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A comparacao entre o transplante de célulastronco
mononucleares e mesenquimaisno infarto do

miocardio

Comparison of mononuclear and mesenchymal stem cell transplantation in myocardium infarction

Luiz Cesar GUARITA-SOUZA?, KatherineAtahyde Teixeirade CARVALHO?, Carmen REBELATTO?, Alexandra
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OLANDOSKI?, Vinicius WOITOWICZ?, Rossana SIMEONI*, José Rocha FARIA-NETO?, Paulo BROFMAN?*
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Resumo

Introducédo: O transplante de células no miocardio tem se
mostrado tecnicamente reprodutivel, entretanto, existem
davidas em relacdo a melhor fragdo das células da medula
Ossea a ser utilizada. Desta forma, o objetivo deste estudo é
analisar o resultado do transplante de células tronco
mononucleares (MQO) e mesenquimais (ME) no infarto do
miocérdio.

Método: QuarentaedoisratosWistar foram induzidosao
infarto do miocardio. Ap6s uma semana, 0s animais foram
submetidos a ecocar diogr afia para avaliagdo da fracdo de
ejecéo (FE) e dos volumes diastélico (VDFVE) e sistdlico
(VSFVE) finais do ventriculo esquerdo. Apos dois dias, os
animais foram reoperados e divididos em grupos. 1) controle
(n=21), que recebeu 0,15 ml de meio de cultura, 2) MO (n=8)
e 3) ME (n=13), que receberam 3x10° células mononuclear es
€ mesenquimais, respectivamente, no infarto. As MO foram
obtidas a partir de uma punc¢do da medula e isoladas pelo
método Ficoll-Hypaque, asM E, ap6s 0 mesmo pr ocesso, foram

Trabalho apresentado como tema livre no 32° Congresso da Sociedade
Brasileira de Cirurgia Cardiovascular, Vitéria, ES, abril de 2005.
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cultivadas por 14 dias. Os animais foram submetidos a
ecocar diogr afia ap6s um més. A histologia foi realizada pelo
método Tricrémio de Gomery.

Resultados: Nao houve diferenca entre os grupos na
ecocardiografia de base. Entretanto, um més apds o
transplante, observou-se uma diminui¢do da FE no grupo
controle e uma estabilizag8o nos demais grupos. Os trés
grupos apresentaram dilatacdo ventricular. A andlise
histolégica do infarto identificou, no grupo ME, células
endoteliais e musculares lisas, no grupo MO, apenas células
endoteliais.

Conclusdes. TantoogrupoM O, comooME, apresentaram
uma estabilizacdo da FE apds o infarto do miocéardio, uma
regeneracao vascular, entretanto, com remodelamento
ventricular.

Descritores: Transplantede células. Infarto do miocardio.
RatosWistar.
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Artigo aprovado em agosto de 2005
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Abstract

Background: Bonemarrow stem cell (SC) transplantation
into failing myocardium has emerged as a novel therapeutic
option for the treatment of ventricular dysfunction. Both
mononuclear (MoSC) and mesenchymal (MeSC) stem cells
have been proposed as ideal cell types to this goal. The
objective of thisstudy isto compar e the efficacy of these cells
in improving ventricular function in a rat model of post-
infarct ventricular dysfunction.

Method: Myocardial infarction wasinduced in Wistar rats
by left coronary occlusion. After 1 week, 42 animals with
resulting gjection fractions (EF) lower than 30% were
included in the study. MoSC and MeSC were obtained from
bone marrow aspirates and separated by the Ficoll-Hypaque
method. MeSC were cultured for 14 days before injection.
Nine days after infarction, rats received intramyocardial
injections of MoSC (n=8), MeSC (n=13) or culture medium
as a control (n=21). Echocardiographic evaluation was

INTRODUCAO

A insuficiénciacardiacaé umadas principais causas de
mortalidade em pacientes com miocardiopatiaisquémica. As
opcdes terapéuticas atuais propostas, tanto clinicas como
cirdrgicas, tém como principal objetivo tratar apenas as
consequénciasdoinfarto do miocardio e ndo acausabéasica,
que é aperdadacélulacontratil, o cardiomidcito.

Apesar de alguns autores sugerirem que haja divisdo
mitéticado coracdo [ 1], agrande maioriados cardiomidcitos
ndo tem a capacidade de regeneracdo apés o infarto do
miocardio e quando isto ocorre existe uma deterioracéo da
atividade contrétil e quando esta area é extensa pode ocorrer
o remodel amento ventricul ar. Recentemente, arecuperacéo
dafuncéo contrétil tem sido evidenciadapor meio daterapia
celular, tornando-a uma opc¢éo terapéutica viavel.
Entretanto, aescolhado melhor tipo de célulaaindaémotivo
de discussdo. Os dois tipos celulares que estdo sendo mais
utilizados sdo os mioblastos esqueléticos e as células da
medula 6ssea.

As células mioblasticas esquel éticas mostraram
resultadosfactiveis em varios estudos experimentais[2-6] e
um estudo clinico [ 7], pois puderam sediferenciar emfibra
esquel éticanafibrose miocardica. Entretanto, aindaexistem
controvérsiascom relacdo ando diferenciacéo destas células
em cardiomidcitos, & auséncia de conexdo entre as células
transplantadas e os cardiomidcitos nativos e 0 seu potencial
arritmogénico. Um estudo multicéntrico chamado MAGIC
esta sendo realizado e podera esclarecer algumas dlvidas
pendentes.

Por outro lado, as células da medula éssea séo
pluripotentes e com capacidade de sediferenciarem do meio

performed at baseline and after one month.

Results: There were no significant differences in the
baseline g ection fractionsor theleft ventricular end diastolic
volumes (LVEDV) between all groups. After 1 month, gjection
fraction decreased in the Control Group and remained
unchanged in MoSC and MeSC Groups. In all three groups
ventricular dilation was observed. Histopathology of the
infarcted area where injections were performed identified
new smooth muscle cells and endothelial cells in the MeSC
Group and only new endothelial cellsin MoSC Group

Conclusions: Both MoSC and MeSC provided
stabilization in the gection fraction in this post-infarction
ventricular dysfunction model however, no therapy
prevented ventricular dilation.

Descriptors: Cell transplantation. Myocardial infarction.
Rats, Wistar .

dependente [8]. As células da medula Gssea podem sofrer
dois processos de diferenciacao [9]: as células
mononucleares (indiferenciadas) e asmultinucleares. Dentre
as células mononucleares, existe a hematopoiética, que
originara células do sangue (linfécitos, eosinofilos,
basofilos, neutréfilos, células vermelhas e plaquetas) e a
mesenquimal, que podera originar células musculares,
hepatécitos, ostedcito, tecido adiposo, condrécitos e
estroma.

Algunsestudos sugerem umamel horadafuncéo cardiaca
ap0s o transpl ante das cél ulas damedul a6sseano miocardio
[10], outros uma diferenciacdo em cardiomidcitos [11] e
outros, ainda, apenas um potencial angiogénico [12].

Algunsestudos utilizaram as células mesenquimais[13],
outros as hematopoiéticas [14] e outros, ainda, a porcéo
mais primaria - as mononucleares [15], com diferentes
resultados, tanto funcionais como anatomo-patol 6gicos.
Existem métodos e custos distintos de isolamento destas
fracdes celulares da medula 6ssea. Destaforma, o objetivo
destetrabalho é comparar o resultado funcional e andtomo-
patolégico do transplante das células mononucleares e
mesenquimais no miocardio infartado com disfuncao
ventricular.

METODO

M odelo Experimental - InfartodoMiocérdio

Todos os experimentosforam realizados no L aboratério
de Terapia Celular da PUCPR, de acordo com o “Guia de
CuidadosdeAnimais’, aprovado pela Sociedade Americana
deFisiologia

Ratos Wistar com peso médio de 250 a300 gramasforam
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anestesiados com aadministracgo de 50mg/kg de ketamina
e 10mg/kg de xylazina, ambas por via intraperitoneal. Os
animais foram submetidos a entubacéo endotragueal, sem
exposicao da traquéia e a ventilagdo mecanica com
freqiiéncia de 60 ciclos/min, com 2,5 ml de volume (“ 683"
Harvard®. Apparatus, Inc., USA).

Todos os animaisforam submetidos atoracotomialateral
esquerda, pela qual foi realizada a ligadura da artéria
coronariaesquerdacom fio polipropilene 7.0 (Ethicon®, Inc.,
Somerville, NJ), induzindo o infarto da parede antero-latera
do ventriculo esquerdo. Foi comprovada a efetividade do
procedimento quando houve alteracdo da coloracéo da
parede ventricular esquerda. Houve umamortalidade de 40%
dos animais submetidos ao procedimento.

Apossetediasdo infarto do miocardio, osanimaisforam
novamente submetidos a anestesia com a administracéo de
50mg/kg de ketaminae 10mg/kg de xylazina, ambas por via
intraperitoneal e aavaliacdo ecocardiogréficatranstoracica
bidimensional [Hewlet Packard modelo Sonos 5500, com
transdutoressetorid S12 (5-12mHz) elimiar 15L6 (7-15mHz)],
permitindo uma andlise de até 160Hz e especificamente
produzida para estudo ultra-sdnico em pegquenos animais.
O transdutor foi posicionado na porcéo antero-lateral
esquerda do térax e os coracOes foram visualizados pelo
modo bidimensional com visdo axia do ventriculo esquerdo,
incluindo avalvamitral, adrticae 0 8pice namesmaimagem.
A conversdo digital daimagem foi obtida pela delimitagcdo
do septo interventricul ar e daparede posterior do ventriculo
esguerdo. A seguir, realizaram-se as seguintes medidas:
superficiesistélicaediastdlicafinais, comprimento sistélico
e diastdlico finais do ventriculo esquerdo e frequiéncia
cardiacaparacd culosdosvolumessistdlicos (VSFVE, ml) e
diastdlicos (VDFVE, ml) finaisedafracdo degjecéo (FEVE%)
do ventriculo esquerdo. Todas as medidas foram realizadas
de forma cega, pelo mesmo ecocardiografista, trés vezes,
sendo em seguida calculada a média de cada parametro.
Somente foram incluidos no estudo os animais com fragéo
de gjecdo do ventriculo esquerdoinferior a30%. Osanimais
que apresentaram frac&o de ejecdo superior a 30% foram
excluidos do estudo, o que correspondeu a 27%.

A partir deste momento, osanimaisforam divididosem
trés grupos: 1) controle — constituido por 21 animais, 2)
mononuclear (MO) — constituido por oito animais e 3)
mesenquimal (ME) - constituido por 13 animais.

Prepar o eisolamentodascélulas

Coletadamedula6ssea

Os animais foram anestesiados, posicionados em
decubito lateral e, em seguida, foi realizadaa antissepsia.

A meduladsseafoi aspiradaatravés de mulltiplas puncbes
de ambas as cristas iliacas posteriores com seringas
heparinizadas de 5ml (liquemine 5000U/ml). O material foi
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encaminhado para o Laboratorio Experimental de Cultivo
Celular para o isolamento das células mononucleares. Para
cada100 ml demeiodecultivo (DMEM), fai utilizado 1 ml de
heparina.

| solamento das célulasmononuclear es

A suspensao de medula 6ssea foi diluida em meio
essencial de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) e
colocada lentamente sob o gradiente de densidade Ficoll-
Hypaque (densidade = 1.077 g/mL), de acordo com
Boyum?®®, O material foi centrifugado a 1400 rpm por 40
minutos. O anel de células mononucleares, localizado na
interfase, foi retirado e passado para um tubo cnico,
contendo 20 mL demeio DMEM. Ascélulasforam lavadas
2x a1500 rpm por 10 minutos e ressuspendidas com meio
DMEM. Foi realizada a contagem celular em cdmera de
Neubauer e verificada a viabilidade celular, utilizando o
corante vital Azul de Tripan.

Cultivo eexpansio dascélulasmesenquimais

As células foram plagueadas numa concentracdo de
500.000 célulasymL em frascosde cultivo celular com 25 cm?
dedreaem5mL demeio DMEM suplementado com 10% de
soro bovino fetal, 1% de antibi6tico penicilinae sulfato de
estreptomicina e 10pL/mL de fator semelhante a insulina
(IGF-I, Sigma—USA).

Os frascos foram incubados numa estufa com 5% de
tensdo de CO, a37°C e o meio foi trocado quando houve a
confluénciacelular. As células aderentes foram dissociadas
utilizando tripsinaEDTA 0,25% (Gibco - USA) enovamente
plagueadas para expansdo celular por 14 dias (Figura 1).

Fig. 1 - Cultura de células mesenquimais (flechas) identificadas
pel o anticor po anti-vimentina (Imunofluorescéncia, x 200)
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Transplantedascélulas

Oito dias apos o infarto do miocardio, os ratos foram
submetidos ao transplante celular. Os animais foram
anestesiados com 50mg/kg de ketamina e 10mg/kg de
xylazina e submetidos a esternotomia mediana
transesternal e dissecadas as aderéncias. A regido de
fibrose miocérdica, naparede antero-lateral do ventriculo
esquerdo, foi identificada. Foi realizada a injecdo das
células damedula 6ssea, naparede anterior do ventriculo
esguerdo, da seguinte maneira: grupo 1) controle (n=21),
que recebeu 0,15 ml de meio de cultura na regido do
infarto; 2) mononuclear (MO) (n=8) que recebeu 3x10° de
células mononucleares e 3) mesenquimal (ME) que
recebeu 3x10° de células mesenquimais (n=13). Todos 0s
animais receberam ciclosporina 15 mg/K g/peso/dialogo
apos a injecéo das células, pois o transplante foi
heterdl ogo.

Andlisefuncional

Um més apos o transplante, a andlise funciona do
ventriculo esquerdofoi realizadapor meio daecocardiografia
pelos mesmos pardmetros previamente descritos. Sob os
animais anestesiados, o transdutor foi posicionado na
porcdo antero-lateral esquerda do térax e o coragéo foi
visualizado usando o modo bhidimensional com visdo axial
do ventriculo esquerdo, incluindo avalvamitral, aadrticae
0 &pice namesmaimagem. A conversdo digital daimagem
foi obtida delimitando o septo interventricular e a parede
posterior do ventricul o esquerdo. O volume diastdlico final
do ventriculo esquerdo (VDFVE, ml), osistdlico
final do ventriculo esquerdo (VSFVE, ml) ea
fracdo de gjecdo (FEVE, %) foram calculados

Student para amostras pareadas. Apos avaliar a
homogeneidade das variancias e a distribui¢do normal dos
dados, a comparac&o dos grupos na avaliacdo de base foi
feita usando-se a andlise de variancia. Para a comparacao
dos grupos ap6s um mésfoi usadaaandlise de covariancia,
considerando-se os resultados de base como co-variével.
O teste LSD foi usado para as comparagdes mdltiplas. O
teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis foi usado na
comparagdo dos grupos, quando apropriado.

RESULTADOS

Andliseecocardiogr &fica

Analise dos grupos isoladamente

Fracao de gjecéo do ventricul o esquerdo (26,84 + 7,05%
vs21,79+8,77%Vvs 26,62+ 7,34% p=0,2505), volumesistdlico
final do ventriculo esquerdo (0,46 + 0,14ml vs 0,43+ 0,10ml
vs 0,40 + 0,11ml p=0,3260) e volume diastélico fina do
ventriculo esquerdo (0,63 + 0,15ml vs0,56 + 0,14ml vs0,54 +
0,13ml, p=0,1891) ndo apresentaram diferencasignificativa
entre si, no periodo pré-transplante nos grupos controle,
mononuclear e mesenquimal, respectivamente. Os trés
grupos foram considerados homogéneos.

Um més ap0s o transplante, a FEVE apresentou um
decréscimo significativo no grupo controle (26,84 + 7,05%
para 22,32 + 6,94%, p=0,0045) e manteve-se estavel nos
grupos mononuclear e mesenquimal (21,79 + 8,77% para
18,60+ 6,11%, p=0,4232 26,62 + 7,34% para 25,55+ 10,21%,
p=0,6505, respectivamente) -Tabela 1.

Tabelal. Fracfo de gjecdo do ventriculo esquerdo base e 1 més apés

por meio de formulas classicas. Todas as Controle Mesenquimal Mononucl ear
andlises ecocardiogréficasforam realizadas de Variavel (n=21) (n=13) (n=8) p*
forma cega, trés vezes @ pelo mesmo MédiasSD  MédiatSD  MéiaxSD
ecocardiografista e umamédiafoi calculada.

. 9 : L FEVE Base, % 26,84+7.05 26,62+7,34 21,79+8,77 0,2505
Apbs o procedimento, os animais foram

e ég 0,
sacrificados com uma supradosagem FEVE 1 Més, %  22,32+6.94 25,55+10,21 18,60+6,11 0,2980
anestésica. p< 0,0045 0,6505 0,4232

(*) ANOVA  (**) Ajustado v. base (<) testetpareado  p<0,05

Andlisehistolégica

Os coragdes foram removidos e lavados
com PBS (Gibcco-USA) e criopreservados em nitrogénio
liquido. SecgBestransversaisde 8um foram realizadas pelo
criostato (Leica, modelo 1850). As pecas foram analisadas
morfol ogicamente pel o método de Tricrémio de Gomery.

Andliseestatistica

Os resultados foram expressos por média + desvio
padréo e valores de p<0,05 indicaram significancia
estatistica. Nas comparagBesintra-grupos entre aavaliagéo
de base e a avaliagdo apds um més foi usado o teste t de

No parametro do VSFVE, neste mesmo periodo,
identificou-se um acréscimo significativo no grupo controle
(0,46 + 0,14 ml para0,60+ 0,17ml, p=0,0001), mononuclear
(0,43£0,20ml para0,77+ 0,13ml, p=0,0002) e mesenquimal
(0,40+0,11ml para0,52+ 0,18ml, p=0,0003) - Tabela2.

No parémetro do VDFVE, neste mesmo periodo, foi
identificado um acréscimo significativo no grupo controle
(0,63+0,15ml para0,76+0,17ml, p=0,0013), mononuclear
(0,56 +0,14ml para0,95+ 0,18ml, p=0,0003) e mesenquimal
(0,54+0,13ml para0,69+ 0,17ml, p<0,0001).
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Tabela 2. Volume sistolico final do ventriculo esquerdo base e 1 més

Controle Mesenquimal Mononuclear
Variavel (n=21) (n=8) p*
Média+ SD Média+ SD Média+ SD
VSFVE Base, ml 0,46+0,14 0,40+0,11 0,43+0,10 0,3260
VSFVE 1 Més, ml 0,60+0,17 0,52+0,18 0,77+0,13 0,0005
p<- 0,0001 0,0003 0,0002
(*) ANOVA  (**) Ajustado v. base  (<*) testet pareado ~ p<0,05

Andlise dos grupos entre si

Apdbs um més do transplante das células, ndo se
identificou, no parémetro da FEV E%, diferenca estatistica
entre osgrupos controle, mononuclear emesenquimal (22,32
+ 6,94% vs 18,60 + 6,11% vs 25,55 + 10,21%, p=0,2980,
respectivamente). Neste mesmo periodo, nos parémetros
dosvolumesventricularesVSFVE (0,60+ 0,17ml vs0,77 +
0,23ml vs0,52+0,18ml p=0,0005) eVDFVE (0,76+0,17ml vs
0,95+ 0,18ml vs 0,69+ 0,17ml p=,0002), foram identificadas
diferencas estatisticas entre os grupos controle,
mononuclear e mesenquimal, respectivamente.

Histologia

A andlise histolégica do grupo controle identificou
grande quantidade de fibrose, e sem aevidénciade nenhum
outro tecido formado (Figura2).

A andlise do grupo mononucl ear identificou apresenca
de neovasos e células endoteliais na regido de fibrose
(Figuras3e4).

A andlise do grupo mesenquimal identificou apresenca
de neovasos, células endoteliais e células musculares lisas
(Figuras5e6).

"

Fig. 2 - Infarto do miocérdio (IM) - Tricrémio de Gomery, x400
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Fig. 3- Neovasoscom|umen (estrela) e célulasendoteliais (flechas),
apos o transplante de células mononucleares no infarto do
miocérdio (IM) - Tricrédmio de Gomery, x200

Fig. 4 - Células endoteliais (flechas) e neovasos (estrelas)
identificadas apds o transplante de células mononucleares no
infarto do miocardio (IM) - Tricrémio de Gomery, X200
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Fig. 5 - Neovasos (estrelas) e células endoteliais (flechas) apdso
transplante de células mesenquimais no infarto do miocardio (IM)
- Tricrébmio de Gomery, x200

Fig. 6 - Neovaso formado (estrela), célulasendoteliais (flechas) e
células musculares lisas (flechas duplas), ap6s o transplante de
células mesenquimaisno infarto do miocardio (IM) - Tricrémio de
Gomery, x400

COMENTARIOS

O objetivo principal do transplante de células no
miocardio infartado é acolonizacdo daregido fibrosadacom
novas células contréateis para recuperar a funcéo contrétil
do ventriculo esquerdo. Em nosso estudo, em um modelo
deinfarto crnico do miocardio com fibrose ja estabel ecida,
identificamos que as células da medula éssea, tanto as
mononucleares como as mesenquimais, apresentaram
resultados semelhantes, entretanto, algumas diferencas
devem ser discutidas.

Otransplantede cdlulasdameduladsseano miocardiotem
apresentado resultados distintos em vérios trabalhos, tanto
experimentaiscomo clinicos. Importantelembrar que existem
asdiferentesfragdesde célulasdameduladsseasendo utilizadas
como terapéuticano miocardio (mononucleares, mesenquimais
ehematopoiéticas), assm como diferentesmodel osde doenca
miocardica, ondeas células estéo sendo transplantadas (fibrose
transmurd, isquemiamiocérdicaemiocardio hibernado) e como
consequéncia, diferentes resultados funcionais, clinicos e
andtomo-patol dgicos.

Existem ainda outros autores que preconizam apenas a
mohilizacdo das célulasdameduladsseacirculante, estimulados
pelo G-CSF. Osresultados sugerem o poder derecuperacdo do
miocardioinfartado[16].

Comrelacéo ao trangplante de célulasmononucl eares, Orlic
et d. [17] tém demonstrado o beneficio do transplante das
céulasnazonadetrans ¢do do miocardioinfartado emiocardio
integro, apds oclusdo coronéria. Foi identificado que parte da
regido infartada foi colonizada com novos tecidos:
cardiomiccitos e vasos sangiiineos. Neste estudo, as cdlulas
da medula 6ssea foram transplantadas em uma regido ainda
com musculo cardiaco viavel, pois as células mononucleares
foram transplantadas na zona de transi¢do entre 0 miocardio
integro eoinfartado, onde existe miocéardio hibernante, oqueé
compreensivel que possam sediferenciar em cardiomiécitos.

Por outro lado, Bel et al. [12] injetaram células
mononucleares em um modelo de infarto do miocérdio, com
fibrose j& estabelecida. Identificou-se, apds 30 dias do
transplante dascél ulas, deterioragdo dafuncao ventricular, tanto
no grupo controle, como no grupo que recebeu as células.
Com relagd a histologia, ndo se identificou nenhum novo
tecido contrdtil formado na fibrose miocardica, apenas maior
presenca de macréfagos e novos vasos sangliineos. Desta
forma, os autores sugerem precaucdo em relacdo ao real
beneficio do transplante das células da medula 6ssea.

Umimportante estudo clinico com célulasdameduladssea
foi redizado por Wollert et al. [18],no qua os pacientesforam
submetidos ao tratamento do infarto agudo do miocardio por
meio da angioplastia intracoronaria (ATC) e ap6s dois
tratamentos distintos: medicamentoso etransplante de células
da medula dssea. Os autores sugerem melhora funcional
importante do grupo que recebeu células damedula 6sseaem
relacdo ao grupo que recebeu tratamento clinico. Estes
resultados sdo muito interessantes, entretanto, devem ser
analisados com certas restrigdes, pois o artigo refere-se ao
tratamento do infarto agudo do miocardio por meio daATC e
ndo ao transplante isolado de células da medula 6ssea. O
beneficio do transplante de cél ulas damedul a 6ssea é superior
quando comparado a0 tratamento clinico apds a angioplastia
intracoronaria, entretanto, ambos 0S grupos apresentaram
melhoraclinicaapésaATC endo somente o grupo tratado com
célulasdameduladssea. Fisiologicamentendofoi o trangplante
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de células da medula Gssea isoladamente que promoveu a
melhorafuncional do coracgo, massimaATC.

Outro estudo [13] no qua se comparou o resultado do
transplante de células da medula éssea e os mioblastos
esquel éticos, emummode o deinfartodomiocardio comfibrose
transmural, identificou-se melhora funciona do grupo que
recebeu células de origem esquel ética, entretanto, 0 grupo que
recebeu células da medula Gssea apresentou estabilizacdo da
funcfo. A histologia, foi identificadaapresencadenovasfibras
de origem esquelética, no grupo mioblasto e novos vasos
sanguiineos, no grupo que recebeu células damedula dssea, 0
que justifica a nd melhora funcional do grupo que recebeu
células da medula éssea. Entretanto, a estabilizagdo da sua
funcéo e no a piora pode ser explicada, pois, diferentemente
dos mioblastos, as células da medula éssea podem exercer
mecanismosquelimitam aprogressio doinfarto, provavelmente
pela neoangiogénese.

Em nosso estudo, comrelagdo aandisefunciona no periodo
pré-transplante, 0s trés grupos apresentaram os parametros da
fracéo de gecdo, volumes sistdlico e diastdlico finais do
ventriculo esquerdo sem diferenca estatistica entre si,
comprovando a homogeneidade entre os grupos. O modelo
experimenta utilizadofoi o deinfarto do miocardio comfibrose
estabelecida e disfuncdo ventricular grave, pois os animais
incluidos no estudo apresentavam amédiadafracdo degegéo
do ventriculo esquerdo inferior a27%.

O grupo control e apresentou umadeterioragdo importante
de fraco de gegdo do ventriculo esquerdo, apos 30 dias do
infarto do miocéardio, com p=0,0045, comprovando o efeito da
necrose muscular e como consequéncia a insuficiéncia
cardiaca, 0 quejaerade se esperar. Tanto 0 grupo que recebeu
células mononucleares, como o que recebeu células
mesenquimais, apresentou resultados semelhantes, apesar de
ndo apresentarem melhora da fragdo de gegéo do ventriculo
esquerdo, ambos apresentaram estabilizacdo funciona, com
p=0,4232 e p=0,6505, respectivamente, entre o periodo apdso
infarto e 30 diasdo transplante celular.

Com relagdo ao volume diastdlico final do ventriculo
esquerdo, os trés grupos estudados apresentaram aumento de
seus valores, trinta dias apds a injecdo das células. No grupo
controle, em consequiéncia de deterioracéo da fungdo
ventricular pés-infarto, ja havia uma previsdo que ocorreria
dilatacéo eremodelamento ventricular. Entretanto, comrelacdo
a0s grupos que receberam as células, apesar da estabilizago
da fragdo de gecéo do ventriculo esquerdo, também foram
identificados dilatacdo e remodelamento ventricular, neste
mesmo periodo.

O volume sistdlico final do ventriculo esquerdo, também
nos trés grupos estudados, apresentou aumento dos seus
valores neste mesmo periodo, sugerindo perda da capacidade
contrétil em todos 0s animais submetidos ao estudo. Como na
andisedovolumediagtdlicofina, oaumentodovolumesistdlico
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fina do ventricul o esquerdo no grupo controlejaeraesperado
em conseqiiéncia da evolugéo do infarto do miocardio, mas
estes dados também foram semelhantes nos grupos que
receberam ascélulas.

Comrelacgo ao aumento dosvolumesventriculares(VDFVE
eV SFVE), mesmo ap6s o transplante das cdlulas, acredita-se
que este efeito estadiretamente rel acionado aevolucéo natural
da doenca de base. Como foram incluidos no estudo animais
com fragdo de gecdo inferior a 30% e como ja existe uma
disfunc&o ventricular grave com aumento dos volumes
ventriculares, previamente ao transplante, €dificil compreender
que o transplante de cél ul as possaexercer um mecanismo anti-
remodelamento, poiso tratamento € apenasregiona. Alémdo
que, aanatomia patol 6gica, foram identificados apenas novos
vasos sangiiineos na regido de infarto onde as células foram
transplantadas.

Desta forma, apesar dos mecanismos de limitacdo da
progressao do infarto apos a terapia celular proposta por
Garot et al. [19], aterapiacom célulasdameduladssea, tanto
mononucleares como mesenquimais, no infarto crénico do
miocérdio, em nosso estudo, ndo exerceu o efeito anti-
remodelamento. Uma justificativa para este fato é que o
transplante de ambos os tipos celulares foi realizado na
parede anterior do ventriculo esquerdo, assm o seu efeito foi
apenas regional. Outra explicagdo para o remodelamento
ventricular, identificado em todos os animai s que receberam
células, pode estar relacionada ao modelo do estudo
experimental utilizado, poisosanimaisqueforam submetidos
ao transplante ja apresentavam previamente disfuncéo
ventricular grave, com aumento dos volumes ventriculares.
Algunsestudosrealizaram o transplante de células damedula
Ossea em coragdes sem disfuncédo ventricular severa, que na
evolugcdo podem apresentar resultados distintos dos
encontrados em nosso estudo.

Com relacdo a anatomia patoldgica, a andise foi apenas
morfoldgica e comparativa entre 0s grupos que receberam
células e o grupo controle. Naregido de infarto do miocardio
foram identificadas células endoteliais em ambos 0s grupos
gue receberam células. No grupo que recebeu células
mesenquimais, além das cdlulas endoteliais, também foram
identificadas células musculares lisas, fazendo parte da
estruturavascular neoformada. N&o foramidentificadasfibras
muscul aresestriadas naregi&o deinfarto ondeascéulasforam
transplantadas. O grupo controle apresentou apenas fibrose
transmura. Desta forma, compreende-se que a ndo melhora
funcional dos grupos onde foram realizados os transplantes
das cdlulas se deve ao fato de néo terem sido identificadas
novas células contrétei's estriadas naregido infartada.

Osmecanismos que podem explicar porque osgruposque
receberam células mononucleares e mesenquimais
apresentaram estabilizagdo da fragéo de gecéo do ventriculo
esquerdo sdo fundamentados pela presenca da angiogénese
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identificada na regido transplantada. Estes novos vasos
formados podem aumentar o aporte sangiiineo na zona de
transi¢do entre o miocardio infartado e o integro, elevando a
contratilidade de células hibernadas e também prevenindo
apoptoses. Alguns autores ainda acreditam que as células
mononucleares da medula 6ssea apresentam um efeito anti-
inflamatorio, identificado em animais com doenca de Chagas
[20]. Outros, ainda, sugerem que as células da medula 6ssea
podem estimular aproducéo de proteinascitoprotetoras (HSPS,
HsP32,HsP70eVEGF) [21].

Silvaet a. [22] tambémidentificaram apenasumamelhora
daperfusao miocardicaem animais com disfuncao ventricul ar
graveemum mode o deisguemiamiocardica, damesmaforma
queBd etd.[12],emanimaiscomdisfuncio ventricular severa
emummodelo deinfarto do miocardio efibrose. Thompson et
al. [23], também em um modelo de infarto do miocardio com
fibrose, ndo identificaram cardiomiécitos na zona de necrose
miocardica, em um grupo que recebeu células mononucleares
da medula 6ssea; eles foram locaizados apenas na zona de
transi¢&o entre 0 miocardio integro e o infartado.

Um dos maisimportantesresultadosfuncionaisrealizados
apos o transplante de células mononuclearesfoi realizado por
Marzullo [24], que fez duas andlises de uma regido fibrose
miocéardica, por meio decintilografiamiocardica adapefusio
edacontragdo miocardica. Naandlise daperfusdo miocardica,
identificou-se um aumento dairrigacdo sangiiineanoloca em
que as células foram transplantadas, a0 passo que quando a
andlise foi da contracdo miocardica, este resultado ndo foi
evidenciado. Sugerindo que o transplante de célulasdamedula
Ossea na fibrose miocardica transmural pode melhorar a
perfusdo, mas ndo a contragdo miocardica

Levando-seem consderacdo queascd ulasdameduladssea
tém uma caracteristica de diferenciaco meio dependente [ 8],
como podemos compreender que as mesmas possam se
diferenciar em cardiomiécito em plena fibrose miocardica
transmural ? Por outro lado, quando as célulasdameduladssea
s20 injetadas em um modelo de isquemia miocardica, com
célulasaindavidveisounazonadetransicao entreoinfarto do
miocardio e o miocardio integro ou, ainda, onde existe a
presenca de fibrose miocardica entremeada com miocardio
integro, estatransdiferenciacdo éjustificavel e compreensivel.

Quanto a algumas diferencas de resultado funciona e
andtomo-patoldgico do nosso estudo em relagdo a alguns
estudosdaliteratura, éimportante diferenciar queo modelode
estudo utilizado em nosso trabalho foi o do infarto crénico do
miocardio, comfibrosejaestabdecida, diferentementedeoutros
autores, que utilizam oinfarto agudo[25], isquemiamiocardica
[22] ou miocérdio hibernado [23]. Sabe-se que 0smecanismos
deregeneracdo miocardicadoinfarto agudo, cronicoeisquemia
miocérdicasfo distintos, destaforma, os resultados também.

Com relacdo aoisolamento dasdiferentesfragbesdecélulas
da medula 6ssea, as células mononucleares sao obtidas apos

um processo mais simples do que as mesenquimais, pois
necessitam apenas passar por dois processos de centrifugacéo
e pelo gradiente de densidade Ficoll-Hypaque (método de
Boyum) [26], a0 passo que as cél ulasmesenquimai snecessitam
passar por estes MesmMaos Processos e apas, ainda, pelacultura
e expansdo celular por aproximadamente 14 a 16 dias,
gpresentando ass m custosmaiselevadose com riscosmaiores
de contaminac&o.

Com relacdo aos resultados funcionais entre as cdlulas
mononuclearese mesenquimais, el esforam sobreponiveisnos
parametros avaliados. Com relagdo a anatomia patoldgica,
ambas apresentaram neoangiogénese, entretanto, um pouco
mais completa no grupo que recebeu células mesenquimais,
pelapresenca de células musculares lisas.

Como acaracteristicaprincipa dascélulasdameduladssea
€ a neocangiogénese, acreditamos que elas possam ser uma
excelente opgdo para o tratamento de miocardios hibernados,
sem condicdes técnicas de cirurgia de revascul arizagédo
miocérdica e/ou angioplastia coronéria e ainda em pacientes
resistentes ao tratamento clinico medicamentoso.

CONCLUSAO

Os dados identificados neste estudo sugerem que tanto o
grupo que recebeu células mononucleares, quanto o grupo
que recebeu células mesenquimais, apresentou estabilizacdo
da fragdo de ejecao do ventriculo esquerdo de forma
homogénea e regeneracdo vascular, entretanto, sem o efeito
anti-remodelamento ventricular quando transplantadas no
infarto do miocérdio.
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