamento inadequado das células circulantes ou residentes(79, 87).

5. Potencial arritmogénico devido ao acoplamento eletromecéanico

andémalo(88).

6. Populagdo alvo incorreta (89).

7. Existéncia de terapéutica medicamentosa mais eficaz (90).
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Frente a tais limitagdes das céluas tronco aventa-se que a MA pode servir como matriz
alternativa que fornece suporte tridimensional ao ventriculo, sustentando a sobrevivéncia

celular e promovendo o efeito anti-remodelamento.

2.7 Membrana Amniotica Como Terapia Celular Alternativa
2.7.1 Introducao

Como alternativa, a engenharia de tecidos por meio da MA passou a ser
amplamente utilizada na medicina regenerativa. A principal hipdtese para seu uso € que
poderia servir como um possivel arcabougo para a proliferacdo e diferenciacao de células-
tronco, com potencial agregado. (91-98). Recentemente, a aplicagdo de MA no coragao
infartado surgiu como um possivel tratamento para o IAM, com base ndo apenas na teoria
de transdiferenciacdo, mas também em suas propriedades antiinflamatorias,
bacteriostaticas e antimicrobianas (99).

2.7.2 Métodos De Intervencao

Andlises in vivo e in vitro foram usadas para avaliar a eficacia de hAM em
coragdes infartados. Duas técnicas principais foram escolhidas para andlises in vivo:
injecdo de hidrogéis de hAM na area infartada ou transplante de um patch de hAM na
area de MI. A escolha por qualquer uma das técnicas deveu-se principalmente a
experiéncia dos autores. Os possiveis beneficios dos hidrogéis ou de um adesivo ndo
foram avaliados [14-22]. O beneficio teérico do uso de implantes de patch sobre
hidrogéis, hipoteticamente mencionado por Khorramirouz et al., ¢ baseado no fato de que
os patchs poderiam servir como uma estrutura tridimensional capaz de transportar
células-tronco com melhores propriedades de entrega e retencdo, adicionando
biocompatibilidade, semelhanga da estrutura, resisténcia mecanica, grande relacdo area
de superficie para volume e alta porosidade na auséncia de reagcdes imunoldgicas (100-

108)
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2.7.3 Fungao Ventricular

A avaliagdo da fun¢do do VE foi geralmente realizada com ecocardiografia,
medindo a fragdo de ejecdo (FE) e o encurtamento fracionario. Embora os resultados de
Gorjipour et al. ndo mostraram melhora na funcdo cardiaca avaliada por parametros
ecocardiograficos em um modelo de IM cronico, Henry et al., usando uma abordagem
semelhante, demonstraram uma melhora de quase 10% na fracdo de ejecdo quando
comparada a aguda fase do infarto (106, 109). Roy et al., usando uma curva de pressao-
volume baseada em cateter para avaliar a fun¢do do VE, sugeriram que o uso de um patch
hAM na érea isquémica pode prevenir a remodelagao ventricular patologica, melhorando
assim a fun¢do cardiaca global (103). Em outro artigo abrangente de Roy et al., a funcao
do VE foi avaliada por meio de ressondncia magnética e ecocardiografia Specke
Tracking, mostrando uma melhora significativa na fra¢ao de ejecdo e taxa de deformagao
quando comparada aos controles, 4 semanas ap6s o IM (102) . Em 2009, Fujimoto et al.
analisaram a alteracdo da 4rea fracionada como medida da fun¢do do VE e evidenciaram
melhora 6 semanas apds a ligadura coronaria em ratos quando comparados aos controles

(110).

2.7.4 Tamanho Do Infarto
Fang et al. usando tricromico de Masson e um analisador de imagem digital,
descreveram uma redugdo da area infartada quatro semanas apds a injecdo de hAM. Trés
ratos em cada grupo foram usados para as andlises e a area infartada foi medida como
uma porcentagem da area lesada dividida por toda a area ventricular e calculada a média
por cortes. A érea infartada foi significativamente reduzida no grupo da membrana

amniotica quando comparado aos controles (32% vs. 39,6%, P <0,05) (107). Da mesma
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forma, Henry et al. observaram que a area de MI foi significativamente reduzida pelo uso
terapéutico de hAM cinco semanas apds o infarto do miocardio (106). Por outro lado,
usando metodologia semelhante, Roy et al. ndo encontraram diferenga estatisticamente
significativa na area de IM quando comparados aos controles apos quatro semanas (103).
Em 2015, Danieli et al. itilizando métodos imunohistoquimicos, observaram que a inje¢ao
intramiocardica de hAM concentrada foi capaz de limitar a area do IM em 28,5% (P =
0,01), quando comparados aos controles, 48 horas ap6s a isquemia em modelo de
reperfusdo (108).
2.7.5 Efeitos Parécrinos

Niveis mais elevados de angiogenina, fatores de crescimento epidérmico,
interleucina 6, interleucina 8 e proteinas de quimioatracdo de mondcitos foram
encontrados em camundongos e ratos hipoxicos tratados com hAM, o que pode explicar
as melhorias funcionais relacionadas aos efeitos paracrinos por tras do uso de hAM (101,
102). Prevenc¢do da morte celular, aumento da viabilidade celular, regulagdo positiva de
genes antiapoptoticos, regulacdo negativa de fatores pro-apoptoticos e inflamagao
reduzida também foram associados ao uso de hAM ap6s infarto do miocardio. Danielli et
al. em um estudo de modelo de isquemia-reperfusao, sugeriram que a hAMC pode reduzir
a fragmentacdo nuclear e a ativacdo da caspase, protegendo assim a lesdo celular
semelhante a do coragdo (105, 108).

2.7.6 Angiogenese

Andlises in vitro e in vivo mostraram um aumento no efeito pré-angiogénico de
hAM como resultado das seguintes proteinas: fator de crescimento endotelial vascular,
proteina quimiotatica de granuldcitos, proteina ativadora de neutréfilos, interleucina 8,
trombopoietina, fator de crescimento derivado do plaquetario, fibroblasto basico e fatores

de crescimento semelhantes a insulina (101, 102, 104, 108). Um analise com coloragdo



37

tricromico de Masson e imunohistoquimica também demonstraram um aumento no
numero ¢ didmetro dos vasos na area infartada em animais tratados com hAM (102).
Khorramirouz et al. usando um modelo de interveng¢do baseado em patch, confirmaram a
capacidade de angiogénese por meio de um aumento do numero de células CD34 + no
grupo com implante de patch quando comparado ao grupo controle (105). Resultados
controversos foram encontrados por Tsuji et al. sugerindo que a neovascularizagdo pode
ndo ter um papel na melhora da fun¢do cardiaca, principalmente devido ao fato de que,
em seu estudo, o hAM nao afetou a densidade capilar (100).
2.7.7 Diferenciagao Celular

Tsuji et al. sugeriram que o hAM se diferencia em cardiomidcitos in vitro e in
vivo, sem nenhum agente epigenético ou transferéncia génica, € com maior eficiéncia
quando comparada as células-tronco (100). Andlises de imunohistoquimica usadas por
Fang et al. demonstraram diferenciacdo de cardiomidcitos de hAM. Apesar de uma
diferenciagdo positiva, diversps autores afirmam que o pequeno numero de
cardiomidcitos presentes na amostra pode ser insuficiente para explicar o processo de
recuperagdo do IM (107). Células desmina-positivas, abundantemente presentes na area
implantada e na zona de infarto, foram utilizadas por Khorra-mirouz et al. para sugerir o
processo regenerativo e de diferenciacdo de hAMC (105, 111). Em um modelo cronico
de MI, Gorjipour et al. mostraram alguma diferenciagdo em células que expressam
marcadores cardiomidticos, mas ndo adquiriram a funcdo contratil necessaria para a
atividade mecanica do tecido miocardico (109).

Em conclusdo, a hAM parece ser uma terapia alternativa potencial e econémica
para o IAM, sendo uma possivel fonte de células-tronco com um adesivo tridimensional

e propriedades antiinflamatorias. Melhorias na fun¢do VE, remodelamento VE e
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diferenciagdo de cardiomiocitos tém sido evidenciadas, embora estudos mais

homogéneos e maiores sejam necessarios.
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3. JUSTIFICATIVA

O transplante de células-tronco mononucleares da medula dssea isoladamente
sugere um beneficio funcional pds infarto do miocéardio, entretanto falha na tentativa de
realizar o efeito anti-remodelamento ventricular. Por outro lado, a MA apresentou a
reversao da dilatagdo ventricular em um modelo de infarto do miocardio, mas com falha

na melhora funcional.

Desta forma, comparamos ambos os tratamentos quanto a capacidade de
regeneragdo tecidual e melhora funcional com reversdo da dilatagcdo ventricular em um

modelo de infarto do miocardio com disfungdo ventricular em ratos.

4. OBJETIVOS
4.1 Geral

Realizar a andlise funcional e histoldgica do efeito do implante da membrana
amnidtica isolada e transplante de células-tronco mononucleares da medula 6ssea em um

modelo de infarto do miocardio de ratos.

4.2 Especificos

o Comparar a FEVE(%), VDFVE(ml), VSFVE(ml), entre os grupos

estudados no periodo pré e pos implante, com trinta dias de seguimento.

o Realizar a analise histologica e imuno-histoquimica da deposi¢do
de coladgeno, tamanho do infarto e remodelamento cardiaco nos grupos estudados,
trinta dias apds o implante.

J Identificar a presenga de novos cardiomiodcitos, novas fibras

musculares e neoangiogénse nos grupos estudados.
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o Identificar a presenga ou ndo de GAP junctions nos grupos

estudados.

5. METODO

Os experimentos foram realizados seguindo as normas e principios éticos do

Colégio Brasileiro de Experimenta¢do Animal (COBEA).

5.1 Amostra

Para o estudo foram utilizados ratos, Wistar (Rattus norvegicus albinus, Rodentia
mammalia), adultos machos, com peso entre 250 e 300 gramas, em um numero de 50
animais. Os ratos ndo tiveram restri¢ao hidrica e de racdo. A escolha do modelo foi
baseada na facilidade de obtencdo e cuidado com os sujeitos de pesquisa, padronizacdo
do modelo experimental maximizando a quantidade de infartos e minimizando o numero

de animais utilizados.

5.2 Anestesia

Os animais foram pesados em balanga digital e apos submetidos a anestesia geral
via intramuscular, com administragdo de Quetamina (Ketamin" / Cristalia - 50mg/kg) e
Xilazina (Calmiun" / Agener Unido - 10mg/kg) (112, 113). Somente apds a obtengio do
plano anestésico, constatada através do reflexo palpebral e do relaxamento muscular, foi

realizada a tricotomia.

5.3  Técnica cirurgica

5.3.1 Obtencao de via aérea e ventilacao
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Ap6s a indugdo anestésica, com o relaxamento do animal, foi obtida via aérea
definitiva através da intubagdo orotraqueal com cateter venoso periférico nimero 14.
Ap6s os animais foram conectados ao sistema de ventilagdo mecanica com volume de
2,5ml (O2/min.) e com frequéncia de 50 ciclos por minuto observando-se a expansao dos
pulmdes. Foram utilizados dois respiradores a volume (HARVARD®), Inc., respirador
modelo 683, Massachusetts, USA) para animais de pequeno porte com oxigénio a 21%

(ar ambiente).

5.3.2 Descrigao do Infarto do Miocardio

Todos os animais foram submetidos a tricotomia na regido anterior do térax, na
porcdo antero-lateral esquerda, imediatamente antes do procedimento cirtirgico. O animal
foi posicionado em decubito dorsal com uma leve inclinacdo para a direita, facilitando
desta maneira a exposi¢do da darea a ser abordada, fixando os membros anteriores e
posteriores com fita adesiva.

Ap0s a anestesia e intubagdo orotraqueal do rato, foi realizada a antissepsia do
torax com iodopovedina topico e a toracotomia lateral esquerda no terceiro espago
intercostal nos animais. Apds a abertura da pleura esquerda, o pericardio foi aberto para
a luxacdo e melhor visualizacdo da area a ser abordada. Apds a exposi¢ao do coragdo, a
auricula esquerda foi afastada e a artéria corondria esquerda localizada entre a artéria
pulmonar e o atrio esquerdo. Apds, foi realizada a ligadura da corondria com fio de sutura
polipropileno azul monofilamentar ndo absorvivel 7.0. A regido infartada foi visualizada
pela diferenca de coloragdo da area afetada. Em seguida, o coragdo foi reposicionado ao
torax, os pulmdes hiperinsulflados e a parede toracica fechada por planos com fio de

sutura mono-naylon monofilamentar nao absorvivel 4.0. Apos a recuperagdo da anestesia,



42

os animais foram mantidos em gaiolas e alimentados com racao comercial padrao e livre

acesso a agua.

5.4  Analgesia Pdés-operatoria

Foi utilizado anti-inflamatério ndo esteroidal (Carprofen), solucdo injetavel estéril

2-5 mg/mL. (112)

5.5  Avaliacido Ecocardiografica

Os animais foram submetidos a andlise por meio do equipamento de
ecocardiografia bidimensional modelo HD7 (Philips, Netherland), com transdutores
setoriais S12 (5-12 mHz).

Todos os animais, independente do grupo a que pertenciam, foram anestesiados
com quetamina e xilazina na dose de 25mg/kg e Smg/kg respectivamente, via
intramuscular, para a realizacdo do exame. Todos os animais foram submetidos ao
ecocardiograma no sétimo e trigésimo dia pos oclusdo corondria. Todos os animais foram
monitorizados nas derivagdes periféricas com eletrodos pediatricos, obtendo-se a
frequéncia cardiaca com visualizagdo cardioscopica. O transdutor foi posicionado na
porcdo antero lateral esquerda da parede toracica, as imagens foram vistas em duas
dimensoes, e as cameras ventriculares visualizadas em dois cortes, o transversal e o
longitudinal. No longitudinal foi obtida uma visdo axial do ventriculo esquerdo incluindo
a valva mitral, a valva aodrtica, a parede anterior, posterior ¢ o apice do ventriculo
esquerdo; enquanto na corte transversal, foi observado a parede septal, anterior, lateral e
posterior na regido basal média e apical do ventriculo esquerdo. Os parametros analisados
foram: fracdo de eje¢dao (FE%), volume diastélico (VDF, ml) e sistdlico (VSF,ml) finais

do ventriculo esquerdo. As medidas foram obtidas pelo método de Simpson, utilizando o
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software do computador, tanto na sistole como na didstole. Todas as medidas foram feitas
de forma “cega” e trés vezes pelo mesmo observador, tendo como resultado final uma

média das trés.

Para avaliacdo ecocardiografica pos-implante seguird a mesma técnica descrita
acima. Foram realizadas as seguintes medidas: superficie sistolica e diastolica finais,
comprimento sistolico e diastdlico finais do ventriculo esquerdo e frequéncia cardiaca
para calculos dos volumes sistolicos (VSFVE, ml) e diastolicos (VDFVE, ml) finais e da
fracdo de ejecdo (FEVE%) do ventriculo esquerdo. Todas as medidas foram realizadas de
forma cega, pelo mesmo. Para o bem-estar animal apds 30 dias, a eutandsia ocorrera
baseado em calculos de perda de peso e na deterioragdo do estado clinico para a

administracdo por meio de dose letal intraperitonial da DL 50 (100mg/Kg) de tiopental.

6. METODOLOGIA EMPREGADA:

6.1 Casuistica e preparacio da membrana amniotica

As membranas amnidticas foram obtidas de parturientes (n=2, com 36 a 40

semanas de idade gestacional), apds assinatura do termo de Consentimento Livre e
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Esclarecido de acordo com um protocolo aprovado pelo comité de ética em pesquisa em

seres humanos do Hospital Pequeno Principe com parecer N° 659.204 — 2014 e 0948-11.

O processo descelularizagdo das membranas, cultivo celular e caracterizagao
fenotipica das células-tronco mesenquimais foi realizado no Nucleo de Regeneragao

Tecidual da Pontificia Universidade Catdlica do Parana (PUC-PR).

6.2. Preparaciao da matriz amnidotica humana descelularizada (MAHD)

Todos os materiais foram utilizados em conformidade com as diretrizes éticas do
Conselho Nacional de Satde do Brasil. A membrana amnidtica fresca (MAF) foi obtida
apoOs partos Cesarianos. Doadoras maternas forneceram consentimento informado e
apresentaram sorologias negativas para HIV, hepatite B, hepatite C e sifilis. Os coagulos
de sangue serdo imediatamente removidos da placenta com solucdo salina tamponada
com fosfato (PBS), contendo 100 u/ml de penicilina e 100 mg/ml de estreptomicina. A
MAHD foi preparada como Riau et al., 2010, células epiteliais amnioticas foram retiradas
da membrana amnidtica humana utilizando dodecil sulfato de sddio em PBS e incubado
com velocidade de rotacdo de 100 rpm a 37° C por 24 horas e finalmente a MA foi

novamente lavada 3 vezes com PBS.

A descelularizagdo foi realizada com técnica asséptica em uma cabine de
seguranga bioldgica classe II BioSAFE (Veco®). Para esse processo, as membranas
foram retiradas do meio (PBS) tampao fosfato pH 7.2 (Gibco) e tratadas com solucdo de
SDS (duodecil sulfato de so6dio) a 0,01% e SD (desoxicolato de so6dio) a 0,01% por 24

horas a 37°C, com auxilio de agitador mecanico (Mesa agitadora 109 M, Nova Etica
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Ltda). Depois foram conservadas em PBS a 4° C. De acordo com a metodologia descrita

por (Hopper Woodhouse, 2003).

6.3 Punc¢ao medular

6.3.1 Obtencao do sangue da medula ossea

Para cada animal, a obtencao do sangue da medula dssea foi realizada pelo método
de puncdo-aspiracdo na medula 6ssea dos ratos, sempre precedido de anestesia. Os
animais foram colocados em posi¢do de dectbito lateral com a perna superior flexionada
e a inferior reta. A pungdo-aspiracdo foi realizada na crista iliaca posterior do fémur por
seringa descartavel (BD-Plastipak®) de SmL, com 0,2 mL de heparina (5.000UI/ mL),
com agulha 25X8 21 mm GI1 (BD- Precision Glide®); foi coletado cerca de 1mL do

sangue da medula 6ssea de cada rato, seguida de identificagdo das seringas.

6.3.2 Isolamento das células mononucleares

As células mononucleares foram obtidas pela técnica de pungao-aspiragdo, para o
isolamento da fracdo mononuclear utilizou-se o gradiente de densidade (d=1,077g/m3)
(Ficoll-Hypaque -Sigma, St. Loius, MO) de acordo com Bdyum, em meio de Dulbecco
modificado por Iscove (DMEM-GIBCO BRL) suplementado com 1% de antibidtico
(penicilina e estreptomicina) e 20% de solucao tampao. O material coletado de cada rato
foi colocado em tubo estéril de centrifuga de plastico de 15 ml. Logo apds, completado
este tubo até 12 ml, com meio de cultura DMEM (Iscove’s Modified Dulbecco’s Media),
suplementado com solucdo tampao 4% e antibidtico (penicilina e streptomicina) 1% e
homogeneizado. Em um tubo de plastico de 15 ml, foi colocado 3ml de solugdo de

separagdo por gradiente densidade (Ficoll-Hypaque) e logo em seguida colocado neste
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tubo o homogeneizado contendo a medula dssea do animal e meio de cultura DMEM,

cuidadosamente para que esta ndo se misturasse.

Este tubo foi levado a centrifuga e submetido a 1500 rpm rota¢des por minuto
durante 40 minutos a 22 °C. Logo ap6s, foi levado a fluxo novamente, e retirado o anel

formado entre o meio e o gradiente.

6.3.3 Estudo Anatomopatologico

Todos os animais foram submetidos a eutandsia e seus coragdes retirados para
andlise histopatologica pds-implante. Os coracdes foram preservados em frascos
contendo formol 10% durante 24 horas. Apds este periodo os coragdes serdo clivados em
quatro partes iguais transversais no micrétomo (Leica modelo RM 2145) com espessura
de 5 um.

Realizada a desidratagcdo dos cortes, sendo estes submetidos a banhos sucessivos
em alcool 70%, 80%, 90%, trés banhos em alcool 100% no (Leica modelo TP1020),
durante uma hora. Logo apés, impregnada parafina liquida nos cortes através de trés
banhos a 65°C no mesmo aparelho. Entdo os cortes histologicos foram montados em
laminas e corados com solu¢do de H&E e Picro Sirus Red. De cada fragmento foram

realizadas duas laminas com os quatro cortes e com as coloragdes citadas.

6.3.4 Avaliagdo do deposito de colageno

A camada média das sec¢des do ventriculo esquerdo (5 pm) foi hidratada com
Sirius Red (0,5% em acido picrico aquoso saturado, Sigma) e vistos sob luz polarizada.
Dez campos em cada regido do cora¢do foram selecionados aleatoriamente com trés

seccdes em séries ndo consecutivas, e o conteudo de colageno foi quantificado como areas
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Sirius Red positivas pelo uso do Microscopio Zeiss Axiovert S100 TV (Zeiss, Jena,

Alemanha) 2.0 (UTHSCSA, San Antonio, TX, USA).

6.3.5. Analise Imuno-histoquimica

As laminas com cortes de 5 pm foram preparadas, montadas em ldminas e
submetidas ao processo de imuno-histoquimica. Apos desparafinacdo com xilol e
reidratacdo com alcool graduado, as laminas foram colocadas em solugdo tampao de
citrato 0,01 M (pH = 6,0) e os procedimentos de pré-tratamento para expor os antigenos
que foram realizados em banho-maria a 90 ° C por 60 minutos. A seguir as laminas foram
bloqueadas com peroxidase por 30 minutos.

As secdes foram incubadas com os anticorpos primarios von Willebrand Factor
(VWF) (ab171825, Abcam), anti-MyoD (ab203383, Abcam), anti a-sarcomeric actin
(A2172, Sigma-Aldrich), anti-fast myosin skeletal heavy chain (MHC) (ab75370,
Abcam), anti-cx43 (ab11370, Abcam) diluidos com diluente de anticorpos
Dakocytomation® a 4 °© C. Apds a conjugacdo com anticorpos primarios, as secdes foram
incubadas com anticorpo secundério através do complexo EnVision® + Dual
Link/Peroxidase (Dakocytomation®) por 20 minutos em temperatura ambiente, o
cromogénio DAB(3,3-diaminobenzidina) foi adicionado e contra corado com
hematoxilina. Foram utilizados controles positivos apropriados. Para o controle negativo,
o anticorpo primario nao foi adicionado as se¢des e o resto do procedimento foi realizado

como descrito acima.

6.3.6 Analise Estatistica
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Apds a organizacdo os dados foram encaminhados a andlise estatistica. Os
resultados foram descritos por médias, medianas, valores minimos, valores maximos e
desvio padrao. Para a comparag¢do dos grupos foi considerado o modelo de analise de
variancia com um fator (ANOVA) e o teste LSD (least significant difference) para as
comparagdes multiplas. Para a comparagdo dos momentos de avaliagdo dentro de cada
grupo foi usado o teste t de Student para amostras pareadas. A condi¢do de normalidade
foi avaliada pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. Valores de p<0,05 indicaram
significancia estatistica. Os dados foram analisados com o programa computacional

Statistica v.8.0.

7. DELINEAMENTO DO PROJETO

No primeiro trimestre do estudo foram obtidas as membranas amnioticas e
realizada a descelularizagdo das mesmas e analisadas as suas dimensdes € caracteristicas.
A seguir ratos machos Wistar, 2-3 meses de idade foram submetidos ao infarto agudo do
miocardio. Apds a comprovagdo ecocardiografica de acordo com o escore de fracdo de
ejecao abaixo de 40%. Os animais foram acompanhados diariamente. Esta primeira fase
tem por objetivo a reprodugdo do modelo de infarto agudo do miocardio e conhecimento

da evolucao e da extensao da lesdo miocardica.

Apobs a comprovagao por ecocardiografia do infarto, 50 ratos machos Wistar, 2—3

meses de idade, foram randomizados e divididos em 3 grupos:
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Tabela 1 — Randomizag¢do dos grupos

GRUPOS
Controle (somente Membrana Células-Tronco
infarto) Amniotica (CT)
© (MA)

No trigésimo dia ap6s infarto do miocardio, os animais foram submetidos a nova
avaliacdo ecocardiografica e posteriormente foram eutanasiados e seguidos de analises
histopatologicas do infarto transmural na regido comprometida. Buscou-se alcangar um
numero minimo de 10 animais para o término de cada grupo de estudo para a viabilizagdo

de uma analise estatistica adequada.

A seguir foi realizada a andlise estatistica de acordo com o teste de ANOVA para
dados ndo paramétricos, seguido do teste do Bonferroni sendo o valor de p < 0,05

considerado significativo.
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ABSTRACT

Acute myocardial infarction (AMI) remains as the leading cause of cardiovascular death
worldwide, and a major cause of heart failure. Recent experimental studies have
suggested that cell-based therapies with bone marrow stem cells (BMSC) and human
amniotic membrane (hAM) would recover the ventricular function after an ischemic
injury in the heart; however, the mechanisms underlying these effects are still
controversial. In the present study, we aimed to compare the effects of BMSC and hAM
in a rat model of heart failure. Rats were subjected to myocardial ischemia through left-
coronary occlusion; after seven days, the animals were subjected to echocardiographic
evaluation and those with ejection fraction < 50% were included and randomized into
three groups: control (n=8), BMSC (n=11) and hAM (n= 8). The BMSC and hAM were
injected and implanted, respectively, on the anterior ventricular wall seven days after the
procedure. A new echocardiographic analysis was performed on the 30" day evaluating
left ventricular ejection fraction (EF), left ventricular-end systolic (LVESV) and diastolic
(LVEDV) volume, followed by euthanasia and histopathological analysis of the
transmural infarction area. Statistical significance was accepted when p<0.05. The
echocardiographic results showed that the groups were homogeneous on the 7 day. After
30 days, both BMSC and hAM groups showed significant improvements on EF in
comparison to control group (p= 0.03 and 0.006 respectively), without significant
difference when compared to each other. The intragroup analysis showed that both
LVESV and LVEDV were significantly reduced in BMSC and hAM groups in
comparison to baseline, without significant beneficial in the control group. The infarct
size was similar between the 3 groups, the control group had higher levels of type 1
collagen, abd the hAM expressed higher levels of type 3 collagen. New blood vessels,
desmine positive cells and connexin-43 expression were elevated in both BMSC and
hAM groups in comparison to control group. Thus, our study suggests a recovery of
global cardiac function with the use of both BMSC and hAM, associated with
angiogenesis and cardiomyocyte regeneration after 30 days.

Keywords: Myocardial Infarction. Tissue Regeneration. Stem Cells. Human Amniotic
Membrane.
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1. INTRODUCTION

Acute Myocardial Infarction (AMI) is the most common cause of death globally,
accounting for 32% of deaths worldwide in 2013 (114) . The majority of the events are
related to a fissure and consequent rupture of atherosclerotic plaque, with consequent
thrombus formation and obstruction of the coronary artery (115).

In patients who survive, significant modifications occur in the electrical,
biochemical, and structural architecture of the ventricular wall, mainly related to the
action of pro-inflammatory cytokines, macrophages, and neutrophils in the infarct area
(116). The cellular hypoxia leads to oxidative stress and formation of free radicals, which
are able to damage crucial proteins necessary for myocardial excitation and contraction,
such as ion channels and calcium pumps, with consequent loss of contractile function,
resulting in cardiac remodeling and ventricular dysfunction (116-118).

The ventricular dysfunction is a major cause of heart failure (HF). Data from the
American Heart Association estimated the prevalence of 5.1 million individuals with HF
in the United States in 2012, with projections of a 46% increase by 2030, resulting in
more than 8 million people affected by this complication (119, 120). HF is also the main
cause of hospitalization worldwide in individuals older than 65 years, generating an
annual cost of $26 billion in the United States (119, 120).

These numbers are mostly related to the limitations of the current therapeutic
approaches after coronary occlusion, which are able to treat only the consequences of
AMI, not being able to restore the contractility of the necrotic cells. Thus, the evolution
to HF is inevitable in most of the cases, which turns heart transplantation as the last
effective therapy for these patients. This procedure, even though it is considered as the
gold-standard treatment for HF is not always an option due to the scarcity of donors and

comorbidities that usually contraindicate the transplant (104).
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In this scenario, new therapeutic options, such as cell-based therapies, emerge as
an alternative for the treatment of HF, due to the potential of restoring cardiac function,
reducing infarct size and preventing cardiac remodeling (99, 116). Previous animal
studies have demonstrated improvements in ventricular function with the use of bone
marrow stem cells (BMSC) after AMI, showing potential of angiogenesis, formation of
undifferentiated cells and new cardiomyocytes (5, 6). Despite this, its ability to reverse
ventricular remodeling is still controversial in the literature (108, 121).

On the other hand, the human amniotic membrane (hAM), previously used in skin
wounds, ophthalmological and gynecological conditions, has been shown to prevent
cardiac remodeling in animals submitted to ischemic events (103, 122, 123), with anti-
inflammatory and antimicrobial properties Moreover, it is a matrix that does not trigger
an immune response in the host on its decellularized form, making it even more attractive
for grafting models in tissue engineering (8, 10, 124, 125).

Despite this, the mechanisms involving the action of both hAM and BMSC and
the interaction with the resident cardiac cells are still not well-stablished in the literature.
In this way, understanding the histopathological processes that occur in the presence of
these materials after AMI is highly relevant in choosing an effective therapeutic approach.
In this sense, the present study aimed to evaluate the functional and histopathological

effects of BMSC and hAM in a rat model of myocardial infarction.

2. METHODS

The experiments were performed following the ethical standards and principles of the
Brazilian College of Animal Experimentation - COBEA, with approval from the Research
Ethics Committee on the use of animals at PUCPR - CEUA/PUCPR, under approval

protocol 1273/2018.



54

Briefly, a total of 50 male Wistar rats, 2-3 months, were submitted to AMI. After
proof by echocardiography of the infarction after 07 days, the animals were randomized
and divided into 3 groups: Control; Human Amniotic Membrane (hAM); Bone-marrow
Mononuclear Stem Cells (BMSC). On the 30th day after myocardial infarction, the
animals were submitted to a new echocardiographic evaluation and subsequently
euthanized, followed by histopathological analysis of the transmural infarction in the
compromised region.

2.1 SAMPLE

For the study, 50 adult male Wistar rats (Rattus norvegicus albinus, Rodentia
mammalia) weighing between 250 and 300 grams were used. The animals were housed
in cages and kept under constant environmental conditions, with a 12-hour day/night

cycle, room temperature, and water and feed for free consumption.

2.2 MYOCARDIAL INFARCTION INDUCTION

The animals were submitted to intramuscular general anesthesia, with
administration of Ketamine (Ketamin®/ Cristalia - 50mg/kg) and Xylazine (Calmiun®/
Agener Unido - 10mg/kg). After reaching the anesthetic plane, verified through the eyelid
reflex and muscle relaxation, a definitive airway was obtained through orotracheal
intubation with a number 14 peripheral venous catheter. After that, the animals were
connected to the mechanical ventilation system with a volume of 2.5ml (O2/min) and a
frequency of 50 cycles per minute, observing lung expansion. Two volume respirators
were used (HARVARD®), Inc., respirator model 683, Massachusetts, USA) for small
animals with oxygen at 21% (room air).

With the rat anesthetized and ventilated, the animal was positioned in dorsal

decubitus with a slight inclination to the right, facilitating the exposure of the area. The
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forelimbs and hind limbs were fixed with adhesive tape. After adequate positioning,
antisepsis of the thorax was performed with topical iodopovedine and left lateral
thoracotomy was performed on the third intercostal space. After opening the left pleura,
the pericardium was opened for dislocation and better visualization of the area to be
approached. Followed by exposure of the heart, the left auricle was retracted, and the left
coronary artery located between the pulmonary artery and the left atrium. The ligature of
the coronary artery was performed with non-absorbable 7-0 monofilament polypropylene
suture thread (126). The infarcted area was immediately visualized by the difference in
coloration of the affected area. After that, the heart was repositioned to the thorax, the
lungs were hyperinflated, and the chest wall was closed by planes with 4-0 non-
absorbable monofilament mono-nylon suture thread. For postoperative analgesia, non-
steroidal anti-inflammatory drug (Carprofen), sterile injectable solution 2-5 mg/mL was

used.

2.3 ECHOCARDIOGRAPHY (7% DAY)

The animals were submitted to echocardiographic analysis using two-dimensional
echocardiography equipment model HD7 (Philips Medical Systems, Andover, MA), with
S12 sectorial (5-12 mHz) transducer.

All animals, regardless of the group, were submitted to an echocardiographic
evaluation on the seventh day after coronary occlusion, anesthetized with ketamine and
xylazine at a dose of 25mg/kg and 5mg/kg respectively, intramuscularly. All
measurements were made blindly and three times by the same observer, and the final
result was an average of the three measurements. The main objective of the

echocardiogram was to evaluate the Ejection Fraction (EF) and end-systolic and end-
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diastolic volumes of the left ventricle of the animals. Those with EF > 50% were excluded

from the study.

2.4 PREPARATION OF HUMAN AMNIOTIC MEMBRANE

The amniotic membranes were obtained from parturient women (n=2, at 36 to 40
weeks of gestational age), after signing the Free and Informed Consent form according to
a protocol approved by the ethics committee for research on human beings of the Hospital

Pequeno Principe - protocol number 659.204/2014 and 0948-11.

The amniotic membranes were obtained after cesarean deliveries. Maternal donors
were serologically negative for HIV, hepatitis B, hepatitis C, and syphilis. Possible blood
clots were immediately removed from the placenta with phosphate buffered saline
solution (PBS) containing 100 u/ml penicillin and 100 mg/ml streptomycin. Amniotic
epithelial cells were removed from the human amniotic membrane using SDS (sodium
duodecyl sulfate) solution in PBS and incubated with a rotation speed of 100 rpm at 37°

C for 24 hours, and finally it was washed more 3 times with PBS.

Decellularization was performed aseptically in a BioSAFE class II biological
safety cabinet (Veco®). For this process, the membranes were removed from the solution
(PBS) buffer phosphate pH 7.2 (Gibco) and treated with 0.01% SDS and 0.01% SD
(sodium deoxycholate) solution for 24 hours at 37°C with the aid of mechanical shaker
(Mesa Agitadora 109 M, Nova Etica Ltda). Then, the membranes were preserved in PBS

at 4° C, according to the methodology described in previous studies (127).

2.5 ISOLATION OF BONE MARROW STEM CELLS
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Bone marrow blood was obtained by the puncture-aspiration method in the bone
marrow of the animals themselves, always preceded by anesthesia. The animals were
placed in lateral decubitus position with the upper leg flexed and the lower leg straight.
The puncture-aspiration was performed in the posterior iliac crest of the femur using a
SmL disposable syringe (BD-Plastipak®) with 0.2 mL of heparin (5.000 IU/mL) with a
25X8 21 mm G1 needle (BD- Precision Glide®); about 1mL of blood was collected from

the bone marrow of each rat, followed by identification of the syringes.

For isolation of the mononuclear fraction, density gradient (d=1.077g/m3) (26) in
Iscove's modified Dulbecco's medium (DMEM-GIBCO BRL) supplemented with 1%
antibiotic (penicillin and streptomycin) and 20% buffer solution. The material collected
from each mouse was placed in a sterile 15 ml plastic centrifuge tube, and this tube was
then completed to 12 ml with DMEM culture medium supplemented with 4% buffer
solution and 1% antibiotic (penicillin and streptomycin) and homogenized. In a 15 ml
plastic tube, 3 ml of density gradient separation solution (Ficoll-Hypaque) was placed
with the homogenized content containing the animal's bone marrow and DMEM culture
medium. This tube was taken to the centrifuge and submitted to 1500 rpm rotations per
minute for 40 minutes at 22 °C. After that, it was brought to flow again, and the ring

formed between the medium and the gradient was removed.

2.6 BMSC TRANSPLANTATION AND hAM IMPLANTATION

Animals with EF < 50% were randomly assigned into three groups 07 days after
AMI: control group, BMSC group and hAM group. The animals were again anesthetized
(50 mg/kg Ketamine and 10 mg/kg Xylazine) and subjected to median transsternal

sternotomy. The BMSC group received 5x10° mononuclear cells injected directly on the
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infarcted area and transition zone, as previously described (27), and the hAM group
received the patch on the anterior surface of the heart, sutured with 7-0 polypropylene.

The control group received only saline solution by transsternal sternotomy.

2.7 ECHOCARDIOGRAPHY (30" DAY)

On the 30th day after coronary occlusion, all the animals were submitted to a new
echocardiographic analysis, under the same conditions as described on the 7% day. The
main objective was to compare EF, LVESV and LVEDV between pre- and post-
application of hAM and BMSC periods. After the echocardiographic evaluation,

euthanasia was performed with an overdose of the anesthetic drugs.

2.8 ANATOMOPATHOLOGICAL STUDIES

All animals were euthanized and their hearts were removed for histopathological
analysis 30 days after implantation. The hearts were preserved in flasks containing 10%
formaldehyde for 24 hours. After this period, they were cleaved in four equal transversal
parts in a microtome (Leica model RM 2145) with a thickness of 5 um.

Once the sections were dehydrated, the pieces were submitted to successive baths
in 70%, 80%, 90% alcohol and three baths in 100% alcohol (Leica model TP1020) for
one hour. Immediately thereafter, there was impregnation of liquid paraffin on the
sections through three baths at 65°C in the same device. Subsequently, the histological
sections were mounted on slides and stained with H&E solution and Picro Sirus Red.
From each fragment, two slides were made with the four sections and the mentioned

stains.
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2.8.1 Collagen Deposition Assessment

The middle layer of the left ventricular sections (5 pm) was hydrated with Sirius
Red (0.5% in saturated aqueous picric acid, Sigma) and viewed under polarized light. Ten
fields in each region of the heart were randomly selected with three sections in non-
consecutive series, and collagen content was quantified as Sirius Red positive areas by
use of a Zeiss Axiovert S100 TV Microscope (Zeiss, Jena, Germany) 2.0 (UTHSCSA,

San Antonio, TX, USA).

2.8.2 Immunohistochemical Analysis

Histological slides were prepared with hematoxylin-eosin (HE) stain and were
used to mark areas of interest for performing tissue sample array arrangement or Tissue
Microarray (TMA). 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 an anti-Desmine (ab8592; Abcam, Cambridge, UK), anti-connexin 43
(ab217676; Abcam, Cambridge, UK) and anti-factor VIII (275376; Abcam, Cambridge,

UK) overnight in a humidified chamber at a temperature between 2-8 °C (28).

Immunoreactivity was developed by adding DAB chromogen-substrate solution
(Spring) to the slides. Harris hematoxylin was used for counterstaining. Positive and
negative controls were performed in parallel with all reactions. The slides were scanned
using the Axio Scan.Zl scanner (Carl Zeiss, Germany). The generated files were
fragmented into single images and approximately 25 images were selected for analysis.

The areas of immunopositive markings for the antiprotein antibodies were quantified
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using Image-Pro Plus version 4.5 software (Media Cybernetics, USA). The
immunopositive objects were selected using a "mask" to standardize and automate the
process. Numerical data of the immunopositive marking area were generated and

subsequently exported to an Excel spreadsheet.

2.9 STATISTICAL ANALYSIS

Quantitative variables were described by means, medians, minimum values,
maximum values and standard deviation. For comparison of the groups in the
echocardiographic analysis at 07 days was considered the model of analysis of variance
with one factor (ANOVA) and the test of covariance (ANCOVA) to evaluate after 30
days and compare with the results of baseline levels. The non-parametric Kruskal-Wallis
test was used for the histopathological analyses. Values of p<0.05 indicated statistical

significance. The data were analyzed with the Statistica v.8.0 computer program.

3. RESULTS
Of the 50 animals initially included in the study, 11 died hours or days after
infarction induction (mortality rate of 22%), and 07 were excluded for having an ejection
fraction higher than 50%. Thus, 32 animals were included and randomized into three
groups: control (n=10), BMSC (n=11) and hAM (n=11). After applying the membranes,
03 animals of hAM group and 2 animals of control group died, related to postoperative
complications, leaving 27 animals that were included in the final analysis: control (n==8),

BMSC (n=11) and hAM (n=8).
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3.1 ECHOCARDIOGRAPHIC ANALYSIS
3.1.1 Ejection Fraction (EF)

The intergroup analysis showed no statistical difference (p= 0.122) between the
groups on the 7" day after AMI, with values of 38.73% (control group), 33.21% (hAM
group) and 30.67% (BMSC group); thus, the groups were homogeneous (Table 01, Figure
01). After 30 days, significant difference was identified between the hAM and BMSC
groups in comparison to the control group (p=0.006 e p=0.034, respectively). There was
no significant difference in EF after 30 days when the hAM and BMSC groups were
compared to each other (p=0.326) (Table 02).

In the intragroup analysis after 30 days, the EF variated from 33.21% to 49.77%
in the hAM group (p=0.001) and from 30.67% to 46.49% in the BMSC (p<0.001). No

significant variation in EF was observed in the control group, (Table 02).

p*
Variable Group 7th day 30th day (7™ x 30" day
echo)
39,13 +
EF (%) | Control (n=8) | 38,73+ 7,68 0,896
6,54
49,77 £
hAM (n=8) 3321+ 7,62 0,001
9,91
46,49 +
BMSC (n=11) | 30,67 +8.80 <0,001
6,68
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LVESV 0,146 +
Control (n=8) 0,182 +£0,052 0,118
(mL) 0,056
0,096 +
hAM (n=8) 0,229 +£ 0,104 0,001
0,047
0,127 £
BMSC (n=11) 0,220 £ 0,078 0,004
0,058
LVEDV 0,231 +
Control (n=8) 0,294 + 0,053 0,053
(mL) 0,073
0,183 +
hAM (n=8) 0,330+0,118 0,002
0,051
0,225 +
BMSC (n=11) 0,312 £ 0,080 0,011
0,069

Table 02: Intragroup analysis of pre- and post-implantation of hAM and BMSC. 7" day:

echocardiographic evaluation before the amniotic membrane and stem cells

implantation; 30" day: echocardiographic evaluation after 30 days of coronary

occlusion; Data are shown as mean *+ standard deviation. Values of p<0.05 denote

statistical significance.

30th day EF
Intergroup comparison
p
Control x hAM 0,006
Control x BMSC 0,034
hAM x BMSC 0,326
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Table 03: Comparison of groups two by two regarding ejection fraction 30 days after
coronary occlusion. 30" day EF': EF after 30 days of coronary occlusion; hAM: amniotic
membrane; BMSC: bone marrow mononuclear stem cells; Values of p<0.05 denote

statistical significance.

3.1.2 Left ventricular end-systolic volume (LVESYV)

Regarding the LVESV, the intergroup analysis after 07 days showed values of
0.182 mL in the control group, 0.229 mL in hAM group and 0.220 mL in BMSC group,
(p=0.471). After 30 days, we identified values of 0.146 mL in control group, 0.096 mL
in the hAM group, and 0.127 mL in BMSC group (p=0.056). Thus, the groups were
considered homogeneous in both pre- and postoperative periods (Table 01, Figure 01).

In the intragroup analysis (Table 01) between the pre- and postoperative periods,
a significant reduction from 0.229 mL to 0.096 mL in the hAM group (p=0.001) and from
0.220 mL to 0.127 mL in the BMSC group (p=0.004) was identified. In the control group,

there was a non-significant reduction from 0.182 mL to 0.146mL (p=0.118).

3.1.3 Left ventricular end-diastolic volume (LVEDYV)

The intergroup analysis showed values of 0.294 mL for the control group, 0.330
mL for the hAM group, and 0.312 mL for the BMSC group during the preoperative
evaluation (p=0.706). After 30 days, the control group presented values of 0.231 mL,

0.183 mL for the hAM group, and 0.225 mL for the BMSC group (p=0.150).
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During the intragroup analysis between the 7" and 30" days, we identified an
improvement of LVEDV in both the hAM and BMSC groups (0.330 mL to 0.183 mL,
with p=0.002 and, 0.312 mL to 0.225 mL with p=0.011, respectively) (Table 01, Figure

03).

Figure 03: Echocardiographic results of the analyzed groups. Results are shown as mean
+ standard deviation. p<0,05 denoted statistical significance in comparison to control
group (#) or intragroup 7" day analysis (*). EF (ejection fraction); LVESV (left ventricle
end-systolic volume); LVEDV (left ventricle end-diastolic volume); BMSC (bone marrow

mononuclear stem cells); hAM (human amniotic membrane).

3.2 ANALYSIS OF THE INFARCT AREA AND COLLAGEN

For the analysis of the infarct area, sections stained with Masson's Trichrome were

EF (%) LVESV (mL) LVEDV (mL)
80 # 0.4+ 0.5+
60 L : 0.3 %47
0.3 = e Control
40+ H 0.2 : - = BMMC
}} M H h 0.2 N }\\ s AHAM
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00— L | 0.0 ——— 1 0.0 LN L
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analyzed, and the infarct area was denoted according to the percentage of stain in the
sample (Figure 04). During histopathological analysis, we observed no difference in the
infarct area between the 3 groups after 30 days of analysis (p=0.383). Type I collagen
levels were higher in the control group (p=0.014), while type III collagen levels were

higher in the hAM group, with a statistically significant difference in comparison to the
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control group (p=0.002). The BMSC group showed no significant difference in collagen

type I and III levels when compared to each other (Tables 04 and 05).

p*
Standard _
Variable Group Mean (comparison of
Deviation
3 groups)
Infarct area (%) Control (n=8) 2111209 1419393
hAM (n=8) 3555715 2373125
BMSC (n=11) 2809873 1713152 0,383
Type I Control (n=8) 98,6 1
Collagen (%) hAM (n=8) 95,8 1,1 0,014
BMSC (n=11) 97 2,2
Type 111 Control (n=8) 1,45 1,04
Collagen (%) hAM (n=8) 4,22 1,13 0,014
BMSC (n=11) 2,96 2,25

Table 04: Intergroup analysis of infarct area and collagen types after 30 days after infarct
induction. Values expressed in um2. hAM: amniotic membrane; BMSC: bone marrow

mononuclear stem cells; Values of p<0.05 denote statistical significance.

Comparison Groups p*
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Control x BMSC 0,084
Control x hAM 0,002
BMSC x hAM 0,070

Table 05: For collagen I and 11l a significant difference was found between the groups.
Therefore, these were compared two by two. The table above shows the p values of these
comparisons. hAM: amniotic membrane; BMSC: bone marrow mononuclear stem cells;
The p values for collagen I and III are the same because collagen I + collagen IIl =

100%.

(A)

CONTROL hAM

COLLAGEN

(B) 1501 (Q) 6- . (D) 8x106-

6105
100

41054

Infarct area (um?2)

21054

Colagen type lll content (%)

Colagen type | content (%)

S & N S L
cJo“\‘ Q}‘@ <~ 3 0\“6 &

o L ©
S

Figure 04: Collagen content analysis and infarct area after 30 days. (A) Collagen
deposition quantified as Sirius Red positive areas; Images 40x, scale bar = 50 um. (B)
Collagen type I content. (C) Collagen type Il content. (D) Infarct area. Results are

shown as mean * standard deviation. p<0,05 denoted statistical significance in
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comparison to control group (*) .BMSC (bone marrow mononuclear stem cells); hAM

(human amniotic membrane).

3.3 FACTOR VIII

In order to evaluate the angiogenic potential of stem cells and amniotic membrane,
the levels of factor VIII in the infarct area were evaluated by immunohistochemistry 30
days after AMI. The results (Table 05) showed a significant increase of factor VIII in
both BMSC and hAM groups compared to the control group, but without significant

difference when compared to each other (BMSC x hAM) (Table 06).

3.4 DESMINE

The presence of Desmine in the cardiac tissue was evaluated in order to identify
cardiac muscle cells in the infarct region. There was a significant increase of desmine in
the BMSC and hAM groups compared to the control group (Table 05, Figure 05). Despite
this, there was no significant difference when the stem cell and amniotic membrane

groups were compared among themselves (Table 06).

3.5 CONNEXIN

The levels of Connexin-43 were evaluated in order to identify GAP-Junctions in
the infarct region. The results (Table 05) showed a higher presence of Connexin-43 in the
BMSC and hAM groups, with only the BMSC group showing a significant difference in
relation to the control group. There was no significant difference when the stem cell and

amniotic membrane groups were compared among themselves (Table 06).
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p*
Standard (comparison
Variable Group Mean Median
Deviation of
3 groups)
Connexin
Control (n=4) 9,51 9,39 0,73
(%)
hAM (n=4) 12,44 12,04 2,03 0,034
BMSC (n=4) 12,27 12,28 0,62
Desmine
Control (n=4) 441 3,61 1,98
(%)
hAM (n=4) 25,01 26,60 8,19 0,015
BMSC (n=4) 17,74 18,41 4,12
Factor VIII
Control (n=4) 3,23 3,47 0,71
(%)
hAM (n=4) 9,95 7,23 6,04 0,018
BMSC (n=4) 6,63 6,48 1,04

Table 06: Intergroup analysis of the evaluation of Conexin-43, Desmine and Factor VIII
in the infarct area 30 days after infarct induction. hAM: amniotic membrane; BMSC:

bone marrow mononuclear stem cells; Values of p<0.05 denote statistical significance.

Comparison

FACTOR
Groups CONNEXIN DESMINE
VIII
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Control x BMSC 0,018 0,022 0,024
Control x hAM 0,058 0,002 0,003
BMSC x hAM 1,000 0,313 0,622

Table 07: Two by two comparison of the groups. hAM: amniotic membrane; BMSC: bone

marrow mononuclear stem cells; Values of p<0.05 denote statistical significance.
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Figure 05: Representative areas of Connexin, Desmine and Factor VIII after 30 days.
(A) Immunohistochemical representative images for Connexin, Desmine and Fsctor VIII;
Connexin and Desmine images 10x, scale bar = 100 um; Factor VIII images 20x, scale

bar = 50 um. (B) Connexin intergroup analysis after 30 days. (C) Desmine intergroup
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analysis after 30 days (D) Factor VIII intergroup analysis after 30 days, Results are
shown as mean * standard deviation. p<0,05 denoted statistical significance in
comparison to control group (*). BMSC (bone marrow mononuclear stem cells); hAM

(human amniotic membrane).

4. DISCUSSION

The recovery of the contractile function of the heart after an ischemic event that
evolved to transmural fibrosis is still a challenge in medical practice. Thus, the evolution
to heart failure is inevitable in most cases, mainly due to the extent of the infarct area and
the pathological cardiac remodeling (128). In this scenario, the use of compatible
biomaterials with cell-regeneration potential emerges as a therapeutic alternative after

AMI (99).

Bone marrow stem cells have already been used since 2001 for the treatment of
cardiovascular diseases, due to their potential for self-regeneration, proliferation and
differentiation into other cell-lines (129). Nevertheless, the mechanisms of interaction
and functional consequences after an ischemic event are still controversial. Animal
studies (7, 121, 130) and clinical trials (56, 131) have already demonstrated
improvements in cardiac function after bone marrow stem cell therapy following AMI.
On the other hand, results of randomized studies such as the HEBE trial, TIME trial, and

REGENT trial have not demonstrated the same potential (62, 66, 132).

In the present study, we observed a significant benefit in cardiac function with the
therapeutic use of stem cells on the 30th day after AMI, with an EF ranging from 30.67%
to 46.49% during the follow-up. Moreover, there was significant improvement on

ventricular remodeling, with significant reduction of end-systolic (0.220mL to 0.127mL)
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and end-diastolic (0.312 mL to 0.225 mL) volumes (Figure 01). This anti-remodeling
effect has already been observed using a co-culture of mononuclear cells and skeletal
myoblasts in a model of Chagas' cardiomyopathy (133) but it was not observed in a model
of transmural myocardial infarction with the same co-culture of cells (134)This
consideration suggests that the mechanisms of action of stem cells may be potentiated
when the mononuclear cells are injected into the area of fibrosis and the transition zone

between fibrosis and intact myocardium, as used in the present study.

Our results also demonstrated significant benefits in angiogenesis and cellular
regeneration in the BMSC group, confirmed on immunohistochemistry by high levels of
factor VIII, Connexin and Desmine, in comparison to the control group (Figure 03). This
fact reinforces the hypothesis that the mechanism of action of stem cells involves mainly
autocrine and paracrine actions in the cellular microenvironment, and not the direct

differentiation into cardiomyocytes as previously considered (99)

The therapeutic efficacy of stem cells on the myocardium depends on their
survival after delivery to the myocardium, since these cells need to survive, multiply and
differentiate in the hypoxic microenvironment after AMI (135). The delivery of the cells
can be performed by the venous system, intracoronary, venous sinus and endocavitary
intramuscular (136). In our study, we chose the intramuscular method because of its easy

and highly efficacy due to precise delivery of the cells into the ischemic area (137, 138).

In relation to the hAM group, our results showed a recovery in global cardiac
function measured through the variation in EF, from 33.21% to 49.77% (p<0.001) after
30 days, associated with a significant reduction in pathological ventricular (figures 06 and
07), similar outcomes to those exposed by Henry et al. (106) Kim et al. (104)and Fang et

al. (107) in their studies. These processes occurred without significant modification of the
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infarct area during histopathological analysis in 30 days, similarly to the study conducted
by Roy et al. (102, 103)the same fact in the infarcted area was observed in the BMSC

group (table 05).

The histopathological analysis also showed that the hAM group had higher levels
of type III collagen in comparison to type I collagen. Type III collagen is the immature
form of type I collagen, possessing mechanical properties of elasticity that confers a better
blood pumping capacity to the heart (139, 140),with previous studies already
demonstrating that the increase in the collagen III/I ratio was related to a better cardiac
function in patients with previous diastolic dysfunction (141). Therefore, this increase in
type III collagen observed on the hAM group suggests the potential immunomodulatory
effect of hAM after AMI; this effect, however, was not observed in the stem cell group

(tables 07 and 08).

In our study a higher angiogenesis potential was observed on the area of the
amniotic membrane application in the ischemic tissue, through elevated levels of Factor
VIIIL. Previous studies have been able to corroborate to this finding. For example,
Francisco et al. (142, 143) detected an increase in the proliferation of capillaries in site of
the implantation of amniotic membrane, and Gorjipour et al. (109) Song et al. (101) and
Roy et al. (102) had suggested this property of vascular regeneration of amniotic
membrane, through the proliferation of Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) in
their analysis. Khorramirouz et al., by detecting CD34+ cells in infarcted tissue,

corroborated the result of angiogenic property of amniotic membrane (111)and Danieli et
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al., evaluating the relationship of the amniotic membrane with endothelial progenitor cells

in vitro, detected that it has a strong impact on the formation of new vessels (108).

Moreover, in our study it was possible to evaluate the presence of cardiac
regeneration in the hAM group through the quantification of Desmine and Conexin in the
infarcted tissue, variables with similar outcomes also analyzed by Khorramirouz et al.
(105, 111) and Tsuji et al. (53). Gorjipour et al. demonstrated potential cardiac cell
proliferation with the use of amniotic membrane through the presence of cardiac Troponin
T (109), and Fang et al., in order to detect the potential for cell differentiation of amniotic
membrane, observed the presence of myosin heavy chain after its application in ischemic

tissue (107) corroborating the results of our study.

In our study, we chose to use the acellular form of human amniotic membrane,
because the absence of the epithelium can contribute to the improvement of
biocompatibility of the material, reducing the immunogenic response of the host (99)
without losing collagen proteins and growth factors, which are preserved during the
decellularization process (10). Furthermore, the presence of connexin-43 observed in the
hAM group demonstrated its ability to incorporate into the myocardium, making the use
of amniotic membrane as an attractive biomaterial after AMI, as well as serving as a
suitable three-dimensional support matrix for diverse cell populations, stimulating cell
immigration and possible differentiation of neighboring cells (8, 124, 125, 144). To our
knowledge, this is the first study to compare in the same model the use of bone marrow

mononuclear stem cells and human amniotic membrane in the context of heart failure,
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confirming the therapeutic potential of these agents in the recovery of heart function and

reduction of pathological remodeling.

Despite this, limitations such as the animal model and the lack of follow-up in a

longer period should be pointed out.

5. CONCLUSION

We evaluated the effects of human acellular amniotic membrane and stem cells
after myocardial infarction in rats. The results suggest the therapeutic potential of these
agents, with improved ejection fraction and ventricular anti-remodeling effect, associated
with a potential for angiogenesis and cardiomyocyte regeneration in a 30-day follow-up

analysis.
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Abstract: Myocardial infarction (MI) remains the leading cause of cardiovascular death worldwide
and a major cause of heart failure. Recent studies have suggested that cell-based therapies with bone
marrow stem cells (BMSC) and h ioti . (hAM) would recover the ventricular
function after MI; however, the mechanisms underlying these effects are still controversial. Herein,
we aimed to compare the effects of BMSC and hAM in a rat model of heart failure. MI was induced
through y occlusion, and animals with an gjection fraction (EF) < 50% were included and
domized into three groups: 1, BMSC, and hAM. The BMSC and hAM groups were implanted
on the anterior ventricular wall seven days after Ml, and a new echocardiographic analysis was
performed on the 30th day, followed by euthanasia. The echocardiographic results after 30 days
showed significant improvements on EF and left-ventricular end-sistols end-diastoli
in both BMSC and hAM groups, without significant benefits in the control group. New blood vessels,

desmine-positive cells and ¢ in-43 were also elevated in both BMSC and hAM groups.
These results suggest a recovery of globnl diac function with the therapeutic use of both BMSC
and hAM, associated with angiog and cardiomyocyte reg tion after 30 days.

Keywords: myocardial infarction; tissue reg tion; stem cells; | ot b

1. Introduction

Acute myocardial infarction (AMI) is the most common cause of death globally,
accounting for 32% of deaths worldwide in 2013 [1]. The majority of the events are related
to a fissure and consequent rupture of atherosclerotic plaque, with consequent thrombus
formation and obstruction of the coronary artery [2].

In patients who survive, significant modifications occur in the electrical, biochemical,
and structural architecture of the ventricular wall, mainly related to the action of pro-
inflammatory cytokines, macrophages, and neutrophils in the infarct area [3,4]. The cellular
hypoxia leads to oxidative stress and formation of free radicals, which are able to damage
crucial proteins necessary for myocardial excitation and contraction, such as ion channels
and calcium pumps, with consequent loss of contractile function, resulting in cardiac
remodeling and ventricular dysfunction [3,5,6].

Life 2021, 11, 958. https:/ /dot.org /10.3390/1ife1 1090958
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y dial infarction (MI) remains lhe leading cause of death workdwide. Cell-based therapies
1 1o recover the contractility of necrotic cardiomyocytes.

In the present study, we gimed to systemuucally evaluate experimental studies on the use of tissue-engineered am-

niotic membrane (hAMC) in MI L Methods: a

e review of i & published in PubMed, E

and CENTRAL databases was conducted, until March 31 2020, for experimental studies reporting on MMC cell-
therapy performed on LV function, MI size, paracrine effects, angiog is, and cell diffe iation. Two

selected the articles that met the inclusion criteria and disagreements were solved through a consensus. Results: a
total of 11 studies were included for data extraction. For the acute scenario, therapeutic use of hAMC after MI was
capable of |mprov1ng LV function in rats, mainly due to its effects (anti ptotic and anti-nfk tory)
and d with cardiomyocyte differents MI size reduction and neo-angiogenesis. Conclusion: tissue en-
gineered hAMC following M provided clinically relevant benefits on cardiac function and ventricular remodeling.

Y Y tissue rege

Introduction

Myocardial infarction (M) and heart failure (HF)
are the leading cause of death worldwide [1-3].
Current therapeutic strategies are aimed at
preventing progression of left ventricular (LV)
pathological remodeling after MI, with little evi-
dence of improvement in cardiac regeneration
and ventricular function [4, 5).

As an alternative, tissue engineering using hu-
man amnlouc membrane (hAMC) started to be

ly used in reg with
the aim of regenerating the In;ued tissue. The
main hypothesis for its use is that it could serve
as a possible scaffold for stem cells prolifera-
tion and differentiation, with an added poten-
tial of anti-inflammatory, antifibrotic and pro-
angiogenic effects [6-13].

Previous studies have investigated the poten-
tial use of hAMC after myocardial ischemi

human amniotic membrane, stem cells, heart function

function. Despite this, the exact mechanisms
underlying this association and its capacity to
improve cardiac function and reduce LV remod-
eling are still controversial. This study set out
to systematically review experimental studies
appraising the impact of hAMC in the post-
infarcted heart.

Materials and methods
Information sources

We searched for experimental studies that
aimed to evaluate the use of hAMC in the treat-
ment of MI. Electronic searches were condu-
cted, without language restrictions, through
PubMed, Embase, and The Cochrane Central
Register of Controlled Trials (CENTRAL), from
September 1, 2019 until March 31, 2020.
Combinations of words related to *human am-
niotic b " and " ic fluid® were

evaluating its consequences in global cardiac

included as search terms in all databases with
each of the following words: “myocardial infarc-
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