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Ata de sessio da 15" (décima quinta) defesa de dissertacio de mestrado de 2010 (dois mil e
dez) do Programa de Pés-Graduaciio em Patologia.

Area de concentragio: PATOLOGIA
Mestrando: FERNANDO ANTONIO NEVES

As onze horas do dia primeiro de setembro de dois mil e dez, na sala de reunifo deste Programa
de Pos-Graduagido em Patologia, teve lugar a defesa de dissertagdo do mestrando Fernando
Antonio Neves, com dissertagio intitulada: “DETERMINACAO DO INDICE MITOTICO NO
INFARTO AGUDO DO MIOCARDIO RECENTE”. O aluno, que ja completou todos os
créditos da grade curricular deste curso de mestrado, teve como orientador o Dr. Nicodemos
Teles de Pontes Filho, Prof. Titular do Depto. de Patologia — CCS/UFPE e Coordenador deste
Programa (CPF: 053.307.774-53). Como banca examinadora do trabalho, designada pelo
colegiado do curso e aprovada pelas Camaras de Pesquisa e Pos-Graduagdo, teve-se a seguinte:
Titulares: Dra. Maria do Carmo Carvalho de Abreu e Lima, Profa. Associada do Depto. de
Patologia — CCS/UFPE (CPF: 295.000.874-72); Dr. Mario Ribeiro de Melo-Junior, Prof. Adjo.
do Depto. de Patologia — CCS/UFPE (CPF: 895.421.504-15) e Dr. Diogenes Luis da Mota, Prof.
Adjo. do Depto. de Histologia ¢ Embriologia — CCB/UFPE (CPF: 166.728.874-15). Foram
convidados os seguintes professores como Suplentes: Dra. Paloma Lys de Medeiros, Profa.
Adja. do Depto. de Histologia ¢ Embriologia — CCB/UFPE e Dr. Eduardo Isidoro Carneiro
Beltréo, Prof. Adjo. do Depto. de Bioquimica — CCB/UFPE (CPF: 694.660.254-49). O Prof. Dr.
Nicodemos Teles de Pontes Filho, abriu a sessdo e em seguida convidou a Profa. Dra. Maria do
Carmo Carvalho de Abreu e Lima para presidir a banca examinadora. A Professora em pauta
convidou o mestrando Fernando Anténio Neves para apresentar sua dissertagao, informando-o
que teria 30 (trinta) minutos para apresentar o seu trabalho e cada examinador teria 15 (quinze)
minutos para questionar, tendo o mestrando 0 mesmo tempo para defender. Apds a apresentacdo
do trabalho, foi realizada a arguigdo por cada um dos seus examinadores com as respectivas
respostas pelo mestrando. Para concluir, a comissdo examinadora se reuniu sigilosamente €
julgou o candidato “APROVADO”, devendo o mesmo fazer as devidas corregdes sugeridas pela
banca, em um prazo méaximo de 90 (noventa) dias a serem contados a partir da presente data, na
edigdo final da dissertagdo. Nada mais havendo a ar foi encerrada a sessdo da qual para
constar, lavrei a presente ata que depois de lida € ’nﬁu* 4 assinada por mim e a quem de
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RESUMO:

No século passado predominava o dogma de que cardiomidcitos eram incapazes de se
dividir havendo, no infarto agudo do miocéardio, apenas proliferacdo de tecido fibroso na
area lesada, processo conhecido como remodelacdo. Estudos feitos a partir de 1998 tém
levantado a hipotese de que ha proliferacdo de cardiomiocitos no infarto agudo do
miocardio embora numa taxa reduzida. Nosso trabalho objetiva determinar esse indice
de proliferacdo comparando-o com o desses estudos.

Métodos As amostras da borda de tecido infartado foram obtidos de 22 pacientes no
Servico de Verificacdo de Obito (SVO) da Universidade Federal de Pernambuco. As
amostras foram coradas com hematoxilina e eosina e classificadas em infarto agudo ou
crénico. 22 amostras com infarto foram marcadas com o antigeno nuclear Ki-67, que
estd associado com a divisdo celular. Objetivava-se, entdo, determinar o indice mitético
(razdo do numero de nucleos que entraram em mitose para 0s que ndo sofreram mitose)
comparando-o segundo género e faixa etdria. Realizou-se também a analise
morfométrica da area e perimetro de cardiomidcitos da area enfartada comparando-a
com a area normal.

Resultados: N&o detectamos evidéncias de proliferacdo de cardiomidcitos na amostras
coradas com Ki 67. Houve um aumento estatisticamente significante da area e do
perimetro de cardiomidcitos da area infartada em relagéo & area normal.

Conclusdes: A metodologia com hematoxilia-eosina e 0 marcador Ki 67 ndo foi
suficientemente precisa para a determinacdo do indice mitético. Futuros trabalhos com
maiores recursos metodoldgicos talvez venham a reproduzir os indices mitéticos ja
estudados em outros paises.

Descritores: indice mitético; Antigeno Ki67;infarto do miocéardio; cardiomioplastia;
miocardio



SUMMARY:

In the last century dominated the dogma that cardiomyocytes were unable to divide and
there, in acute myocardial infarction, only proliferation of fibrous tissue in the damaged
area, a process known as remodeling. Studies since 1998 have raised the hypothesis that
there is proliferation of cardiomyocytes in acute myocardial infarction while a reduced
rate. Our work aims to determine the proliferation index by comparing it with these
studies.

Methods Samples from the edge of infarcted tissue were obtained from 22 patients at
Servico de Verificacdo de Obito (SVO) da Universidade Federal de Pernambuco. The
samples were stained with hematoxylin and eosin and classified as acute or chronic. 22
samples with infarction were stained with the nuclear antigen Ki-67, which is associated
with cell division. Aimed to then determine the mitotic index (ratio of number of nuclei
that entered into mitosis for those who did not undergo mitosis) comparing it to gender
and age. Was also carried out morphometric analysis of cardiomyocyte area and
perimeter of the infarcted area compared with the normal area.

Results: We did not detect evidence of cardiomyocyte proliferation in samples stained
with Ki 67. There was a statistically significant increase of area and perimeter of
cardiomyocytes of the infarcted area compared to normal area.

Conclusions: The method with hematoxylin-eosin and marker Ki 67 was not sufficiently
precise for determining the mitotic index. Future studies with higher methodological
resources maybe they will play the mitotic indexes already studied in other countries.

Keywords: mitotic index, Ki67 antigen; myocardial infarction; cardiomyoplasty
infarction
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1 APRESENTACAO
1.1 Caracterizacéo do problema

Segundo dados do Ministério da Saude, as doencas cardiovasculares constituem a
causa mais comum de Obitos em todas as regides do Brasil, respondendo por 38,8% das
mortes na faixa etéaria entre 50 e 64 anos e 47,1% acima desta idade. Em 2004 foram
registrados 285.543 dbitos por doengas do aparelho cardiovascular.

O numero totais de dbitos por doenca isquémica do coracdo, no Brasil, em 2004, foi
86.791 (com taxa de mortalidade especifica de 47,80 por 1000 mil habitantes)
correspondendo a segunda maior causa de morte por doencas cardiovasculares em 2004,
sendo superada apenas pelas doengas cerebrovasculares. apesar dos avangos no campo
terapéutico e a medida que a populacdo mundial atinge um maior nivel de longevidade a
morbi-mortalidade dessas doencas tende a aumentar.

O coracdo é formado por células cardiacas, como cardiomidcitos, mastocitos, células
endoteliais e musculares lisas. Cardiomidcitos representam apenas 1/3 do total das células
cardiacas, contudo comp&em 70-80% do contetido cardiaco (MAGALHAES et al., 2008). Os
cardiomidcitos sdo células altamente diferenciadas e logo apds os primeiros anos de vida
param de se multiplicar, fazendo com que o crescimento do coracdo seja consequéncia da
hipertrofia e ndo da hiperplasia celular (SCORSIN; GUARITA-SOUZA, 2001).

As modificacdes nas composicdes desses compartimentos refletem no processo de
remodelacdo miocardica que esta intimamente associado com a disfuncdo cardiaca. Essa
remodelacdo ocorre em resposta a estimulos desencadeados por agentes mecanicos ou
humorais sobre o tecido cardiaco (WEBER, 2000).

O infarto agudo do miocardio é, atualmente, uma das mais importantes causas de
remodelagdo cardiaca, e contribui, significantemente, para a dilatagdo ventricular, fibrose
miocérdica, disfuncdo ventricular e desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca congestiva. A
remodelacdo pds-infarto é um fendmeno que se inicia logo apos a oclusdo coronariana. Em
torno de 72h apds o evento agudo, a remodelacdo envolve o coracdo como um todo. Nesse
periodo, é evidente a dilatacdo ventricular, modificacdo na geometria e hipertrofia da
musculatura remanescente. A incapacidade do coracdo em normalizar o estresse de parede
resulta na dilatacéo progressiva e deterioracao da funcéo contratil. ( SUTTON, 2000)

O paradigma de que existem determinados 6rgdos e tecidos onde as células tém alto
grau de diferenciacdo e, consequentemente, potenciacdo nula, ou seja, ndo podem se replicar,
vem paulatinamente sendo quebrado (FERNANDES, 2007)
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Até recentemente o coragdo era considerado um 6rgao plenamente diferenciado, incapaz
de se regenerar apds injuria grave. Contudo, Olivetti(1987), relatou a presenca de hiperplasia
de células miocéardicas em ratos adultos com hipertrofia cardiaca direita. Kajstura ( 2008),
num trabalho em humanos, relatou que em cora¢des normais existem 14 miécitos por milhdo
que estdo em mitose. Segundo o autor em situacOes de doenga isquémica cardiaca terminal ou
cardiomiopatia dilatada ha um aumento de cerca de dez vezes desse indice ( 152 midcitos por
milhdo e 131 midcitos por milh&o respectivamente).

Infelizmente, na maioria dos casos, o0 reparo enddgeno proporcionado pela proliferacéo
dessas células é insuficiente para substituir os cardiomidcitos lesados e o processo de
remodelacdo com fibroblastos ocorre, tornando a area lesada desprovida de fungdo. Contudo,
estudos sobre uso de células tronco cardiaca estdo sendo realizados (OYAMA et al, 2004)
(PINTO et al, 2006) abrindo novas esperancas na terapéutica do infarto agudo do miocardio.

Devido a caréncia na literatura de trabalhos sobre a taxa de proliferacdo de
cardiomidcitos, espera-se, através deste estudo quantifica-la e, assim, acrescentar dados sobre
as células tronco cardiacas e sua atuacdo em situacdes de injdria cardiaca.

Acreditamos, portanto, existir replicacdo de cardiomidcitos ap6s infarto agudo do

miocardio, podendo, essa replicacdo ser quantificada.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Infarto agudo do miocardio

O infarto agudo do miocardio (IAM) é definido como um foco de necrose resultante de
baixa perfusdo tecidual, com sinais e sintomas conseqientes da morte celular cardiaca. A
principal causa é a oclusdo das artérias coronarianas por placas aterocleroticas. (ZORNOFF,
2009)

2.2 Classificacao histologica do infarto:

O infarto classifica-se, quanto ao quadro histoldgico ( VASCONCELOS, 2000) em:

Agudo: Predomina fendmenos vasculares - exsudativos (hiperemia ativa patoldgica,
edema, e infiltrado de PMN, principalmente Neutrofilos.).

Subagudo: Caracteriza-se por fendmenos tanto vasculares - exsudativos quanto
proliferativos, ocorrendo hiperemia, edema, proliferacdo fibroblastica e angioblastica, com
infiltrado de PMN - principalmente Eosinofilos, e também de MN - Linfdcitos, Plasmacitos e
Macréfagos

Cronico: Predomina fendmenos proliferativos (Proliferacdo fibroblastica e angioblastica, e
infiltrado de células Mononucleares, principalmente de Linfécitos, Plasmaocitos e

Macrofagos.).

2.3 Remodelacao

O termo remodelagéo, remodelamento ou remodelagem, foi usado, pela primeira vez em
relacdo a isquemia miocérdica, em 1982, por Hockman e Buckey, em discussdo sobre a
substituicdo do tecido necrotico infartado por tecido cicatricial. ( HOCKMAN, 1982) Em
1985, Janice Pfeffer foi a primeira pesquisadora a utilizar o termo remodelacdo no contexto
atual. No modelo de infarto experimental em ratos, remodelagéo foi usada para caracterizar o
aumento da cavidade ventricular esquerda ( PFEFFER, 1985). Nos anos seguintes, a palavra
foi utilizada, esporadicamente, em artigos sobre alteracdes morfoldgicas apos o infarto agudo
do miocardio (IAM). Em 1990, Pfeffer e Braunwald publicaram revisdo sobre a remodelagéo
apos o 1AM, e a expressdo foi cunhada para caracterizar alteracbes morfologicas apos o
infarto, caracteristicamente o aumento da cavidade ventricular. Nesse artigo, 0s autores
enfatizavam que o processo de remodelagéo resultava em disfuncdo ventricular3. Nos anos

seguintes, o termo remodelacdo foi amplamente aplicado, abrangendo grande variedade de
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situagdes clinicas. Em 2000, ocorreu o forum internacional que definiu a remodelagcdo como
variaces moleculares, celulares e intersticiais cardiacas, que vao se manifestar clinicamente
por alteracdes no tamanho, massa, geometria e funcdo do coracdo, em resposta a determinada
agressdo (COHN, 2000) (FRANCIS, 2001)

Simultaneamente a necrose das miofibrilas, h& desintegracdo do coldgeno interfibrilar. A
perda desse tecido de sustentacdo torna a regido mais propensa a distensédo e,
conseqiientemente, mais suscetivel a deformactes. Assim, pode ocorrer deslizamento de areas
musculares necréticas, com realinhamento dos midcitos na parede infartada. Como
consequéncia, ha afilamento da regido atingida e dilatacdo da cavidade. Essa dilatacdo
ventricular aguda, caracterizada por adelgacamento e distensdo da parede infartada, é
denominada expansdo do infarto (MATSUBARA, 1995)

A remodelacdo ventricular é evento relativamente comum, pds-IAM. A relevancia da
remodelacédo estd associada ao fato de que, além de resultar em maior prevaléncia de ruptura
cardiaca, arritmias e formacdo de aneurismas, esse processo pode modular o aparecimento e a
progressao da disfuncao ventricular, da insuficiéncia cardiaca e de morte apés o infarto. Outro
fato a ser considerado é que esse processo ndo ocorre de forma homogénea nos pacientes com
IAM. Dessa forma, pacientes com remodelacdo ja diagnosticada, ou com alto risco para
desenvolvé-la, devem ser tratados de forma agressiva, com a intengé@o de prevenir, atenuar ou

mesmo reverter esse processo. (ZORNOFF, 2009)

2.4 Células-tronco do miocardio
Células multipotentes, capazes de proliferacdo e formacao de clones foram Identificadas
no tecido miocardico ( ANVERSA et al, 2002). Também foi relatada a presenca de uma

homeostase no tecido cardiaco entre a apoptose e a regeneracgdo celular ( GINARD, 2003)

2.5 Células-tronco extracardiacas

Em coracdes transplantados para pacientes do sexo masculino a partir de doadores do sexo
feminino, foram identificados cardiomiécitos marcados com cromossomo Y, sugerindo a
presenca de células progenitoras extra- cardiacas nos receptores. Os autores constararam que a
frequéncia de quimerismo varia dependendo do tipo de célula envolvida: células endoteliais
(24,3%), células de Schwann (11,2%), celulas musculares lisas (3,4%) cardiomidcitos
(0,04%). A provavel origem dessas células é, segundo esses pesquisadores, a medula éssea (
MINAMI et al, 2005).
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Mougquet et al (2005), corroboraram a hipotese da medula 6ssea como fonte de células
progenitoras extra-cardiacas. Esses autores relataram a migracdo de células da medula 6ssea
para a area enfartada em ratos. Para isso realizaram a inducdo de aplasia medular em ratos por
meio de irradiacdo e, ulteriormente, o transplante de medula 6ssea com células marcadas

(produtoras de proteina fluorescente verde) que migraram para a area lesada.

2.6 Indice mitotico

Denomina-se indice mitotico a relacdo entre os nucleos dos cardiomiocitos que estdo
em mitose com os nucleos que ndo se multiplicaram (BELTRAMI, 2001). Nesse estudo,
amostras foram retiradas de areas proximas e distantes do infarto obtidas a partir de 13
doentes que haviam morrido de 4 a 12 dias ap0s o infarto. Os midcitos que haviam iniciado o
ciclo celular na preparacdo para a divisao celular foram medidos pela marcacdo do antigeno
nuclear Ki-67, o qual esta associado com a divisdo celular. O indice mitotico foi calculado.
O marcador Ki-67 foi detectado em 4% dos ndcleos dos cardiomidcitos nas regibes
adjacentes aos infartos e em 1% nas regides afastadas dos infartos. A reentrada de midcitos
no ciclo celular mitotico resultou em indices de 0,08% e 0,03%, respectivamente, nas zonas
adjacentes e afastadas dos infartos.

2.7 Marcador Ki-67

A proteina Ki-67, conhecida também como antigeno identificado pelo anticorpo
monoclonal Ki-67ou MKI167, € um marcador celular para o proliferacdo. Durante interfase, o
antigeno Ki-67 pode exclusivamente ser detectado dentro do nucleo da célula. A proteina Ki-
67 esta presente durante todas as fases ativas do ciclo da célula (G1, S, G2, e mitosis), mas é
ausente na fase GO. O Ki-67 é um marcador excelente para determinar a fracdo do
crescimento de uma populagdo celular. A fragdo positiva de Ki-67 em células tumorais é
correlacionada frequentemente com o curso clinico do cancer. Os exemplos melhor-estudados
neste contexto séo carcinomas do prostata e mama.

A proteina Ki-67 foi definida originalmente pelo prototipo monoclonal antibody Ki-67
[1], que foi gerado através da imunizacdo de nlcleos do Lymphoma de Hodgkin. O nome €
derivado da cidade da origem (Kiel) onde foi realizada a pesquisa.

O MIB-1 é usado geralmente como anticorpo monoclonal para detectar o antigeno Ki-67
Uma de suas vantagens preliminares sobre o anticorpo Ki-67 original (e a razdo porque
suplantou essencialmente o anticorpo original para o uso clinico) é que pode ser usado em

secOes parafina fixadas com formalina, apos a recuperacdo do antigeno mediada pelo calor.
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2.8 Cardiomioplastia celular:

Assim, a partir desses estudos, uma nova terapia, a cardiomioplastia celular, vem se
associando as formas convencionais de terapia para o infarto agudo do miocardio como
cirurgia de revascularizagdo miocardica, angioplastia, terapia medicamentosa e transplante
cardiaco (RAJNOCH, 2001).

A cardiomioplastia celular é definida como o implante de células in situ com a
finalidade de induzir o crescimento de novas fibras musculares e a promocéao da angiogénese
no miocardio lesado (CHACHQUES, 2003). Novas possibilidades se abrem, assim através da
cardiomioplastia, para o tratamento do infarto agudo do miocérdio e esse estudo podera
acrescentar no melhor entendimento da cardiomioplastia espontanea e suas aplicacOes
clinicas.

Segundo Oyama ( 2004) alguns tipos celulares tem sido estudados para possivel uso na
regeneracdo miocardica

2.8.1 Cardiomidcitos

Embora a maior parte dos estudos clinicos relatados até a data tém utilizado medula
0ssea ou de derivados de células do masculo esquelético, uma série de outras células estdo a
ser investigadas no laboratério experimental. Entre estas, destacamos as células cardiacas
estaminais que ja foram encontradas em cora¢Ges humanos ( ANVERSA, 2003). Essas células
podem dar origem a novos cardiomiécitos em pacientes com aorta estenose de aorta e
miocardiopatia isquémica. Sdo também particularmente Gteis na reconstituicdo do miocéardio
por ja fazerem parte do 6rgdo e, portanto, possuirem um indice de rejeicao praticamente nulo.
( DAWN, 2005)

Estudando-se pacientes com estenose aortica verificou-se que o aumento da massa
cardiaca devia-se ndo sO a hipertrofia mas também a hiperplasia celular. Os autores
encontraram taxas de mitose quatro a quinze vezes superiores aos dos trabalhos anteriores (
ANVERSA 2003), (BELTRAMI, 2001). A explicacdo provavel seria o aumento da
hiperplasia em condig¢Ges de sobrecarga cardiaca. O dado mais significativo desse trabalho
foi, segundo os pesquisadores, a presenca de células progenitoras primitivas cardiacas, pois
ndo foram encontradas células estaminais com nenhum marcador que a classificassem como
originarias de algum tecido extra-cardiaco ( URBANEK, 2003)

Contudo, existem algumas dificuldades para a terapia celular utilizando-se
cardiomidcitos adultos: 1. baixo potencial proliferativo in vivo e in vitro (BELTRAMI et al,
2001) 2. maior necessidade de aporte sanguineo para essas células apds o transplante

(TAYLOR, 2004) 3. Dificuldade das células-tronco cardiacas migrarem para a area lesada
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2.8.2 Células-Tronco Embrionérias

Kehat et al (2001) demonstrou in vitro que essas células podem se diferenciar em
cardiomidcitos. Na area lesada pelo infarto, em camundongos, melhoram a funcéo ventricular
reduzindo, assim, a extenséo do dano.( MIN JY et al, 2003)

A incompatibilidade com os antigenos leucocitarios humanos, o HLA, constitui uma
das limitacdes para o uso dessas células. Quando essas células sdo indiferenciadas, ndo ha
problemas com rejeicdo por ndo haver um sistema HLA completamente formado. Quando,
contudo se transformam em células adultas o sistema HLA nelas presentes, podera tornar-se
um indutor de resposta alo-imune, havendo, portanto a necessidade de tratamento
imunossupressor se houver transplante. (KEHAT, 2001)

As questbes éticas envolvendo o uso de células embrionarias, bem como o seu
provavel potencial neoplasico, também constituem importante fatores limitantes.

. Estas células devido a sua pluripotencialidade associam-se a um elevado potencial
oncogénico e arritmogénico, (CIBELLI, 2002). Por tudo isso, até o presente momento,
desconhece-se dados fidedignos envolvendo o uso de células embrionarias no tratamento de
pacientes com IAM. (FRANCA, 2007)

2.8.3.Células tronco mesenquiais da medula 6ssea

A relativa facilidade na obtencdo e manuseio das CTs mesenquimais da medula déssea,
permite que essas células sejam utilizadas em transplantes aut6logos, eliminando assim, 0s
riscos relacionados a imunorrejeicdo (CHEN, 2004).

Atualmente, as células da medula dssea adulta j& estdo sendo utilizadas
experimentalmente e clinicamente para o tratamento da isquemia critica dos membros
inferiores e para a recuperacdo do tecido cardiaco lesado. ( FILHO, 2006)

Perin et al ( 2004), por exemplo, utilizou células tronco da medula 6ssea em pacientes
com miocardiopatia isquémica grave e sem condi¢Oes de cirurgia de revascularizacdo ou
angioplastia.

Existem, contudo, alguns problemas envolvendo células mesenquimais da medula
Ossea. Segundo Lee (2004) ha o risco dessas células migrarem para areas fora do coracao.
Outro problema é que mesmo inseridas nas lesdes elas podem se diferenciar em fibroblastos e
ndo em cardiomiocitos (TERADA, 2002) . Cabe lembrar, contudo, que a necessidade de
cultura para obtencdo de numero adequado de células, bem como as caracteristicas
morfoldgicas desta célula, podem ser um fator limitante a sua administracdo intracoronariana.

Em estudo pré-clinico, (VULLIET, 2004) demonstrou-se a presenca de oclusdo da
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microcirculacdo apods a infuséo de células mesenquimais, associando o tamanho das células ao
risco de obstrucéo de fluxo.

O primeiro relato de caso do uso de Células transplantadas de Medula Ossea ( CTMO)
foi realizado na Alemanha pelo Dr Bodo Strauer 5 em agosto de 2001, que realizou a injecédo
de CTMO por via coronariana em um paciente ap6s o IAM com seguranca.

O grupo do Hospital Pro-Cardiaco, conduziu um estudo com implante trans-
endocéardico por cateter de CTMO em pacientes com grave cardiopatia isquémica sem
possibilidade de revascularizacdo miocardica convencional. Quatorze pacientes foram
submetidos a terapia celular. Os transplantes de células foram realizados com o uso dos
cateteres NOGA e os procedimentos foram realizados sem complicacdes maiores, sendo que
todos o0s pacientes receberam altas hospitalares em 48 horas. Em até 1 ano de
acompanhamento houve significativa melhora dos sintomas.

Células mononucleares de medula 6ssea no tratamento de pacientes com infarto agudo
foram utilizadas por dois grupos de pesquisa na Alemanha e um em Hong-Kong.

No Brasil, dentro do projeto do Instituto do Milénio de Bioengenharia Tecidual, se
utilizou estas mesmas células no tratamento de pacientes com insuficiéncia cardiaca pds-
isquémica e, mais recentemente, em pacientes com cardiopatia chagasica crénica. Em todos
os estudos clinicos realizados até o momento, o transplante das células ocorreu sem
intercorréncias que pudessem ser relacionadas ao procedimento.

Atualmente 0 EMRTCC 17 (Estudo Multicéntrico Randomizado de Terapia Celular
em Cardiopatias) € de grande importancia, pois é o maior estudo randomizado e multicéntrico
em andamento. (Portal satide — 2008)

Esse estudo que esta sendo realizado no Brasil é patrocinado pelo Ministério da Saude
desde julho de 2005. Sera analisada a eficacia de células-tronco autélogas no tratamento de
quatro doencas cardiacas: infarto agudo do miocardio, isquemia cronica, cardiomiopatia
dilatada e doenca chagésica.

O projeto analisa a eficacia da terapia em 1,2 mil pacientes. Os pesquisadores
acreditam que ainda demoraréa dois anos até a conclusdo. Os resultados foram divulgados num
prazo maximo de mais trés anos. Os hospitais e institutos responsaveis estdo abaixo listados.

Cardiopatia Dilatada - Instituto Nacional de Cardiologia Laranjeiras

Cardiopatia Chagasica - Hospital Santa Izabel

Cardiopatia Isquémica Cronica - Instituto do Coracdo INCOR/USP

Cardiopatia Isquémica Aguda - Instituto de BIOFISICA - IBCCF — UFRJ/PROCEP
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O Instituto de Biofisica da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) em
parceria com o Centro de Ensino e Pesquisa do Hospital Pro-Cardiaco foi entdo qualificado
para ser o Centro-Ancora do brago Cardiopatia Isquémica Aguda deste estudo

O Instituto de Cardiologia estd acompanhando dois pacientes. O estudo esta em fase
inicial e ainda ndo tem resultados preliminares. O Hospital de Clinicas sera a proxima
Instituicdo a iniciar esses testes no Estado.

Em pesquisa independente, no Hospital Sdo Lucas, quatro pacientes receberam a nova
terapia e apresentaram melhoras significativas, sendo que um deles surpreendeu os medicos.
Até o final do ano, a pesquisa testard mais 16 pacientes.

Os resultados obtidos em todos os estudos clinicos ja publicados demonstram ter
havido uma melhora significativa tanto nos parametros hemodinamicos quanto na perfusdo
cardiaca nos pacientes que receberam os transplantes de células mononucleares de medula

0ssea.

2.8.4 Células sateélites da musculatura estriada

Chiu (2001) injetou células musculares satélites ( mioblastos) em coracdes enfartados
de cdes e verificou que essas células se diferenciavam em células musculares cardiacas,
regenerando a area lesada.

Assim, as células mais usadas em experimentos clinicos sdo as células satélite da
musculatura estriada e as células mesenquimais da medula 6ssea ( FILHO, 2006)

Em trabalho pioneiro, Menasche (2001) e colaboradores realizam o transplante de
células satélite de musculo esquelético para o coragdo de um paciente idoso com insuficiéncia
cardiaca refrataria, na Franga.

Em alguns pacientes, transplantados com células satélite de musculo esquelético pelo
grupo francés, foram detectadas arritmias graves, que sdo uma consequéncia previsivel do
fato das células transplantadas ndo formarem jungdes de tipo “gap” com os cardiomidcitos.
As células de medula 6ssea, no entanto, formam juncdes de tipo “gap” quando transplantadas
para 0 coracdo e em nenhum dos pacientes transplantados pelos varios grupos houve, até o

momento, qualquer relato da ocorréncia de arritmias decorrentes do transplante celular.

2.8.5 Células tronco do cordao umbilical
Uma possibilidade para o futuro é o uso de células tronco do corddo umbilical para a
cardiomioplastia. Essas células tém a mesma plasticidade das células tronco embrionérias e

mesenguimais da medula 6ssea e ndo causam imunorrejeicdo. Além disso, a coleta de células
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a partir do corddo umbilical vem tendo uma ampla vantagem sobre os outros tipos de células
ja estudadas na cardiomioplastia: evita a invasibilidade existente na coleta de células da
medula 6ssea e ndo estimula questdes éticas como aquelas envolvendo a pesquisa de células-
tronco embrionarias ( HIRATA at al, 2005)

Dessa forma, a cardiomioplastia, vem se consolidando como mais uma importante
terapia para o infarto agudo do miocérdio e o indice de proliferacdo de cardiomidcitos, pelo

baixo nivel de imunorrejeicdo, como uma das possibilidades dentro dessa terapéutica.
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3 METODOS

3.1Area de Estudo

As amostras foram coletadas no Servico de Verificacdo de Obito (SVO) da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE) e analisados no Departamento de Patologia da
UFPE.

3.2 Populacéo de Estudo
Foram estudados 22 fragmentos cardiacos de cadaveres com diagndstico de causa

morte de infarto.

3.3 Delineamento da Pesquisa

Estudo descritivo, observacional, transversal e quantitativo.

3.4 Selecdo da Amostra
Foram selecionadas 22 amostras de coraces enfartados de cadaveres de ambos os
sexos na proporcao de 1 amostra para cada coracdo de cadaver submetido ao Servico de
Verificagdo de Obito de Pernambuco. Essas amostras foram coradas com HE e marcadas por

imunohistoquimica conforme protocolos abaixo descritos.

3.5 Método de Coleta
3.5.1 Horario da Coleta e local: O horario da coleta foi das 8:00 as 12:00 hs e de
14:00 &s 16:00hs no Servico de Verificacdo de 6bito da UFPE

3.5.2 Coleta e analise das amostras: Foram feitos cortes transversais do
coracdo e retirados fragmentos da area enfartada adjacente (acompanhados de fragmentos da
area sd imediatamente adjacente de ate 1 cm) de cerca de 1 cm de espessura e didametro
horizontal e vertical dependendo da morfologia da area enfartada, variando entre 3 a 4
centimetros.

Foram colhidas amostras de tecido miocardico de cadaveres de 19 homens e 03
mulheres. A coleta ocorreu ap6s no minimo 6 horas apds o ébito. Essas amostras foram
embrocadas em parafina e coradas com hematoxilina e eosina. Foi feita a classificagcdo

histoldgica ( figuras 01 e 02) com a ajuda do médico patologista do servico.
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Os fragmentos foram encaminhados para o processamento histoldgico no laboratério
de histotecnologia do SVO. As amostras foram colocadas em fixadores por 24h para ulterior
inclusdo em blocos de parafina.

Foram analisadas as caracteristicas morfologicas do tecido enfartado classificando-o
em infarto agudo ou crénico segundo os seguintes critérios ( VASCONCELQS, 2000):

Agudo: Predomina fendmenos vasculares - exsudativos (hiperemia ativa patoldgica,
edema, e infiltrado de PMN, principalmente Neutrofilos.).

Cronico: Predomina fenémenos proliferativos (Proliferacdo fibroblastica e
angiobléastica, e infiltrado de células Mononucleares, principalmente de Linfdcitos,
Plasmacitos e Macrofagos.).

Todas as laminas foram coradas com o marcador Ki 67.
Os cardiomidcitos corados com Ki67 foram comparados com um controle de

linfonodo com carcinoma metastatico cujos nucleos em proliferacdo se coraram em castanho.

3.6 Método imunohistoquimico

As reacdes imunohistoquimicas foram realizadas Laboratério de imunopatologia —
IMUNOPAT. Utilizou-se 0 método peroxidase-antiperoxidase ( PAP) com o marcador Ki-67.
Os cortes histologicos foram desparafinizados inicialmente em estufa , depois imersos em
dois banhos de xilol sendo o primeiro de 30 minutos dentro de estufa e o segundo de 15
minutos a temperaturaambiente. Em seguida foram reidratados em cadeia decrescente de
etanol (100%, 90% e 70%) e imersos por 10 minutos em solucdo de hidroxido deaménio a
10% em etanol a 95% para remogéo de pigmentos formélicos e lavados em cinco banhos de
agua destilada.O bloqueio da atividade de ligag&o a avidina enddgena foi realizado de acordo
com o proposto por Miller et al. (1999).

Foi realizada a recuperacdo antigénica, técnica de recuperacdo de antigenos com a
finalidade de expor os epitopos teciduais para as reacées imuno-histoquimicas. O marcador de
proliferacdo celular utilizado foi o antigeno primério Ki-67. As laminas foram imersas em
citrato de sodio (10mM) pH 6.0 e aquecidas em panela de pressdo durante 15segundos. As
laminas foram imersas nas solucdes e incubadas em camara umida por 20 minutos com
controle de pressdo e temperatura. ApoOs a recuperacdo, essas laminas foram mantidas por 20
minutos em temperatura ambiente para resfriar, sendo lavadas em cinco banhos de agua

destilada.
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Para a inibicdo da peroxidase enddgena os cortes foram submetidos a dois banhos de
15 minutos em solucédo de perdxido de hidrogénio 10% para o EGFR e Ki-67 e dois banhos
de 10 minutos em solugdo de peroxido de hidrogénio 10% em metanol para o p27, sendo
todos seguidos de lavagem em 5 banhos de agua destilada. Todas as incubacfes descritas a
sequir foram precedidas de trés banhos de solugdo tampdo TRIS-HCI pH = 7,4 (Hidroxi-
metil-aminometano- &cido cloridrico) de cinco minutos cada..

Os cortes foram entdo incubados com o antigeno primario Ki — 67 (Dako, Carpinteria,
CA, EUA), Apos a incubacdo, os cortes foram submetidos a trés banhos de solucdo tampéo
TRIS-HCL, pH 7,4. Em seguida foi realizada a incubagdo com anticorpo secundario,
pertencente ao Kit LSAB+ Peroxidase (LSAB® System, Streptavidin-HRP, Dako
Corporation, Carpinteria, CA, EUA, cddigo K0675), a temperatura ambiente em camara
umida por 30 minutos e lavagem em trés banhos em solugdo tampdo TRIS-HCL, pH 7,4. As
ldminas foram entdo incubadas em complexo terciario também pertencente ao Kit LSAB+
Peroxidase (LSAB® System, Streptavidin-HRP, Dako Corporation, Carpinteria, CA, EUA,
codigo K0675), a temperatura ambiente em camara umida por 30 minutos, sendo lavadas em
trés banhos em solucdo tampdo TRIS-HCL, pH 7,4. Seguiram-se 5 banhos de dgua destilada.

A revelacdo da reacdo foi executada com a solu¢do cromdgena contendo 25mg de 3,3’
diaminobenzidina (DAB - Sigma Chemical, St. Louis, EUA, cddigo D5637) diluidos em 100
ml de tampdo TRIS-HCL pH 7.4, acrescido de 1,20 ml de perdxido de hidrogénio 10 volumes
por 5 minutos.

Foi utilizado como controle &reas de tecido de linfonodo. Os casos foram considerados

positivos quando se identificava cor castanha no nucleo das células estudadas.

3.7 Anélise morfométrica

Foi realizada a analise morfométrica dos cardiomiocitos, com objetiva de 100X, em
areas de infarto e em area normal, comparando-se 0 perimetro e a area dos mesmos em cada
uma das 22 amostras selecionadas. O critério de separacdo entre area infartada e normal foram
as caracteristicas histologicas como a presenca de fibras de colageno e as alteracdes celulares
necroticas do infarto e a escolha das células foi feita de forma aleatoria. As células foram
fotografadas e medidas pelo programa motic image plus 2.0 com camera digital acoplada.
Tabelas, graficos e fotos foram anexados a este trabalho.
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3.8 Analise dos Dados

Os dados foram apresentados em tabelas e/ou grafico com suas respectivas freqiiéncias
absolutas e relativas. Foram utilizados os Softwares SPSS 13.0 para Windows e o Excel
2003. Para comparacdo entre as variaveis quantitativas ( 2 grupos), foi utilizado o teste
Student (distribuicdo normal). O teste de Normalidade de Kolmogorov-Smirnov foi usado

para varidveis quantitativas. Todos os testes foram aplicados com 95% de confianca.

3.9 Considerac0es éticas

A coleta do material sé foi iniciada apos esse trabalho ser apresentado e aprovado pela
Comité de Etica de Pesquisa em Seres Humanos da Universidade Federal de Pernambuco. Foi
também feito um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ( APENDICE A) a ser

assinado pelos familiares ou responsaveis pelos cadaveres.
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4 RESULTADOS

ARTIGO ORIGINAL:

HA PROLIFERACAO DE CARDIOMIOCITOS NO INFARTO?

Autores: Fernando Antonio Neves
Nicodemos Pontes Telles

Luciano Montenegro

Resumo

Introducdo: Até o final do século passado existia 0 paradigma de que cardiomidcitos eram
celulas terminais, ou seja, ndo se diferenciavam. Em 2001, verificou-se que, apesar da
remodelacdo, havia uma proliferacdo de cardiomiocitos com baixos indices mitéticos. Nosso
estudo visa corroborar esses achados. Metodologia: Foram colhidas amostras de tecido
miocardico de cadaveres do Servico de Verificagdo de Obito de 22 homens e 07 mulheres.
Essas amostras foram coradas com hematoxilina e eosina. Somente as amostras classificadas
como infarto foram coradas com o marcador Ki 67. O caso controle foi uma amostra de
linfonodo, corado com o marcador de proliferacdo nuclear Ki67. Foi realizada também a
analise morfométrica dos cardiomidcitos, com objetiva de 10X, em areas de infarto e em area
normal, comparando-se o perimetro e a area dos mesmos. Resultados: Nos 22 casos
selecionados ndo foi observado nenhum ndcleo de cardiomidcito marcado com Ki-67
evidenciando uma provavel auséncia de mitose. Em relacdo a analise morfométrica, o
aumento do perimetro e &rea dos cardiomiocitos em area infartada, em relacdo a area normal,
foi estatisticamente significante. Conclusdo: Acreditamos que a metodologia empregada,
coloragdo com hematoxilina e eosina e marcacdo com Ki-67, ndo € suficientemente precisa
para a deteccdo da proliferacdo de cardiomidcitos, requerendo-se futuros trabalhos com
maiores recursos metodolégicos.

Palavras-chave: infarto; indice mitético; cardiomidcitos, cardiomioplastia
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Summary

Introduction: By the end of last century there was the paradigm that cardiomyocyte cells
were terminal, ie not different. In 2001, it was found that despite the renovations, there was a
proliferation of cardiomyocytes with low mitotic indexes. Our study aims to confirm these
findings. Methods: We collected samples of the myocardial tissue from cadavers Death
Verification Service of 22 men and 07 women. These samples were stained with hematoxylin
and eosin. Only samples classified as myocardial infarction were stained with the marker Ki
67. The case was a control sample of lymph node stained with the nuclear proliferation
marker Ki67. Was also performed morphometric analysis of cardiomyocytes with 10X
objective in infarct area and normal area, comparing perimeter and area of the same. Results:
In 22 selected cases did not observe any nucleus of cardiomyocytes labeled with Ki-67
indicating a probable absence of mitosis. Regarding the morphometric analysis, the increase
in perimeter and area of cardiomyocytes in the infarcted area in relation to its normal, was
statistically significant. Conclusion: We believe that the methodology employed, staining
with hematoxylin and eosin and staining with Ki-67, is not precise enough to detect the
proliferation of cardiomyocytes, requiring further work with larger methodological resources.
Keywords: infarction; mitotic index; cardiomyocytes cardiomyoplasty



29

Introducéo

A defini¢do de que o coragdo é um o6rgdo terminalmente diferenciado e incapaz de
originar novos cardiomiocitos apds sua perda foi aceito durante longo periodo pela
comunidade médica e cientifica. De acordo com esta teoria, a fibra miocardica poderia
desenvolver hipertrofia fisiologica ou patolégica, mas ndo se replicar, sendo, portanto, o
coragdo constituido de células pos-mitoticas, sem capacidade regenerativa (ZAK, 1974).

Apos o infarto agudo do miocéardio, a area comprometida € substituida por tecido
fibroso num processo denominado remodelacdo. Dessa forma, o tecido substituido permanece
afuncional comprometendo a dindmica do 6rgédo (FILHO, 2006)

Dependendo do tempo de evolucdo e das caracteristicas macroscopicas e
microscopicas, o infarto miocardico pode ser classificado em agudo, subagudo e crénico.
Infartos agudos ocorrem de seis horas a sete dias ap0s a isquemia e caracterizam-se
macroscopicamente por areas esbranquicadas e secas, delimitadas por um halo avermelhado
(zona de demarcacéo), localizadas principalmente no subendocardio. Na microscopia h& uma
hipereosinofilia de miofibras, perda das estriacdes e separacdo destas por edema, além de
infiltrado inflamatério constituido por neutréfilos e macrofagos. Infartos subagudos séo
observados de quatro a quatorze dias ap6s o estimulo patol6-gico, e as areas necroticas, na
microscopia, sdo delimitadas por tecido de granulacdo. Infartos além de duas semanas sdo
considerados cronicos e caracterizados por tecido de granulacdo maduro, além de fibrose
(DRIEHUYS et al., 1998).

Recentemente, surgiram evidéncias contra a teoria dos cardiomiocitos serem
totalmente diferenciados. , sugerindo que uma pequena populacdo de midcitos seria capaz de
reingressar ao ciclo celular e replicar-se. Beltrami e colaboradores (2001) comprovaram a
presenca de midcitos em mitose nos segmentos peri-infarto e em segmentos distantes, em um
indice mitotico de 0,08% e 0,03%, respectivamente. A presenca de uma populacéo de células
primitivas distribuidas pelo tecido miocardio, capazes de proliferacdo quando expostas aos
estimulos especificos, foi tratada como um possivel mecanismo de regeneragéo miocardica.

Vale ressaltar que as doencas cardiovasculares, de acordo com os dados do Ministério
da Saude, representam a principal causa de 6bitos em todas as regifes do Brasil, respondendo
por 38,8% das mortes na faixa etaria entre 50 e 64 anos e 47,1% acima desta idade(1). Em
2004 foram registrados 285.543 obitos por doencas do aparelho cardiovascular.

O numero totais de Obitos por doenca isquémica do coragdo, no Brasil, em 2004, foi
86.791 ( com taxa de mortalidade especifica de 47,80 por 1000 mil habitantes)

correspondendo a segunda maior causa de morte por doencas cardiovasculares em 2004,
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sendo superada apenas pelas doengas cerebrovasculares. apesar dos avangos no campo
terapéutico e a medida que a populagdo mundial atinge um maior nivel de longevidade a
morbi-mortalidade dessas doencas tende a aumentar Nosso estudo objetiva, portanto, trazer
alguma contribuicdo para os avancos na cardiomioplastia, através da determinacdo do indice

mitético no infarto.
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Material e método

Foram selecionadas amostras colhidas de tecido miocardico de cadaveres do Servico
de Veriificacdo de Obito de 19 homens e 03 mulheres. Essas amostras foram processadas com
parafina e coradas com hematoxilina e eosina. Foi feita a classificacdo histoldgica ( figuras 01
e 02) com a ajuda do médico patologista do servico. Somente as amostras classificadas como
infarto foram coradas com o marcador Ki 67. O controle usado para o marcador foi uma
lamina de linfonodo, cujos nacleos dos linfécitos em mitose coraram-se em castanho ( figura
03). Os fragmentos foram encaminhados para o processamento histoldgico no laboratério de
histotecnologia do SVO. As amostras foram colocadas em fixadores por 24h para ulterior
inclusdo em blocos de parafina.

Foram analisadas as caracteristicas morfologicas do tecido enfartado classificando-o
em infarto agudo ou crénico segundo os seguintes critérios ( VASCONCELQS, 2000):

Agudo: Predomina fendmenos vasculares - exsudativos (hiperemia ativa patoldgica,
edema, e infiltrado de PMN, principalmente Neutréfilos.).

Crbnico: Predomina fenémenos proliferativos (Proliferacdo fibroblastica e
angioblastica, e infiltrado de células Mononucleares, principalmente de Linfdcitos,
Plasmacitos e Macrofagos.).

Todas as laminas foram coradas com o marcador Ki 67.

Os cardiomidcitos corados com Ki67 foram comparados com um controle de

linfonodo com carcinoma metastatico cujos ndcleos em proliferacdo se coraram em castanho.

Metodo imunohistoquimico

As reagdes imunohistoquimicas foram realizadas Laboratorio de imunopatologia —
IMUNOPAT. Utilizou-se o0 método peroxidase-antiperoxidase ( PAP) com o marcador Ki-67.
Os cortes histologicos foram desparafinizados inicialmente em estufa , depois imersos em
dois banhos de xilol sendo o primeiro de 30 minutos dentro de estufa e o segundo de 15
minutos a temperaturaambiente. Em seguida foram reidratados em cadeia decrescente de
etanol (100%, 90% e 70%) e imersos por 10 minutos em solucdo de hidréxido deamonio a
10% em etanol a 95% para remocéo de pigmentos formélicos e lavados em cinco banhos de
agua destilada.O bloqueio da atividade de ligacdo a avidina endogena foi realizado de acordo
com o proposto por Miller et al. (1999).

Foi realizada a recuperacdo antigénica, técnica de recuperacdo de antigenos com a

finalidade de expor os epitopos teciduais para as reacées imuno-histoquimicas. O marcador de
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proliferacdo celular utilizado foi o antigeno primério Ki-67. As laminas foram imersas em
citrato de sodio (10mM) pH 6.0 e aquecidas em panela de pressdo durante 15segundos. As
laminas foram imersas nas solucdes e incubadas em camara umida por 20 minutos com
controle de pressdo e temperatura. ApoOs a recuperacao, essas laminas foram mantidas por 20
minutos em temperatura ambiente para resfriar, sendo lavadas em cinco banhos de &gua
destilada.

Para a inibicdo da peroxidase enddgena os cortes foram submetidos a dois banhos de
15 minutos em solucdo de peroxido de hidrogénio 10% para o EGFR e Ki-67 e dois banhos
de 10 minutos em solugdo de peréxido de hidrogénio 10% em metanol para o p27, sendo
todos seguidos de lavagem em 5 banhos de agua destilada. Todas as incubagdes descritas a
sequir foram precedidas de trés banhos de solucdo tampdo TRIS-HCI pH = 7,4 (Hidroxi-
metil-aminometano- &cido cloridrico) de cinco minutos cada..

Os cortes foram entdo incubados com o antigeno primario Ki — 67 (Dako, Carpinteria,
CA, EUA), Apbs a incubacdo, os cortes foram submetidos a trés banhos de solugdo tampéo
TRIS-HCL, pH 7,4. Em seguida foi realizada a incubacdo com anticorpo secundario,
pertencente ao Kit LSAB+ Peroxidase (LSAB® System, Streptavidin-HRP, Dako
Corporation, Carpinteria, CA, EUA, cddigo K0675), a temperatura ambiente em camara
umida por 30 minutos e lavagem em trés banhos em solucéo tampédo TRIS-HCL, pH 7,4. As
laminas foram entdo incubadas em complexo terciario também pertencente ao Kit LSAB+
Peroxidase (LSAB® System, Streptavidin-HRP, Dako Corporation, Carpinteria, CA, EUA,
codigo K0675), a temperatura ambiente em camara Umida por 30 minutos, sendo lavadas em
trés banhos em solucdo tampdo TRIS-HCL, pH 7,4. Seguiram-se 5 banhos de dgua destilada.

A revelacdo da reacédo foi executada com a solugdo cromogena contendo 25mg de 3,3’
diaminobenzidina (DAB - Sigma Chemical, St. Louis, EUA, codigo D5637) diluidos em 100
ml de tampdo TRIS-HCL pH 7.4, acrescido de 1,20 ml de perdxido de hidrogénio 10 volumes
por 5 minutos.

Foi utilizado como controle &reas de tecido de linfonodo. Os casos foram considerados

positivos quando se identificava cor castanha no nucleo das células estudadas.
Anélise morfométrica
Foi realizada a anélise morfométrica dos cardiomidcitos, com objetiva de 100X, em

areas de infarto e em area normal, comparando-se 0 perimetro e a area dos mesmos em cada

uma das 22 amostras selecionadas. O critério de separacdo entre area infartada e normal foram
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as caracteristicas histologicas como a presenca de fibras de colédgeno e as alteracGes celulares
necréticas do infarto e a escolha das células foi feita de forma aleatéria. As células foram
fotografadas e medidas pelo programa motic image plus 2.0 com camera digital acoplada.

Tabelas, graficos e fotos foram anexados a este trabalho.

Anélise dos Dados

Os dados foram apresentados em tabelas e/ou grafico com suas respectivas freqiiéncias
absolutas e relativas. Foram utilizados os Softwares SPSS 13.0 para Windows e o Excel
2003. Para comparacdo entre as variaveis quantitativas ( 2 grupos), foi utilizado o teste
Student (distribuicdo normal). O teste de Normalidade de Kolmogorov-Smirnov foi usado

para varidveis quantitativas. Todos os testes foram aplicados com 95% de confianca.

Considerac0es éticas

A coleta do material s6 foi iniciada ap6s esse trabalho ser apresentado e aprovado pela
Comité de Etica de Pesquisa em Seres Humanos da Universidade Federal de Pernambuco. Foi
também feito um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido ( APENDICE A) a ser

assinado pelos familiares ou responsaveis pelos cadaveres.
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Resultados

Das 22 laminas coradas com HE observamos que 21 eram de infarto cronico ( figura
01), 1 de infarto agudo ( figura 02). As 7 amostras de ndo infarto foram descartadas. ( tabela
02)

A grande maioria dos casos ( 20 casos) ocorreram em pacientes com idade maior ou
igual a 50 anos e apenas 2 casos ocorreram em pacientes com idade inferior a 50 anos. (
tabela 05 e gréafico 03)

Nos 22 casos colhidos ndo foi observado nenhum ndcleo de cardiomidcito marcado
com Ki-67 evidenciando uma provavel auséncia de proliferacdo de cardiomidcitos. ( figura
06). Os resultados foram relacionados segundo o género (tabela03), faixa etaria ( tabela 04) e
diagnostico ( tabela 03,05 e 05) e comparados entre si.

Realizamos, entdo, a analise morfométrica do perimetro e area dos cardiomiécitos em
areas infartadas e normais de cada amostra ( figuras 03 e 04) e os dados foram colocados em
tabelas ( 06 e 07) e gréaficos ( 04 e 05). Verificou-se que o aumento da area e do perimetro dos
cardiomidcitos na area infartada, em comparacdo com a area normal foi estatisticamente

significante.
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Tabela 01: Relacdo das amostras colhidas em cora¢Ges humanos adultos segundo nimero da

M — masculino

F- feminino

lamina, sexo, idade e tipo histoldgico do infarto

Pact Sexo Idade Tipo
histologico
de infarto

1778-09 M 50 crénico

1082-09 M 95 crénico

0917-09 M 53 crénico

1679-09 M 78 crénico

0873-09 M 81 crénico

1780-09 F 56 crénico

1965-09 F 48 crénico

0544-09 M 60 crénico

0709-09 F 78 crénico

0606-09 M 59 crénico

0599-09 M 58 crénico

5066-09 M 56 crénico

6067-09 M 63 crénico

6321-09 M 49 agudo

6351-09 M 70 crénico

6354-09 M 60 crénico

6235-09 M 82 crénico

6673-09 M 50 crénico

6674-09 M 62 crénico

6569-09 M 59 crénico

6820-09 M 79 crénico

6813-09 M 44 crénico




Tabela 02: Relagédo entre sexo, idade e tipo de infarto das amostras colhidas e
selecinadas em corac¢des humanos adultos
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Variaveis N %

Sexo

Masculino 19 86,4
Feminino 3 13,6
Idade (Anos)

<50 3 13,6
>o0u=50-60 8 36,4
> 60 11 50,0
Tipo de Infarto

Infarto crénico 21 95,5
Infarto agudo 1 4,5

Gréfico 1: Relacéo entre o sexo masculino e feminino das amostras
selecionadas como infarto em coracdo humanos adultos

13,6
%

‘

Masculino Feminino

No gréafico acima observa-se um nitido predominio do sexo masculino em relagdo ao
feminino nas amostras coletadas
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Gréfico 2: Relacdo entre os tipos histolégicos de infarto das amostras
colhidas em cora¢cdes humanos adultos

o 95,5%
Infarto cronico Infarto agudo

Grafico 3: Relagéo entre as faixas-etarias das amostras
colhidas em coragdes humanos adultos

60%:
50%:
40%:
30%:
20%:
10%

0%:-

O<50
B> ou=50e<60
O>ou =60

No gréfico acima verificamos predominio das faixasetarias mais elevadas nas amostras

coletadas com 52% da faixa-etaria maior que 60 e 38% entre 50 e 60.
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Grafico 4 - Relacdo entre género e faixa etaria das amostras
colhidas em coracdes humanos adultos

50%
40%:-
P OHomens < 50
30% B Homens > ou=50e <60
OHomens > ou =60
20%/ OMulheres <50
B Mulheres >ou =50 e <60
10%- EMulheres > ou = 60
0%-

INFARTOS

No grafico acima verificamos que, a maioria das amostras coletadas foram de homens

com mais de 60 anos ( 47%)

Tabela 3: comparacdo entre a média da area e do perimetro de areas infartadas com
areas normais.

Infarto
Variaveis Sim Nao p-valor *
Média * DP Média = DP
Area 11988,9 + 3282,049 6652,5 + 3682,208 < 0,001
Perimetro 518,6 + 92,838 379,9 + 108,784 < 0,001

(*) Teste de t Student

Houve diferenca estatisticamente significativa na area e no perimetro da area infartada
guando comparada a area normal
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Figura 01: amostra de infarto agudo em corag
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Figura 2: amostra de tecido com infarto crénico corado ( HE,
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Figura 05: controle do exame imunohistoquimico com linfonodos de carcinomas
metastaticos (Ki67, 400X)

Figura 06: Cardiomidcitos sem evidéncia de mitose (Ki 67, 400X)
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Discussao

Homeostase do coracdo: apoptose versus regeneracéo

A homeostase cardiaca € regulada pelo equilibrio entre a apoptose e a formacdo de novas
celulas através de células tronco cardiacas existentes nos atrios e no apice, mas também
presentes em todo o miocardio ventricular. A geracdo de cardiomiocitos, células musculares
lisas vasculares e endoteliais equivalente a perda é esperada ocorrer em todo o coracdo para
preservar o seu equilibrio, antes que os efeitos do envelhecimento tornem-se aparentes.
(CHIMENTI, 2003)

No coracdo humano normal, ha cerca de 5 x 109 células parenquimaticas no
ventriculo esquerdo incluindo o septo interventricular, e aproximadamente 3x106 midcitos
terminalmente diferenciados sdo gerados por dia mediante o crescimento de células tronco-
cardiacas.(URBANEK,2005) (QUAINI, 2003). Este grau de formacdo dos midcitos garante
que toda a populacédo de células do coracao seja substituida aproximadamente a cada 4,5 anos.
Assim, as células do parénquima nao podem viver, como geralmente se acreditava no milénio
passado, desde o nascimento do organismo, ou seja, cerca de 80 anos. Dessa forma, o coracao
humano substitui totalmente a populacdo de midcitos cerca de 18 vezes durante o curso da
vida, independentemente da presenca ou ndo de doencas cardiacas.

Existe um equilibrio notavel entre a formacdo e perda dos midcitos. No coracdo
humano adulto normal a morte celular por apoptose ou necrose representa a perda de cerca
3x106 cardiomidcitos por dia, um valor essencialmente idéntico ao dos cardiomidcitos
regenerados. A taxa de morte celular € calculada a partir da medicéo de apoptose e necrose de
miocitos ( GUERRA, 1999) (OLIVETTI, 1997). Se o coragdo fosse, de fato, pds - mitdtico e
0s midcitos mortos ndo fossem constantemente substituidos, o 6rgao inteiro desapareceria em
cerca de 4,5 anos. Estas estimativas conservadoras projetam uma imagem muito diferente do
coracdo humano, em nitido contraste com a afirmagdo de que este 6rgdo tem uma fraca
capacidade de regenerar midcitos, inadequada para uma significativa reconstituicdo do
miocéardio, (NADAL-GINARD, 1989)

Vale salientar que as células-tronco cardiacas também contribuem para a formacéo de
vasos coronarios e substituicdo das celulas endoteliais e células musculares lisas na parede
vascular. As células progenitoras endoteliais circulantes também sdo uma poderosa fonte de
vasculogénese (URBICH, 2004). De que maneira as células-tronco cardiacas interagem com
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células progenitoras endoteliais na homeostase e no crescimento de vasos coronarianos, ainda
€ uma questdo sem resposta.

Em resumo, o coracdo do adulto ndo é estatico, mas um 6rgdo muito dindmico, cuja
homeostase é governada por um compartimento de células-tronco cardiacas multipotentes,
que continuamente repovoam o miocardio, substituindo as células do parénquima vascular e

celulas musculares lisas e células endoteliais que morrem por apoptose ou necrose.

Proliferacdo de cardiomidcitos no infarto agudo do miocardio

O coracdo adulto esta bem equipado para sustentar a homeostase do érgdo, o que
preserva de forma eficiente a integridade do tecido durante o turnover celular fisiolégico.
Mais complexa é a questdo de saber se o coracdo tem a capacidade intrinseca de gerar grandes
quantidades de midcitos apos o infarto do miocéardio.

A definicéo de infarto do miocérdio tem sido citada como um argumento incontestavel
contra a regeneracdo dos cardiomidcitos Embora esta légica esteja profundamente enraizada
na comunidade clinica e cientifica, fica aquém, por diversas razdes. O resultado do infarto é
essencialmente idéntico em todos os 6rgdos do organismo, independentemente se as células
parenquimatosas e ndo parenquimatoso sdo capazes ou ndo de entrar no ciclo celular e
dividirem-se. Assim, a oclusdo de uma artéria principal condutora ou seus ramos gera grande
perda de tecido na pele, rim, intestino, cérebro, figado e érgdos reprodutivos, de uma forma
idéntica ao que ocorre no coracdo. (MORI, 2001) ( FRANCQUE, 2004) (LEONG, 2005)

Contudo, a presenca de células-tronco residentes no coracao ndo impede a evolucdo
inevitavel do infarto com formacéo de cicatriz. (FINATO, 1994) Este resultado geral da lesdo
isquémica é ditada por dois fatores cruciais: (1) As células-tronco no infarto morrem, assim
como todas as outras células privados de fornecimento de oxigénio, e (2) células-tronco
residentes ndo podem migrar a partir do tecido viavel para a area danificada, crescer e
diferenciar-se para substituir as linhagens de células mortas. ( ANVERSA, 2006)

Nos seres humanos , a formacgdo de cardiomiocitos dentro do tecido ndo lesado é
drasticamente potencializada na insuficiéncia cardiaca aguda e crénica. Pacientes que morrem
logo apods o infarto nos ddo uma boa indicagdo do potencial de regeneracdo méxima do
coracdo humano. Um ventriculo infartado com aproximadamente 190 g de miocardio viavel e
indice mitdtico aproximado de 500/106 pode criar cerca 2.20x108 midcitos por dia..(
BELTRAMI, 2001) Esse valor é aproximadamente 70 vezes superior a taxa de rotatividade de
base. Se esta magnitude de crescimento do midcito se mantivesse, um infarto de 40%, que

reflete uma perda de aproximadamente 2x109 midcitos seria reparado em 10 dias. Em fase
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final de cardiomiopatia pos-infarto, ha uma reducéo de cerca de 70% do indice mitético
caindo para um valor de aproximadamente 140/106. Entretanto, a massa muscular ventricular
viavel é o aumentada para aproximadamente 260 g. Esses fatores levam a geracdo de
aproximadamente 3.4x107 midcitos por dia, 0 que € cerca de 11 vezes superior ao volume
fisiologico. (KAJSTURA, 1998)

Portanto, o coracdo humano severamente descompensado possui uma reserva de
crescimento relevante, que €, no entanto, restrita a regido ndo-infartada. Além disso, a morte
em curso no miocardio sobrevivente compreende cerca de 1.80x108 de cardiomiocitos apos o
infarto e aproximadamente 108 cardiomidcitos em fase final do pds-infarto.(GUERRA, 1999)
Com base nestas observacBes, a regeneracdo € modestamente superior a morte dos
cardiomidcitos ap6s o infarto, mas a substituicdo dos mesmos € acentuadamente menor a
longo prazo. Assim, a morte do cardiomidcito interfere significativamente com a recuperacdo
da estrutura e funcdo apds um infarto agudo e resulta em perda de miocardio na doenca
cardiaca isquémica de longa duragdo. O agravamento tempo-dependente da anatomia cardiaca
e hemodinamica s6 pode ser prevenido e revertido se o tecido morto é restaurado com novo
miocardio funcionalmente competente. Na sua auséncia, ocorre hipertrofia do cardiomidcito e

esse aumento celular deprime a fungéo ventricular.

Anélise morfométrica:

Em meados do século passado, foi criado conceito de peso critico, acima do qual o
aumento adicional de massa é devido a hiperplasia das células domusculo. De acordo com
essa teoria, 0 aumento do numero de cardiomidcitos seria uma consequéncia da divisdo
amitotica dos nucleos das células e da divisdo longitudinal das fibras musculares. (
LINZBACH, 1950).

Estudos recentes tém correlacionado hipertrofia com hiperplasia. Em 1993, Grajek e
colaboradores, estudaram cento e trés pacientes, com idade entre 26 a 80 anos. Os coragdes
foram, como em nosso estudo, necropsiados e o0s resultados avaliados post-mortem. O
primeiro grupo foi composto por 20 coragdes, pesando entre 330 e 770 g, obtidos de pacientes
com hipertensdo sistémica. O segundo grupo de 38 coracles, pesando 318-820 g, foi obtido
de pacientes que apresentaram doenca isquémica do coracdo. O terceiro grupo consistia em 24
coracOes (443-1315 g de peso), e foi adquirido a partir de pacientes com doenca valvular. O
quarto grupo consistiu de sete coracdes, pesando 486-747 g, obtido de pacientes com
cardiomiopatia congestiva. O grupo controle consistiu de 17 cora¢Ges normais (260-400 g de

peso). Os pacientes deste grupo ndo apresentaram nenhuma histéria de doenca cardiaca e o
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exame post-mortem revelou que eles eram livres de anormalidade anatdmica das valvulas,
miocardio ou artérias coronarias.

Verificou-se, entdo, a presenca de hipertrofia sem hiperplasia em ventriculos
esquerdos com massas de até 250g; hipertrofia com sinais de hiperplasia em ventriculos com
peso entre 250g e 350g e hiperplasia quando o coragdo atinge uma massa superior a 350g.
Isso indica que, independentemente da etiologia, uma vez que a massa critica cardiaca tem
sido atingida, a hiperplasia se torna o Gnico caminho para novas o crescimento do coragao.

Usando técnicas morfométricas, outros autores (ASTORRI, 1992; ADLER, 1971;
VLIEGEN, 1988) chegaram a resultados semelhantes, também sugerindo a presenca de
hiperplasia em cora¢des humanos adultos. Contudo, alguns autores, ndo confirmam a hipétese
da hiperplasia dos cardiomidcitos. ( WEARN, 1941; MOORE1980; HOSHINO, 1983)

A provavel explicacdo para que ocorra hiperplasia na pressdo ou sobrecarga de volume
é que a pressdo ou estiramento das fibras miocardicas, parece ativar as células do miocardio a
sintetizarem &cidos nucléicos, proteinas e miosinas ( ASTORRI, 1971; JANZ, 1980)

Assim, com base nesses estudos tentamos estabelecer uma correlacdo entre a area e o
perimetro de cardiomidcitos nas areas adjacentes ao infarto e nas areas normais. Os
cardiomidcitos das areas infartadas, apresentaram areas e perimetros maiores, muito embora

nao tenhamos detectado nenhuma mitose.

Influéncia da faixa etaria e do género na hiperplasia dos cardiomidcitos:

Bergmann e colaboradores, em 2010, realizaram um importante trabalho sobre a
correlacdo entre faixa-etaria e hiperplasia de cardiomidcitos. O carbono-14 (14C) de testes da
bomba nuclear foi medido em DNA gendmico de células do miocardio, o que permite datar o
nascimento retrospectivamente. As. concentracbes de 14C na atmosfera permaneceram
relativamente estaveis até a Guerra Fria, quando os testes da bomba nuclear aérea causaram
um forte aumento. Embora as detonagdes tenham sido realizadas em um ndmero limitado de
locais, os montantes elevados de 14C na atmosfera rapidamente nivelaram-se em todo o
mundo. Apds a proibicdo dos testes nucleares em 1963, as concentracdes de 14C cairam
exponencialmente, ndo por causa do decaimento radioativo (meia-vida de 5.730 anos), mas
pela difusdo da atmosfera .

O Recém-criado 14C atmosférico reage com o oxigénio para formar 14C0O2, que é
incorporado pelas plantas através da fotossintese. Os seres humanos adquirem entdo, a partir
das plantas que comem e dos animais herbivoros, o carbono 14, cuja concentragéo intracelular

passa a refletir a concentracdo de 14C na atmosfera. Como o DNA é estavel, depois que uma



46

célula passou por sua Ultima divisao celular, a concentracdo de 14C no DNA serve como um
marcador para datar quando essa célula nasceu.

Assim, o carbono 14, nesse estudo, foi usado para, em cardiomiocitos, determinar a
extensdo da sintese de DNA pos-natal no coracdo humano. O DNA foi, entdo, extraido e
concentracdes de carbono 14 foram medidas por espectrometria de massa de acelerador. As
datas de nascimento celular poderam ser inferidas através da determinagcdo do momento em
que a concentracdo de 14C da amostra correspondia a concentragdo atmosférica. As
concentracdes de 14C de todos os individuos nascidos em torno ou depois dos testes de
bomba nuclear corresponderam as concentracdes atmosféricas de varios anos apds o
nascimento dos sujeitos, indicando a sintese de DNA substancial pos-natal.

Ao analisar os individuos nascidos em diferentes épocas antes de 1955, é possivel
estabelecer a idade até a qual ocorre a sintese de DNA, ou se continua para além dessa idade.
Em todos os casos estudados, nascidos até 22 anos antes do inicio dos testes da bomba
nuclear, as concentracdes de 14C foram elevados em comparacdo aos niveis de antes dos
testes de bomba nuclear. Assim, 0 DNA das células do miocardio é sintetizado muitos anos
apos o nascimento, indicando que as células do coragdo humano se renovam na vida adulta.

Nesse estudo, portanto, verificou-se que os cardiomidcitos sdo renovados em uma taxa
de 1% ao ano na idade de 25 e 0,45% na idade de 75. Com essa taxa de turnover, a maioria
dos cardiomidcitos nunca vai ser trocadas durante um periodo de vida normal. Na idade de 50
anos, 55% dos cardiomiocitos permanecem desde o tempo em torno do nascimento e 45%
foram gerados mais tarde.

Em nosso trabalho, a faixa etaria dos paciente cujas amostras foram colhidas é
bastante elevada e, consequentemente, a taxa de renovacdo é pequena e 0 numero de
cardiomidcitos presentes desde o nascimento menor, 0 que corrobora com 0s achados
encontrados: houve um aumento da area e do perimetro dos cardiomiécitos mas nao
detectamos proliferagdo dos mesmos.

Quanto ao género, vale salientar que a perda de cardiomiocitos, caracteristicamente,
ocorre em homens, enquanto que o nimero dos mesmos nao é proporcionalmente reduzido
em mulheres com idade comparavel. ( ANVERSA, 2002). Este defeito do crescimento
telomérico que resulta em envelhecimento e morte celular, ocorre nas mulheres quase uma
década mais tarde do que nos homens. Isso corrobora, em parte, os resultados de género e
faixa etaria em nosso estudo ja que a maioria das amostras colhidas e selecionadas é de
homens idosos, ou seja, com um maior grau de envelhecimento celular e, consequentemente,

menor taxa de mitose.
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Controvérsias sobre a proliferacao de cardiomidcitos:

Com os avancos na tecnologia de rastreamento de linhagem, um estudo genético
recente demonstrou que as células-tronco ou precursoras ndao contribuem significativamente
para a formacdo de cardiomiocitos durante o envelhecimento normal até 1 ano no
camundongo ( WASH, 2010). Esse estudo, portanto, fornece fortes evidéncias de que
cardiomidcitos em ratos se retiram do ciclo celular, logo ap6s o nascimento e, portanto, ndo
proliferam em condigdes normais. Para investigar a capacidade proliferativa dos
cardiomidcitos, Walsh et al. realizou a purificacdo dos cardiomiocitos pela utilizacdo de
Troponina T, marcador altamente especifico para cardiomidcitos.. Os autores, em seguida,
extrairam os nucleos de células classificadas para medir o conteudo de DNA, a fim de medir
com precisdo sintese de DNA dos cardiomidcitos, considerando a natureza binuclear de
cardiomidcitos. A imunomarcacdo com captacdo de BrdU ou Ki-67 mostrou trés grupos de
celulas: 1. cardiomidcitos embrionarios com 12-23% de imunomarcacéo; 2. cardiomidcitos no
periodo neonatal com 1 a 8% de imunomarcacgdo 3. Cardiomidcitos adultos com resultados
ndo detectaveis por 14 dias .

Esses resultados demonstraram um bloqueio completo da entrada do ciclo celular de
G1 e fase S, indicando a retirada permanente dos cardiomiécitos adultos do ciclo celular.
Houve também um desacoplamento importante da cariocinese e da citocinese com
binucleacdo de até 98% entre o quinto dia e o oitavo dia pds-natal.

Entre os pontos fortes deste estudo sdo: 1. O uso de varios métodos para a deteccédo de
ciclo celular, tais como imunohistoquimica envolvendo BrdU captacédo e anticorpos Ki-67; 2.
A utilizacdo da citometria de fluxo para uma melhor quantificacdo 3. A utilizacdo de ndcleos
de cardiomiocitos isolados para a quantificacdo exata, uma vez que o percentual de alta
cardiomiocitos de rato adulto sdo binucleados; 4. A utilizagdo de células-cTnT positiva como
um marcador cardiaco, que seleciona os cardiomidcitos diferenciados e elimina ou precursor
de células-tronco que podem ndo expressar cTnT. Embora este estudo apoie a retirada
definitiva dos cardiomidcitos pés-natais a partir do ciclo celular, o préximo passo seria
investigar se este fendmeno é alterado em condi¢Bes patoldgicas utilizando os mesmos
métodos empregados no estudo atual.

Em contrapartida, Bergmann et al ( 2010), como citado acima, relataram que 0s
cardiomiécitos sdo renovados com uma diminuicdo gradual de 1% anualmente, com
diminuicdo progressiva até 0,45% na faixa etaria de 75 . Assim, nesse trabalho, verificou-se
que, na idade de 50 anos, 55% dos cardiomidcitos permanecem desde o tempo em torno do

nascimento e 45% foram gerados mais tarde.
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Outros estudos, ja detalhados nessa dissertacdo, relataram a proliferacdo de
cardiomiocitos em coragles lesados ( BELTRAMI, 2001) ( ANVERSA, 2003). Vale
salientar, contudo que, em estudos recentes ( KIKUCHI, 2010) ( JOPLING, 2010) feitos com
peixes-zebra, verificou-se replicacdo de cardiomidcitos adultos em areas seccionadas do
coragdo de até 20%. Isso corrobora a possibilidade de potencial proliferagdo de
cardiomiécitos em humanos, estando essas células, segundo os autores, em estado de
“hiberna¢do”, mas prontas para replicarem em casos de lesdao cardiaca ou segundo estimulos
quimicos especificos. Assim, segundo essa teoria, espera-se encontrar quais desses estimulos
poderiam induzir cardiomidcitos humanos a se comportarem de forma semelhante aos
cardiomidcitos de peixes zebra.

Nossos resultados, fazendo parte desse espectro de trabalhos que tracam a polémica
sobre proliferacdo ou ndo de cardiomidcitos adultos em cora¢bes humanos mostraram
evidéncias de que ndo houve replicacdo de cardiomidcitos em adultos, mesmo em coracGes

infartados.

Variacdes metodoldgicas e do indice mitético:

Na determinagdo do indice mit6tico em pacientes com cora¢bes comprometidos or
miocardiopatia dilatada e doenca isquémica ( KAJSTURA, 1998), as amostras foram fixadas
em formalina e embebidas em parafina, para em seguida serem coradas com iodeto de
propidio e anticorpo  actina alfa-sarcomero para visualizacdo de DNA e estruturas
miofiblilares. Cromossomos foram representados pela cor verde atribuida a fluorescéncia do
iodeto de propidio e estruturas miofibrilares foram reconhecidos pela cor vermelha atribuido a
fluorescéncia do anticorpo actina a-sarcomericas.

Dos 27 pacientes submetidos a transplante cardiaco, 12 foram por isquemia e 15 por
cardiomiopatia dilatada idiopatica. O primeiro grupo incluiu 11 homens e uma mulher, com
idade media de 52 + 9 anos, e 0 segundo, 11 homens e quatro mulheres, com idade média de
55 + 11 anos. Nove coragOes controle, sete homens e duas mulheres, com idade média de 48 £
15 anos, foram coletadas na autopsia no prazo de 15 horas apds a morte, a morte ocorreu por
causas outras que ndo a doenca cardiovascular.

No ventriculo esquerdo normal, uma media de 14 por milhdo de cardiomidcitos foram
submetidos a mitose, mas um indice muito maior de mitose foi medido nos coracGes
patologicos. Na cardiomiopatia isquémica, 152 milhdes foram midcitos por divisdo, e na

cardiomiopatia dilatada, 131 milhdes foram por miocitos em mitose. A pequena diferenca
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entre os dois grupos de pacientes com insuficiéncia cardiaca nao foi significativa, gerando um
valor médio de 140 proliferando midcitos por milhGes de células. Em compara¢do com
miocardio, insuficiéncia cardiaca, foi caracterizada por um aumento de 10 vezes no namero
de dividir midcitos (P <0,0001). Nao houve diferenca entre homens e mulheres neste estudo.

( KAJSTURA, 1998)

Vale salientar que, nossa metodologia, em relagdo ao trabalho relatado acima, foi mais
simples, pois, embora haja um n semelhante ( 22 corac@es), foi feita apenas a coloracédo por
hematoxilina-eosina e a marcagdo por Ki-67. N&o incluimos, pois, o anticorpo actina alfa-
sarcomero nem a coloracdo por iodeto propidio. Trabalhamos, por uma questdo de logistica,
unicamente com necropsia de coragdes infartados e, em nosso estudo ndo incluimos coragdes
transplantados. Acreditamos que, essas diferencas metodoldgicas influenciaram nas
divergéncias da determinacdo do indice mitético entre o nosso estudo e o relatado acima.

No indice mitético determinado no trabalho sobre coragfes infartados e proliferacao
de cardiomidcitos ( BELTRAMI, 2001), os cortes histolégicos foram corados com iodeto de
propidio e anticorpos para actina a-sarcomero. Para a identificacdo dos fusos mitoticos, as
amostras foram expostas a um anticorpo monoclonal antitubulina. Fluoresceina 1gG
conjugada com isotiocianato anti-camundongo foi utilizado como anticorpo secundario. Para
a deteccdo do Ki-67, as amostras foram expostas durante uma hora a 37 ° C a um anticorpo
monoclonal contra a Ki-67 (clone MIB-1, Diagnostico Biosystems), diluido 1:40 em tampéo
fosfato saline. fluoresceina IgG conjugada com isotiocianato anti-camundongo foi novamente
utilizado como anticorpo secundario. Posteriormente, as amostras foram processadas para
microscopia confocal, e examinadas com um microscopio confocal (MRC-1000, Bio-Rad). O
indice mitotico encontrado nesse estudo foi de 0,08% em areas adjacentes ao infarto e 0,03%
em areas distantes.

O reconhecimento dos células tronco-cardiacas e suas progénies é tecnicamente
complexo em ratos ( BRADFUTE, 2003) (PFISTER, 2005), caes (LINKE, 2005), e coragéo
humano (URBANEK, 2005). Estas categorias de células podem ser identificadas de forma
isolada, em preparacOes de células cardiacas ou nas sec¢Bes de miocardio atrial e ventricular.
Em todos os casos, isso é feito através da utilizacdo de diversas misturas de anticorpos
diretamente marcados com fluorocromos para evitar reacfes cruzadas inespecificas (LINKE,
2005) (URBANEK, 2005). Além disso, microscopia confocal é necessaria para atingir o nivel
de resolucdo apropriado. ( KAJSTURA, 2005) Contrariamente a crenga comum , a
microscopia confocal é o Unico método que permite a medi¢do quantitativa da freqiéncia e

distribuicdo das classes de CSC na miocardio.( LERI,2005) . A analise de fluorescéncia de
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classificacdo é extremamente eficiente na separacdo de células em categorias especificas de
acordo com a expressdao de um ou mais epitopos de superficie, (FERRERO, 1985)
(ASKURA, 2002) mas a distincdo entre as células de linhagem negativa e cometida exige a
analise de proteinas nucleares e citoplasmaticas. Tudo isso s pode ser obtido pela fixacao das
células para torna-las permedaveis a detec¢do de componentes intracelulares (HARVEY, 1996)
Problemas similares existem com imunomarcagdo. Com qualquer protocolo, a viabilidade
celular ¢ perdida, impossibilitando um estudo mais aprofundado.

Devido a exiguidade de recursos tecnologicos e financeiros, ndo utilizamos
microscopia confocal nem anticorpos marcados com fluorocromos ou anticorpos anti-
tubulina. Utilizamos uma metodologia mais simples com coloragdo por hematoxilina e eosina
e coloracdo pelo Ki-67. verificamos que, provavelmente, essa metodologia nao seja adequada
para a determinacdo do indice mit6tico de cardiomidcitos. Isso talvez explique porque
proliferacdo de cardiomidcitos ndo foi verificada na maioria dos estudos do século passado.
Futuros trabalhos que incluam os anticorpos citados acima e a microscopia confocal venham,

talvez, a determinar indices mitdticos semelhantes aos trabalhos supracitados.

Proliferacdo de cardiomiécitos versus remodelacao

Nos ultimos anos, varias hipoteses foram levantadas para esclarecer os resultados da
divisdo de midcitos no coracdo normal e doente. Elas variam desde a existéncia de uma
pequena classe de midcitos que se diferenciam e, posteriormente, proliferam a um
subconjunto de células que mantém a possibilidade de reentrar no ciclo celular e se
multiplicar. (ANVERSA, 2006) Alternativamente, as células progenitoras da medula 6ssea
podem migrar para 0 miocardio, onde depois de transdiferenciacdo, levam a formacao de uma
progénie do cardiomidcito. No entanto, a busca pela origem da divisdo de midcitos ainda nao
estava clara até que um compartimento de células-tronco residentes foi reconhecido no
coracdo adulto (BEARZI, 2007). Essa informacdo mudou a interpretacdo da regeneracdo de
cardiomidcitos e incrementou a compreensdo acerca dos processos regulatorios envolvidos na
homeostase cardiaca e reparo dos tecidos. Dados de um estudo p6s-mortem feito em coragdes
de pacientes que se trataram com timidina, produto radisensivel que funcionou como
marcador de proliferacdo de cardiomidcitos, indicam que um grande numero de
cardiomiocitos é formado a cada ano. (KAJSMURA, 2010)

As células-tronco residentes sdo limitados em sua capacidade de reconstituir o

miocardio necrotico, (URBANEK, 2005) e este fendbmeno foi interpretado como prova da
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incapacidade do coracdo para formar grandes quantidades de cardiomiocitos. ( PARMACEK,
2009). Assim, a reserva de crescimento do coracdo ndo consegue restaurar a integridade
estrutural do miocardio apos o infarto e a cura é associada com a formacdao de cicatrizes. Uma
possivel explicacdo para esta contradicdo (ROTA, 2005) é que células-tronco estdo presentes
em todo o infarto, mas morrem rapidamente por apoptose, seguindo o destino de midcitos. A
regeneracdo dos midcitos é, pois, restrita a parte viavel do coracdo..(BELTRAMI, 2001)

Um fendmeno semelhante ocorre em o6rgdos de auto-renovacdo, incluindo a pele,
figado, intestino e medula 6ssea. Em todos 0s casos, a oclusao de uma artéria leva a formacéo
de cicatrizes que imita a enfermidade cardiaca. (LOPEZ, 1980) Isso ocorre, por exemplo na
poliarterite nodosa onde microinfartos desenvolvem-se no intestino e na pele. Da mesma
forma, na anemia falciforme, microinfartos aparecem na medula 6ssea e as células-tronco
residentes ndo logram reparar os danos locais. (DANG, 2005) O compartimento de células
progenitoras pode ser devidamente equipado para modular a homeostase do tecido, mas néo
respondem eficazmente a isquemia ou ao envelhecimento dos 6rgdos e tecidos.
(SHARPLESS, 2007)

Em nosso estudo, como a maioria dos pacientes eram acima de 60 anos, 0
envelhecimento pode ter sido um fator importante para o predominio da remodelacdo, com
multiplicacdo de fibroblastos e ndo de cardiomidcitos. O processo isquémico com provavel
apoptose de células tronco cardiacas também contribuiu para esse processo.

Perspectivas futuras:

A hipertrofia dos cardiomidcitos é devido a baixa quantidade de ativadores do ciclo
celular que torna o coragéo incapaz de superar o bloqueio imposto por inibidores do ciclo
celular. Cardiomidcitos podem ser estimulados para a divisdo celular por aumento da
expressao de ativadores como ciclina D2, a qual também inibe a hipertrofia dos mesmos.
(BUSK, 2005). Outras estrategias bem sucedidas na estimula¢do de cardiomiocitos tém sido
desenvolvidas no coragéo de ratos ( URBANEK, 2005) e coragéo de cédes ( LINKE, 2005). A
ativacdo local do fator de crescimento ( insulina-like) de células-tronco-cardiacas do
miocardio pode curar ratos com infartos grandes, a longo prazo, levando a reconstituicdo da
parede infartada do ventriculo esquerdo.(URBANEK, 2005)

Experiéncias com ratos transgénicos mostraram que a expressdo de ciclina tipo
selvagem desregulado D1 provoca um aumento no numero de cardiomidcitos e sintese de
DNA dos cardiomidcitos no coracdo adulto. (SOONPAA, 1997) ( TAMAMORI, 2003)
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Assim, uma série de substancias ativadoras da proliferacdo de cardiomiocitos tem sido
estudada e a possibilidade de regeneracdo miocardica apds o infarto agudo do miocardio, ao

invés da remodelacédo, vem se tornando maior a cada dia.
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Concluséo

Apesar de ndo verificarmos evidéncias de proliferacdo de cardiomidcitos nas amostras
colhidas de pacientes infartados, encontramos um aumento estatisticamente significante da
area e do perimetro dos cardiomiocitos em area infartada comparando-se com a area normal.

Verificamos, contudo, que, conforme a metodologia que utilizamos, ou seja, a
coloragdo com hematoxilina e eosina e a marcagdo com Ki-67, ndo encontramos evidéncias
de proliferacdo de cardiomiocitos e, consequentemente, ndo foi possivel determinar o indice
mitotico. Vale salientar que as etapas da metodologia foram feitas criteriosamente, de forma
organizada e por profissionais e laboratérios qualificados e as laminas revisadas pelo
patologista do servico sendo, portanto, reduzida a possibilidade de erro metodol6gico. A
auséncia de determinacdo do indice mitético deveu-se, assim, provavelmente a metodologia
em si e ndo a erros metodologicos.

Fatores como faixa etaria elevada das amostras selecionadas bem como o préprio
processo isquémico também provavelmente contribuiram para o predominio da remodelacéo
em relacdo a proliferacdo de cardiomidcitos. Vale salientar que, pelo fato das leis brasileiras
sO permitirem que o corpo seja mandado ao SVO com no minimo 6 horas apds o ébito, possa
ter havido um certo grau de hemolise dificultando os resultados. Acreditamos que estudos
futuros venham a elucidar as controvérsias que existem sobre a proliferacdo de cardiomidcitos

e a determinacdo do indice de proliferacdo dos mesmos.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

H4, atualmente, uma importante polémica sobre a existéncia ou ndo de proliferacdo de
cardiomidcitos adultos em coracdes humanos e nosso estudo mostrou evidéncias de que nédo
houve replicagdo de cardiomidcitos em adultos, mesmo em coragdes infartados.

O envelhecimento pode ter sido um fator importante para o predominio da
remodelacdo, com multiplicacdo de fibroblastos e ndo de cardiomiocitos, ja que a maioria dos
pacientes por nds estudados possuiam mais de 60 anos..

A apoptose de células tronco cardiacas devido ao processo isquémico também pode ter
contribuido para a auséncia de mitose de cardiomidcitos em nossos resultados..

Segundo verificamos, a metodologia com coloracdo por hematoxilina e eosina e
coloracdo pelo Ki-67, provavelmente ndo seria adequada para a determinacdo do indice
mitético de cardiomidcitos. Isso talvez explique porque a proliferacdo de cardiomidcitos ndo
foi verificada na maioria dos estudos do milénio passado. Futuros trabalhos que incluam
outros recursos técnicos e metodolégicos venham, talvez, a reproduzir os indices mitoticos ja
estudados em outros paises.

Apesar de infartos do miocardio ndo se regenerarem espontaneamente, 0S mecanismos
enddgenos de reparo do coracdo podem ser manipulados e explorados para alcancar este
objetivo. Assim, no inicio deste terceiro milénio, uma série de estudos vem nos elucidar como
estimular as células-tronco residentes no coracdo e/ou inibir o processo de remodelacdo no
infarto agudo do miocardio trazendo, assim, novas esperancas na terapia celular nesta

enfermidade.
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Natureza (grau de parentesco, tutor, curador etc.)

Data de nascimento: / /
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HA PROLIFERAC}AO DE CARDIOMIOCITOS NO INFARTO?

Pesquisador: Fernando Antonio Neves

Orientador: Prof. Dr. Nicodemos Teles de Pontes Filho
Coorientador: Prof. Dr. Luciano Montenegro
Objetivo
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Vocé esta sendo convidado(a) a permitir a participacdo do falecido nesta pesquisa que

tem o objetivo de estudar a possivel multiplicacdo de células cardiacas apds o infarto agudo

do miocéardio recente.

Participacao

Sua participacdo nessa autorizacdo de se utilizar dados de necropsia do falecido é

totalmente voluntaria, ou seja, vocé tem o direito de recusa-la a qualquer momento, sem que

isso lhe cause qualquer prejuizo.

Procedimentos

Essa pesquisa utilizard dados da necrépsia do coracdo para avaliar o indice de

proliferacdo miocardica.
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Riscos e desconforto
N&o houve nenhum risco nesse estudo, uma vez que o 6bito ja se verificou.

Beneficios
N&o haverd beneficio direto ao participar deste estudo, porém as informacdes
fornecidas poderdo contribuir para o avanco da ciéncia no campo da cardiologia e da

patologia.

Custos
N&o havera nenhum custo na participacao deste estudo.



