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Lista cu abrevieri si simboluri

CD = eng. cluster of differentiation

CD34 = marker pentru vase sangvine

CD105 = marker de celule endoteliale activate
CD117 = marker de celule stem

Col I/ 1V=colagen 1/ 1V

CS = celule stem

CSC = celule stem cardiace

ECM = eng. extracellular matrix

EGFR = receptor pentru factor de crestere epitelial
HE = Hematoxilina Eozina

HVS = hipertrofie ventriculara stanga
ICAM-1/CD56 = molecula de adeziune intercelulara
IHC = imunohistochimie

IL = interleukina

IMA= infarct miocardic acut

IMC = infarct miocardic cicatricial

KI67 = marker de proliferare celulara

MMP-9 = matrix metal-proteinaza 9

PDGFR = eng. platelet-derived growth factor receptor
PMN = polimorfonucleare neutrofile

SMA = actina muschiului neted

TGF-B = eng. transforming growth factor 8

Tn-C = tenascin-C

TNF = eng. tumour necrosis factor

VG = van Gieson

VEGF = factorul de crestere al endoteliului vascular
VEGFR = receptorul factorului de crestere al endoteliului vascular
VIM = vimentina

VS = ventricul stang



Problema fundamentala

Bolile ischemice cardiovasculare reprezinta principala cauza de morbiditate si
mortalitate, in pofida imbunatirii considerabile a metodelor de diagnostic si terapie din
ultimul deceniu. Tn prezent, in Romania, 2 din 3 adulti prezinta un grad de afectare cardiaca,
independent, sau in asociere cu alte afectiuni sistemice.

Din punct de vedere fiziopatologic, ischemia miocardicd se produce in urma
obstructiei lumenului unei artere coronare secundar rupturii unei placi de aterom vulnerabile.
Ischemia determina alterari profunde moleculare si ionice la nivelul miocardului afectat,
urmate de scaderea functiei sistolice. Ischemia miocardica prelungita se Insoteste de un front
de necroza miocardica masiva care se extinde de la nivel endocardic spre zona epicardica.

Cordul uman are o capacitate regenerativa limitatd, iar vindecarea miocardului
ischemic se realizeaza prin formarea unei cicatrice fibroase. In evolutia fenomenelor post-
infarct miocardic acut (post-IMA) se disting trei etape, fin orchestrate de o serie complexa
de evenimente, care se suprapun partial, initiate de un raspuns inflamator marcat cu rol in
curatarea zonei de infarct de detritusurile necrotice, urmat de o faza proliferativa,
caracterizata prin diminuarea inflamatiei, proliferare miofibroblastica si aparitia tesutului de
granulatie, finalizat prin constituirea cicatricii fibroase.

Spatiul dintre miocitele cardiace, cunoscut drept matrice extracelulara (ECM), este
un micromediu unic, complex si dinamic, constituit dintr-o varietate larga celulara non-
cardiomiocitara, reprezentatd de: fibroblaste, miofibroblaste, celule pericitare, celule
endoteliale si celule stem, distribuite ntr-o retea proteica heterogena, care include fibre de
colagen, fibronectina, proteoglicani, matrix metal-proteinaze (MMP-aze) si proteine de
suprafata pentru adeziunea celulard. Populagia celulara non-cardiomiocitara cea mai
dinamica, distribuita difuz interstitial, este reprezentata de fibroblaste, celule-suport ce intra
n contact cu fibrele de colagen si alte fibroblaste, realizand o retea tridimensionala mecano-
senzitiva, cu rol de sprijin pentru cardiomiocite. In timpul evolutiei infarctului miocardic,
fibroblastele cardiace sufera o tranzitie fenotipica rapida de la un fenotip secretor si de
degradare a matrixului, la un fenotip miofibroblastic, cu rol in sintetizarea ECM, prin
secretia de factori paracrini si producerea de colagen, fiind esentiale pentru formarea
cicatricei post-IMA si fibroza cardiaca secundari cardiopatiei ischemice. Tn prezent se stie
ca vindecarea miocardului ischemic post-infarct se face prin depunerea unui colagen de tip
3 (fibre de reticulina) friabil, care este Tnlocuit in timp de colagen de tip I si II, mai robust,

cu aparitia fibrozei de substitutie.



Concomitent se produce si o proliferare angiogenica cu densitate microvasculara
Tnalta, evidentiabila imunohistochimic (IHC) prin receptor pentru factor de crestere epiteliala
(EGFR), matrix metal-proteinaza 9 (MMP-9), CD34 si factorul de transformare al cresterii
(TGF-B) in miocardul restant, precum si o crestere a variabilitatii expresiei IHC a unor
molecule de adeziune Th matricea extracelulara perilezionala (ICAM-1/CD56).

Remodelarea ventriculara stanga ce succede infarctului miocardic reprezinta baza
structurald a insuficientei cardiace ischemice si cuprinde modificari pe termen variabil in
ceea ce priveste marimea, forma, functia, compozitia celulard si moleculara a ventricului
stang. Factorii determinanti implicati in remodelare sunt reprezentati de marimea zonei de
infarct si de raspunsul reparator post-IMA. Tn prezent, limitarea zonei de ischemie se
realizeaza prin reperfuzia precoce. In schimb, pentru manipularea raspunsului reparator
cardiac, ce implica mecanisme complexe de interactiune celulara si moleculara este necesara
o cunoastere aprofundatd a interactiunilor complexe dintre componentele celulare si
structurale ale interstitiului cardiac. Regenerarea cardiaca se afla sub controlul unor
mecanisme moleculare complexe intra- si extracelulare, care in momentul stimularii
corespunzatoare ar putea activa caile de sinteza de noi cardiomiocite din celulele interstitiale
existente, ceea ce ar deschide noi perspective terapeutice in viitor.

Leziunile ischemice cardiace sunt asociate cu expansiunea interstitiului cardiac, care
poate fi afectat atat n privinta compozitiei cantitative (sinteza in exces sau scaderea sintezei
anumitor proteine), cat si prin modificari calitative, cu alterarea raportului dintre moleculele
de colagen fibrilar si colagen non-fibrilar, insotite de modificari marcante ale compozitiei
biochimice ale retelet ECM. Componentele ECM interactioneaza continuu intr-un mod
dinamic cu elementele celulare cardiace, furnizand o retea structurala stabild, asigurand si

coordonarea raspunsului umoral intercelular.

Ipoteza de lucru

Intrucat vindecarea miocardului post-ischemie se realizeazi prin formarea unei
cicatrici fibroase, cercetarile moderne vizeaza identificarea unor modalitati reparatorii
miocardice cu restabilirea functiei electro-mecanice cardiace. Printre metodele inovative
pentru refacerea miocardului s-au propus: stimularea cardiomiocitelor endogene prin
modularea cailor de semnalizare si reglarea elementelor ciclului celular, reprogramarea
celulelor stromale rezidente prin expresia unor factori cardiogenici, stimularea celulelor susa
din nisele de celule stem cardiace prezente interstitial sau suplimentarea cu celule stem

exogene. Pana in prezent, cercetarile in domeniu s-au axat cu precadere pe studiul si



caracterizarea cardiomiocitelor, atat n ceea ce priveste distributia lor la nivelul diverselor
structuri cardiace (cavitatile atriale si ventriculare atat drepte cat si stangi, orificiile atrio-
ventriculare, muschii pilieri), precum si functiile indeplinite in raport cu localizarea
miocardica. De asemenea, proprietatile muschiului cardiac, descifrate Tn prezent, au
constituit tema multor cercetari de fiziopatologie. Avand in vedere ca majoritatea
potentialelor metode de terapie implica populatiile celulare interstitiale si interactiunile
complexe moleculare este important de identificat si caracterizat exhaustiv micromediul
cardiac si totalitatea populatiilor celulare non-cardiomiocitare. Majoritatea studiilor de
cercetare fundamentald care vizeazd mecanisme moleculare sunt realizate utilizdnd modele
animale, iar rezultatele obtinute nu reflecta in totalitate fiziopatologia si structura complexa
a tesutului cardiac uman. In consecinti, o mare parte dintre rezultatele obtinute in studiile pe
modele animale nu pot fi utilizate in tratamentul uman.

Lucrarea de doctorat prezentd a incercat eliminarea acestui inconvenient, cel al
originii tesutului studiat, prin realizarea cercetarii pe fragmente tisulare umane si corelarea
diagnosticului clinic cu modificarile celulare complexe identificate microscopic. Deoarece
majoritatea studiilor moderne din literatura au vizat caracterizarea individuala a unei
populatii celulare non-cardiomiocitare folosind modele animale, cercetarea doctorala
prezentd isi propune analiza complexd a multiplelor componenetelor celulare si moleculare
interstitiale cardiace aflate Tn inter-relatie la nivelul miocardului ischemic, realizata pe tesut
uman. Descrierea si caracterizarea fenomenelor ischemice acute cardiace vor permite in
viitor tratamentul pacientilor cu IMA prin terapie de revascularizatie precoce, asociata cu
terapie tintitd antifibrotica care sd limiteze zona de infarct si sd reduca probabilitatea de
aparitie a modificarilor de remodelare ventriculara
Obiectivele studiului
Obiectivele generale ale cercetarii doctorale au vizat analiza si caracterizarea morfologica si
imunohistochimica a modificarilor in micromediul cardiac din leziunile ischemice, centrate
pe populatiile celulare non-cardiomiocitare, avand in vedere implicarea acestora in procesul
reparator cardiac si potentialul terapeutic.

Realizarea obiectivelor a implicat:

- Documentarea si elaborarea criteriilor de selectie pentru alcatuirea loturilor de lucru;

- Recoltarea postnecropsica a fragmentelor cardiace de interes;

- Evaluarea histologica a cazurilor incluse in loturile de studiu;

- Testarea imunohistochimica pentru: VIM, SMA, CD34, CD56, CD68, CD117, MMP-9,
Col I, Col IV si Tn-C;



- Identificarea si caracterizarea imunohistochimica a fibroblastelor din miocardul VS 1n lotul
martor;

- Imunofenotiparea fibroblastelor si miofibroblastelor cardiace ventriculare in miocardul
ischemic;

- Identificarea imunohistochimica a celulelor inflamatorii interstitiale la nivelul miocardului
ischemic;

- Identificarea imunohistochimica a celulelor stem cardiace (CSC);

- Caracterizarea imunohistochimica a ECM;

- Coroborarea datelor obtinute si analiza statistica a rezultatelor.

Cercetarea doctorala a fost realizatd prin intermediul a trei studii morfopatologice si
imunohistochimice aflate in interdependentd unul fatd de celdlalt, care s-au axat pe
identificarea si caracterizarea din punct de vedere histopatologic si imunohistochimic a
principalelor componente ale micromediului cardiac din leziunile ischemice. ECM are rol
esential in organizarea micromediului tisular, prin medierea interactiunii miocit-interstitiu,
cresterea, migrarea si diferentierea celulard, iar cresterea rigiditatii ECM afecteaza
deopotriva si aceste proprietati.

Teza de doctorat prezenta a avut o serie de limitari, in primul rand de naturd
materiald, nedispunand de tehnici de microscopie electronicad si tehnici genetice pentru
analiza ultrastructurala celulara si biomoleculara. Toate fragmentele tisulare au fost obtinute
in urma efectudrii necropsiilor anatomo-patologice, la pacienti ce au avut diagnosticul de
deces ischemia cardiaca.

In viitor, dezvoltarea tehnicilor de endobiopsiere cardiaci vor permite obtinerea de
tesut cardiac folosit pentru testarea imunohistochimica a unui panel de anticorpi care sa ofere
date despre procesul fibrotic, inflamatie, compozitia celulard si moleculard a ECM si sa
deschida calea spre o terapie cardiaca personalizata.

Metodologia generald a cercetarii

Lucrarea de fatd este un studiu retrospectiv ce include fragmente de tesut cardiac
recoltate de la un numar de 78 de pacienti decedati in perioada 2012-2021, cu patologie
ischemicd acutd miocardicd, selectati dint-un numar total de 636 de necropsii efectuate in
cadrul Departamentului de Anatomie Patologica al Spitalul Universitar de Urgenta din

Bucuresti.



Criteriile de includere in studiu au fost reprezentate de: leziuni ischemice acute si
cronice, infarct miocardic In diverse faze de evolutie si leziuni ischemice acute asociate cu
infarcte miocardice vechi.

Criteriile de excludere din studiu au fost reprezentate de leziunile cardiace cronice
non-ischemice, de tipul sclerolipomatozei, leziunilor miocardice degenerative, cardiopatiei
hipertensive, leziunile infectioase.

Lotul martor a fost constituit din 10 cazuri de tesut cardiac de la pacienti decedati, al
caror diagnostic principal de deces a fost diferit de leziunile ischemice acute cardiace.

Pacientii sau apartindtorii acestora au fost informati si si-au dat consimtdmantul
pentru utilizarea tesuturilor prelevate in scop de diagnostic si cercetare. Studiul tesuturilor
necropsice a fost condus in acord cu legislatia nationala privind utilizarea cadavrelor in scop
de cercetare (inclusiv Legea 104/2003 privind manipularea cadavrelor umane) si cu
principiile generale ale Declaratiei Universale ale Drepturilor Omului.

Din documentele medicale ale pacientilor au fost analizate date generale referitoare
la varsta si gen, precum si date anamnestice referitoare la patologia clinicd asociata: cardiaca,
pulmonara, hepatica, diabet zaharat, obezitate. Datele clinice au fost ulterior coroborate cu
diagnosticele macroscopice, microscopice si IHC elaborate dupa efectuarea necropsiilor.

Lucrarea este structuratd in trei studii histopatologice si imunohistochimice,
interconectate Tntre ele, ce au avut drept scop analiza exhaustiva a micromediului cardiac din
cadrul leziunilor ischemice, realizata pe un lot semnificativ de fragmente tisulare.

Studiul initial, prezentat in cadrul capitolului 6, a vizat descrierea macroscopica si
microscopicd, in coloratiile uzuale HE si VG, ale leziunilor ischemice identificate, precum
si analiza datelor clinice ale celor 78 de pacienti selectati, Tn vederea caracterizarii
imunohistochimice. Analiza afectarii cardiace preexistente este deosebit de importanta
deoarece pacientii cu IMA dezvolta remodelare ventriculara postinfarct, ce se caracterizeaza
printr-o dilatare ventriculara, asociata cu disfunctie sistolica un timp variabil, saptaméni sau
luni, dupa producerea IMA. Dilatarea cavitatilor ventriculare post-IMA se produce prin
redistribuirea cardiomiocitelor restante si modificari ale matricei interstitiale sub actiunea
citokinelor si chemokinelor eliberate de catre celulele inflamatorii.

Tn lotul studiat varsta pacientilor a fost cuprinsa intre 47 si 95 ani, iar varsta medie a
fost 71,3 de ani, cu o usoara preponderentd masculina (48 barbati : 30 femei). Cazurile au
fost astfel selectate incat sa cuprinda intreg spectrul leziunilor ischemice, asa cum este

reprezentat in graficul din fig. 1.



Distributia cazurilor in functie de durata
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Fig.1: Distributia cazurilor din lotul studiat in functie de durata leziunii ischemice

Cazurile studiate au prezentat leziuni ischemice cu localizare variabila la nivelul VS,

majoritatea fiind situate la nivelul peretelui posterior si antero-lateral (fig.2).
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Fig. 2: Distributia cazurilor in functie de localizarea IMA

Din analiza datelor clinice obtinute prin studierea foilor de observatie clinica,
coroborate cu aspectul macroscopic al cordului examinat Tn timpul necropsiei, am constatat
ca un procent de 92,3 % dintre pacienti (72 cazuri) au prezentat leziuni de cardiomiopatie
hipertrofica si dilatativa.

In cazurile analizate numarul pacientilor cu leziuni preexistente de cardiomiopatie
dilatativa, caracterizate prin dilatare ventriculara cu reducerea functiei sistolice, a fost triplu
fatd de numarul cazurilor asociate cu modificari de cardiomiopatie hipertrofica, caracterizate
prin ingrosarea concentrica, circumferentiala a peretelui VS. Aproximativ trei sferturi dintre
cazurile analizate au asociat leziuni de ateromatoza coronariand si aortica. Microscopic,

necroza cardiomiocitard se caracterizeaza prin disparitia nucleilor si eozinofilia
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citoplasmatica intensd, cu disparitia striatiilor transversale. Distructia celulara este urmata
de infiltrarea zonei de infarct cu numeroase polimorfonucleare neutrofile, macrofage,
limfocite, plasmocite si aparitia tesutului de granulatie (fig. 3).

La doua cazuri leziunile ischemice extinse au fost asociate si cu ruptura peretelui
cardiac. Tn aceste cazuri pacientii nu au prezentat comorbidititi si nici leziuni cardiace
preexistente episodului ischemic. Microscopic, s-a evidentiat IMA transmural intins cu
durata de minim 72 de ore, solutie de continuitate la nivel epicardic cu bogata hemoragie in
miocardul subjacent, ce diseca si distorsioneaza arhitectura tisulara, leziuni hipoxice
miocardice, congestie vasculard, miocardofibroza interstitiala si perivasculara si microfocare
hemoragice interstitiale Tn tesutul conjunctivo-adipos subepicardic.

Microscopia optica clasica a relevat in toate cazurile din lotul de interes, cu
antecedente patologice cardiace non-infarct, diverse grade de miocardofibroza interstitiala
si perivasculard, uneori si subendocardica, de la depuneri conjunctive discrete pana la o
sclerozd accentuatd, cu dezorganizarea si disocierea pe alocuri a fibrelor miocardice.

Modificarile fibrotice au fost evidentiate in coloratia VG, sub forma de travee, arii cu forme

si dimensiuni variate situate interstitial (fig.4).

D h e VAR T S RS
Fig.3. IMA cu durata 3-4 zile; arie de Fig.4. Cardiomiopatie hipertrofica; benzi
necroza miocardica Inlocuita de tesut de de colagen cu grosime variabila,
granulatie si vas sangvin adiacent, identificate interstitial; VG, 40x

trombozat; HE, 40x

Studiul 11, prezentat Tn cadrul capitolului 7, a vizat analiza si caracterizarea
populatiilor de celule fibroblastice, miofibroblastice, celule pericitare, CSC si celule
inflamatorii de la nivelul interstitiului cardiac din cadrul leziunilor ischemice, n raport cu
faza de evolutie a IMA, precum si 1n functie de localizarea IMA la nivelul peretelui VS. La

ntreg lotul de 78 de cazuri cu leziuni ischemice am studiat expresia IHC pentru vimentina
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(VIM), a-actina muschiului neted (SMA), CD34 si CD68, cu rol in identificarea populatiei
de fibroblaste / miofibroblaste, caracterizarea neoangiogenezei postinfarct si a raspunsului
inflamator.

In prima parte a studiului II am descris populatia celulard cea mai dinamica si
versatild de la nivel cardiac, reprezentata de fibroblaste, aflata in dependenta directa cu
populatia de celule miofibroblastice. Studii recente au aratat ca fibroblastele reprezinta doar
< 20% din celulele non-cardiomiocitare interstitiale, populatia celulard cea mai numeroasa
de la nivelul micromediului cardiac fiind reprezentata de celulele endoteliale, ca dovada a
vascularizatiei miocardice bogate.

Rezistenta sporita la ischemie, distributia ubicuitara in interstitiul cardiac,
interactiuna dinamica cu cardiomiocitele si potentialul de sintezi de mediatori pro-
inflamatori, au facut ca fibroblaste sa fie considerate celule santinela ce identifica leziunile
iIschemice si determina reactie inflamatorie.

Au fost descrise mai multe populatii de celule fibroblastice: prin inglobarea de
miofibrile contractile de tipul actinei se transforma in miofibroblaste, fibroblastele
inflamatorii secreta diverse citokine si chemokine cu rol in orchestrarea reactiei inflamatorii;
au fost descrise fibroblaste cu proprietati fagocitice si fibroblaste cu rol in neoangiogeneza.

Pentru identificarea fibroblastelor am utilizat imunocolorarea cu vimentina, iar
pentru identificarea miofibroblastelor am realizat imunocolorarea cu SMA. Pe lotul ales am
cercetat existenta corelatiilor statistice Tntre populatia de celule fibroblastice si populatiile
de celule fibroblastice si inflamatorii.

Populatia cea mai abundenta de celule fibroblastice am identificat-o la pacientii cu
IMA cu durata 3-4 zile. Pe masura avansarii ischemiei, populatia fibroblastica descreste,
fiind Tnlocuita de miofibroblaste. Nu am identificat variatii ale populatiei fibroblastelor
legate de varsta pacientului.

In cazurile de IMA subendocardic reperfuzia precoce prin intermediul fluxului
sangvin de la nivelul cavitatilor ventriculare a determinat activarea rapida a mecanismelor
compensatorii. Imunohistochimic am constatat cresterea in distributie a fibroblastelor, cu
dispozitie relativ uniforma, interstitiald la nivelul miocardului perilezional.

Tn schimb, n cazurile in care nu s-a produs fenomenul de reperfuzie precoce,
obstructia coronariand totald a avut drept consecinta infarct miocardic extins, cu necroza
transmurald marcata. In aceste cazuri populatia fibroblastelor a fost redusa dramatic, fiind

distrusa prin ischemie, Tmpreuna cu cardiomiocitele si majoritatea celulelor interstitiale.
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Acest mecanism ar putea explica evolutia in cele doua cazuri asociate cu ruptura peretelui
cardiac, in care ischemia masiva a determinat si scaderea populatiei celulare fibroblastice.

Aparitia miofibroblastelor este in corelatie directa cu populatia de fibroblaste
prezente interstitial. Celulele miofibroblastice au fost identificate prin pozitivarea
citoplasmatica la SMA cu grade variate ale intensitatii imunocolorarii. Miofibroblastele sunt
celule de talie medie, fusiforme, cu nucleu central, alungit si citoplasma redusa cantitativ, cu
numeroase prelungiri, distribuite in interstitiul cardiac (fig.5).

Raspunsul inflamator este un proces complex care joaca un rol esential n reparatia
cardiaca. Faza initiala este cea inflamatorie, cu durata cuprinsa intre 3 si 72 de ore dupa
producerea evenimentului ischemic. Faza inflamatorie ar putea fi, la randul ei, subimpartita
in trei faze succesive: o faza initiala de ,,alarma” caracterizatd prin eliberarea de diverse
fragmente proteice din cardiomiocitele necrotice ce stimuleazd reactia inflamatorie
ulterioara, faza de mobilizare leucocitarad si faza de rezolutie a inflamatiei. Eliberarea de
matrikinine rezultate din degradarea de catre granulocite a fibrelor miocardice necrotice si a
matricei celulare determina sinteza si acumularea de monocite la nivelul zonei de infarct.

Corelatia directa statistic calculata intre CD 68 si CD34 (r =0.534 , p<0.005) ar putea
explica rolul populatiei de celule histiocitare prezente in tesutul de granulatie Tn aparitia de
noi structuri vasculare. Neoangiogeneza, la randul ei, determina acumularea de noi celule
inflamatorii la locul injuriei miocardice. Histiocitele stimuleaza neoangiogeneza prin sinteza
de PDGF curol in cresterea activitatii mitotice a celulelor endoteliale si musculare a peretelui
vascular.

Tn lotul studiat nu existd corelatii statistice intre populatia de celule fibroblastice
identificate imunohistochimic cu VIM si infiltratul inflamator macrofagic, cele doua
variabile fiind independente statistic.

Tn studiul efectuat nu am identificat corelatii statistic semnificative Tntre infiltratul
inflamator histiocitar si populatia de celule miofibroblastice implicate in reparatia cordului
postinfarct. Desi ambele populatii celulare au un rol important in sinteza diverselor citokine
implicate in remodelare, dinamica populatiilor lor reprezinta markeri independenti.

O populatie celularda la fel de numeroasa si versatila precum cea fibroblastica,
analizata in studiul al doilea a fost reprezentata de cea a celulelor pericitare, identificate IHC
prin pozitivare la SMA.

Pericitele sunt celule vasculare incluse in membrana bazald microvasculara, ce
marginesc peretii capilarelor, venulelor si arteriolelor terminale. Alaturi de rolul Tn

homeostazia microvasculara, o serie de studii au aratat ca pericitele sunt implicate intr-o
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serie larga de raspunsuri celulare, incluzand: inflamatie, fibroza, reparatie tisulara si
regenerare tisulara. Prezente si Tn tesutul cardiac normal, numarul pericitelor creste in
conditii de IMA, fiind identificate cu precadere la nivelul tesutului de granulatie tanar.

La nivelul peretelui capilarelor de neoformatie din tesutul de granulatic a fost
identificata o populatie numeroasa de celule pericitare prin pozitivare cu SMA. In cazurile
analizate raportul celulelor endoteliale : celule pericitare = 3:1. Importanta identificarii si
caracterizarii populatiei pericitare cardiace este datoratd potentialului terapeutic in
regenerarea miocardiocitara, atat prin implicarea in neoangiogeneza, cat si printr-un posibil
switch urmat de sinteza de cardiomiocite.

Datorita rolului lor Tn inflamatie, neoangiogeneza si n sinteza factorilor de crestere,
utilizarea celulelor pericitare pare sa aiba rezultate promitatoare in terapia leziunilor
ischemice. Studii experimentale au aratat ca administrarea pericitelor intramiocardic ar putea
proteja cordul cu infarct impotriva remodelarii, prin actiunea angiogenica si antiapoptotica,
datorata efectelor paracrine asupra cardiomiocitelor, fibroblastelor si celulelor vasculare.

Provocarea celui de al doilea studiu a fost reprezentata de identificarea la nivelul
micromediului cardiac, prin imunocolorare cu CD 117 / c-kit, a celulelor stem endogene,
situate n unitati morfo-functionale cardiace, cunoscute drept nise de CSC.

Aceasta entitate morfologica, nisa de CSC, furnizeaza o structura reglatorie pentru
celulele stem si, prin intermediul micromediului, stimuleaza proliferarea cardiomiocitara,
migrarea celulara si transformarea celulelor stem in cardiomiocite Tn cadrul reparatiei
cardiace.

CSC endogene reprezinta o populatie restransa de celule imature, ce are toate
caracteristicile celulelor stem: autoregenerare, clonalitate, multipotenta, capacitatea de
diferentiere in cardiomiocite, celule musculare netede si celule endoteliale cu trasaturi
genotipice miocardiocitare, localizate preponderent la nivelul atriilor si pericardului
ventricular si cu expresiec imunohistochimica specifica reprezentata de pozitivare la
anticorpii CD 117, CD 34, CD105, Rex1, Nanog si Sox2.

Analiza comparativa a zonelor de IMA cu zonele de IMC a aratat o crestere usoara a
celulelor c-kit+ la nivelul cordului cu leziuni ischemice vechi, asociate clinic cu diverse

grade de hipertrofie musculara ventriculara (Fig.6).
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Fig.5. IMA cu durata 6 zile; proliferare de Fig.6. IMC 6-7 zile; CSC identificata
celule miofibroblastice; IHC, SMA, 200x interstitial; IHC, CD117, 400x

Studiul I a vizat analiza si caracterizarea compozitiei ECM, prin testare IHC a
principalilor “actori” cu rol in remodelare: Col I, Col IV, Tn-C, MMP 9 si CD34 la nivelul
fragmentelor cardiace din lotul de 78 de cazuri si corelarea statistica a rezultatelor obtinute.

Matricea colagenica cardiacd normala este constituita in principal (70%) din Col I,
dispus predominant sub forma de benzi groase la nivelul epimisiumului si perimisiumului,
in timp ce Col III formeaza benzi subtiri la nivel endomisial. Compozitia ECM are un rol
determinant in evolutia proceselor regenerative si reparatorii cardiace. Modificarile
calitative si cantitative ale EMC determinad cresterea rigiditatii ECM, care implica scaderea
compliantei ventriculare stangi, cu afectarea hemodinamicii ventriculare.

Fibroza miocardica este rezultatul unui dezechilibru in metabolismul colagenului, ce
implica cresterea sintezei fibrelor de colagen, concomitent cu reducerea degradirii lor. In
procesul fibrotic sunt implicate mai multe tipuri celulare, fie prin actiune directa
(miofibroblastele), fie prin actiune indirecta: macrofage, limfocite, celule endoteliale,
cardiomiocite.

Cercetarea a urmarit dinamica Col I, colagen fibrilar, principalul constituent al ECM,
n raport cu un tip de colagen non-fibrilar, Col IV, consecutiv evenimentelor ischemice. La
nivelul miocardului restant am constatat depuneri de colagen, initial fibre de colagen tip III,
friabil, reprezentat de fibrele de reticulind, care este inlocuit apoi in evolutie de colagen mult
mai robust, de tip I si II. Fibrele de reticulina realizeaza o retea laxa, continud, cu dispozitie
perpendiculara pe cardiomiocite, comparativ cu fibrele de colagen I, mult mai dense, cu
distributie compacta, paraleld cu fibrele miocardice.

Toate cazurile studiate au prezentat cresterea fibrozei la nivelul ECM, comparativ cu

lotul martor. Fragmentele cardiace din lotul studiat au prezentat ingrosare subendocardica
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variabild, obiectivatd prin depunerea de benzi de Col I si Col IV si proliferare
miofibroblastica.

Tntr-un numar de 45 cazuri, reprezentate de 26 de fragmente cu leziuni IMA cu durata
4-7 zile s1 19 cazuri de IMA cu durata mai mare de 7 zile, la care pozitivarea interstitiala
pentru Col | a avut intensitate medie-mare (2-3), am realizat analiza statisticd comparativa
cu populatia miofibroblastici identificata prin pozitivarea citoplasmatica la SMA. Tn cazurile
analizate, am constatat cresterea depunerii interstitiale de Col I, concomitent cu cresterea
populatiei de miofibroblaste, posibil datorita rolului pe care il are aceasta populatie celulara

in sinteza de Col I si reparatia post IMA (Fig. 7).
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Fig. 7. Analiza comparativa, semnificativa statistic, intre populatia de

miofibroblaste si fibrele de Col I

Analiza comparativa intre imunoexpresia interstitiala a Col I s1 Col IV realizata pe
fragmentele cardiace cu leziuni ischemice acute si cronice nu a aratat corelatii semnificative
statistic intre cele doua variabile.

Studiul de fata a evidentiat modificari in microvascularizatia cardiaca, atat sub aspect
calitativ cat si cantitativ. Raspunsul angiogenic robust post-IMA debuteaza in tesutul
miocardic adiacent zonei de IMA si se extinde ulterior la nivelul zonei de necroza
miocardica. Din punct de vedere calitativ a fost evidentiatd ingrosarea tunicii medii a
arteriolelor de calibru mare si mediu si depunerea de colagen interstitial perivascular in jurul
capilarelor. Hipoxia secundard ischemiei determind cresterea densitdtii microvasculare
identificata initial in zona de infarct, in contextul tesutului de granulatie. Modificarile de
neovascularizatie se caracterizeaza prin aparitia de numeroase vase mici, de tip capilar, cu

lumen neregulat (fig.8).
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Fig.8. IMA cu evolutie de 7 zile; retea de neovascularizatie bogata, cu numeroase vase de
calibru mediu si mic, dezvoltata in jurul unei zone de ischemie cronica prelungita; CD34,

100x

MMP-azele sunt sintetizate in faza inflamatorie a ischemiei, fiind implicate in
reparatia si remodelarea post-IMA. Studiul doctoral a vizat analiza expresiei MMP-9,
citokina sintetizata precoce la nivelul miocardului ischemic.

Tn studiul actual am identificat imunohistochimic MMP-9 precoce la nivel tisular in
cazurile de IMA cu durata mai mica de 3 ore. In lotul studiat imunoexpresia interstitiala
pentru MMP-9 a fost maxima in cazul leziunilor ischemice cu durata ischemiei cuprinsa
intre 3 ore si 3 zile. Pe fragmentele miocardice cu leziuni ischemice cu durata mai mare de
7 zile nu s-a mai detectat MMP-9, date in concordanta cu literatura de specialitate.

Tn-C este o proteinad hexamerica multimodulara, fara expresie IHC in cordul normal,
insa secretata si depozitatd interstitial in leziunile cardiace caracterizate prin remodelare.
Imunoexpresia Tn-C se coreleaza direct cu prezenta miofibroblastelor in jurul zonei de
infarct, ceea ce arata rolul Tn-C in remodelarea ventriculara post IMA.

Corelatia statistica directa intre populatia celulara miofibroblastica si expresia Tn-C
la nivelul ECM confirma rolul pe care il are sinteza Tn-C in fazele initiale, inflamatorie si
proliferativa, ale IMA. Analiza comparativa intre imunoexpresia interstitiala a Tn-C 1n
cazurile de IMA cu durata ischemiei miocardice cuprinsa intre 3 ore si 7 zile si populatia de
macrofage, identificatd imunohistochimic cu CD 68, a aratat corelarea directa intre cei doi
markeri imunohistochimici. Imunoexpresia interstitiald a Tn-C identificata la nivelul
miocardului perilezional s-a corelat direct statistic, cu un indice de corelatie Pearson r=0.53

cu imunoexpresia, MMP-9.
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Avand Tn vedere ca atat secretia MMP-9 cit si a Tn-C are loc precoce in evolutia
IMA, ambii markeri fiind cunoscuti cu rol predictiv in aparitia remodelarii cardiace post-
IMA, propun testarea IHC a acestor anticorpi pe biopsiile miocardice la pacientii cu ischemie

acutd, In scopul aplicarii unei terapii tintite cardiace.

Concluzii si contributii personale

Teza doctorald de fatd s-a axat pe cercetarea interactiunilor dinamice Iintre
cardiomiocite si populatiile celulare non-cardiomiocitare din micromediul cardiac, avand in
vedere cd bolile ischemice cardiovasculare reprezintd, in prezent, principala cauza de
morbiditate si mortalitate. Tn studiul efectuat, procentul necropsiilor la pacienti decedati prin
afectiuni ischemice cardiace a fost de 12,2% din totalul necropsiilor efectuale la pacienti
adulti decedati in perioada 2012-2021, in cadrul sectiei de Anatomie Patologica a SUUB.

In cadrul studiului 1, prezentat n cap. 6, am realizat o analiza histologica exhaustiva
pe un lot de 78 de cazuri de leziuni ischemice recoltate post-necropsic. Trei sferturi dintre
cazurile analizate au asociat modificari importante de ateromatoza aortica si coronariana.

Capacitatea redusa de regenerare miocardicd face ca vindecarea cordului post-
infarct sd se realizeze prin mecanisme complexe de fibrozad de inlocuire, care implica
interactiuni dinamice Intre populatiile celulare interstitiale si ECM.

Tn cadrul studiului 11, dezvoltat in cap.7, am realizat identificarea si caracterizarea
imunohistochimica a populatiilor celulare non-cardiomiocitare interstitiale. Am constatat
existenta unei corelatii directe intre populatiile de celule fibroblastice si miofibroblastice,
date asemanatoare cu cele existente n literatura de specialitate.

Populatia celulara cardiaca cu cel mai mare potential de modulare fenotipica si
terapeutica este reprezentata de fibroblaste. Activarea fibroblastelor secundar leziunilor
ischemice cardiace reprezintd un raspuns reparator critic cu rol in pastrarea geometriei si
functiei cardiace. Modificarile dinamice din timpul fazei proliferative genereazd semnale
biochimice ce determina conversia fibroblastelor Tn miofibroblaste, precum si proliferarea
unei retele microvasculare de neoformatie.

La nivelul interstitiului cardiac am identificat trei tipuri principale de fibroza: fibroza
reparativa sau de inlocuire - ce implica constituirea de cicatrici fibro-conjunctive in zonele
de necroza miocardica, fibroza reactiva - caracterizata prin depunerea de fibre colagenice in

interstitiul cardiac, in jurul cardiomiocitelor si fibroza perivasculara.
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Dezvoltarea fibrozei interstitiale miocardice se afla intr-un echilibru dinamic ntre
factorii fibrolitici reprezentati de MMP-aze si colagenaze si factorii fibrogenici ce cresc
depunerea de colagen. Fibroza de inlocuire implica formarea unei cicatrici dense, rezistente
la actiunea factorilor litici, ce creste rigiditatea peretilor ventriculari si determina aparitia
aritmiilor i a insuficientei cardiace.

Complexitatea raspunsului fibroblastic asociat cu heterogenitatea conditiilor
fiziopatologice fibrotice miocardice Tngreuneaza dezvoltarea unor strategii anti-fibrotice in
leziunile ischemice cardiace. Plasticitatea fenotipica a fibroblastelor cardiace ar putea fi
dirijata utilizand strategii de reprogramare genica, prin supraexpresia unui set de factori de
transcriptie timpurii cardiaci, spre sinteza de cardiomiocite functionale si repopularea
miocardului distrus prin ischemie.

Analizand relatia dintre infiltratul inflamator histiocitar si formarea de noi lumene
vasculare, am constatat ca cele doud variabile prezintad o corelatie directa, ceea ce explica
rolul populatiei de celule histiocitare prezente in tesutul de granulatie in aparitia de noi
structuri vasculare. Neoangiogeneza, la randul ei, determind acumularea de noi celule
inflamatorii la locul ischemiei miocardice. Histiocitele stimuleaza neoangiogeneza prin
sinteza de PDGF cu rol in cresterea activitatii mitotice a celulelor endoteliale si musculare a
peretelui vascular.

O contributie importanta este reprezentatd de identificarea in cadrul studiului II,
cap.7, a CSC rezidente 1n interstitiul cardiac, in vecinatatea cardiomiocitelor si capilarelor
vasculare, situate in unitati morfo-functionale numite nise cardiace. Medicina regenerativa
s terapiile bazate pe celule stem de care vor beneficia in viitor pacientii cu leziuni ischemice
cardiace vor viza modificari la nivelul compozitiei nisei cardiace, pentru stimularea turn-
overului cardiomiocitar, migrarii si diferentierii CSC in cardiomiocite adulte in timpul
reparatiei cardiace.

Studiul privind analiza si caracterizarea ECM realizat in capitolul 8 are un caracter
inovativ, atat prin multitudinea markerilor IHC investigati cat si prin centrarea asupra inter-
relatiilor dintre elementele celulare ale ECM si mediatorii umorali eliberati in timpul
ischemiei.

Compozitia ECM influenteaza terapiile regenerative cardiace, in sensul ca un
micromediu cu rigiditate crescutd determind hipertrofia cardiomiocitelor, scade viabilitatea
celulelor stem cardiace rezidente interstitial si diminueaza capacitatatea de transformare a

celulelor stem n cardiomiocite. Rolul fragmentelor matriciale in reglarea raspunsului celular
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fibrogenic si angiongenic dupa producerea IMA nu este Incd pe deplin elucidat, ceea ce
deschide noi perspective in cercetarile viitoare.

In cadrul capitolului 8 am realizat caracterizarea modificarilor de fibroza interstitiala
postischemica, prin analiza [HC a sintezei unui colagen fibrilar (Col I) si a colagenului non-
fibrilar Col V.

Leziunile ischemice cardiace si IMA se asociazd cu modificari dinamice in
compozitia si structura ECM. Utilizand tehnica de IHC, am identificat la nivelul ECM o
serie de elemente celulare si structurale reprezentate de fibre de Col IV, fibre de Col I, MMP-
9, Tn-C si o vascularizatie bogata, elemente implicate in reparatia post-ischemie, prin
mecanisme de fibroza, hipertrofie cardiomiocitard si remodelare post-IMA. Interactiunile
complexe iIntre aceastd multitudine de factori genereazd un micromediu unic ce asigura
functionalitatea ritmica cardiomiocitara. Orice dezechilibru aparut la nivelul structurii sau
compozitiei matriciale determind afectarea retelei reglatorii complexe cardiace, urmat de
remodelare.

Sinteza de Col I are rol in realizarea unei retele ce mentine integritatea cardiaca,
limiteaza expansiunea infarctului si previne remodelarea.

Inhibarea secretiei de MMP-9 se asociaza cu scaderea neoangiogenezei si scaderea
fibrozei, ceea ce constituie un instrument valoros in terapia anti-IMA, pentru prevenirea
remodelarii si aparitia insuficientei cardiace.

Cel mai important aspect clinic la pacientii cu IMA a fost reprezentat de
remodelarea ventriculara post-infarct, care se caracterizeaza prin dilatare ventriculara,
asociata cu disfunctie sistolica un timp variabil, sdptamani sau luni, dupa producerea IMA.

Dilatarea cavitatilor ventriculare post-IMA se explicA prin rearanjarea
cardiomiocitelor restante si degradarea matricei interstitiale sub actiunea MMP-azelor si
celulelor inflamatorii.

In cadrul studiului 1ll, din cap.8, am realizat identificarea Tn-C la nivelul
interstitiului cardiac in fazele evolutive ale ischemiei, pe care le-am corelat cu datele clinice
ale pacientilor. Imunoexpresia Tn-C se coreleaza direct cu populatia miofibroblastelor din
vecinatatea zonei ischemice, ceea ce aratd rolul Tn-C in recrutarea directa a fibroblastelor /
miofibroblastelor in zona de ischemie miocardica si remodelare ventriculara post IMA. Tn-
C stimuleaza migrarea fibroblastelor la locul injuriei miocardice, accelereaza transformarea
fibroblast-miofibroblast si promoveaza reparatia miocardului, prin facilitarea actiunilor
reparatorii cardiace. Cele doua cazuri de IMA complicate cu ruptura cardiaca au prezentat

imunocolorare difuza interstitiald la Tn-C, dovada a sintezei in exces a Tn-C in faza

20



inflamatorie a IMA, asociatd cu remodelare ventriculara, dilatarea cavitatilor ventriculare,
raspuns inflamator abundent si solutie de continuitate cardiaca. Pe viitor testarea IHC a Tn-
C pe endobiopsiile cardiace, corelata cu nivelul seric al Tn-C ar putea fi utilizate ca markeri
predictivi pentru remodelarea cardiaca si aparitia aritmiilor in cazul pacientilor cu boli
ischemice cardiace.

Réspunsul celular in cazul tesutului cardiac ischemic s-a Caracterizat prin cresterea
ECM, cu un raspuns matricelular crescut corelat cu nivelul inflamatiei, cu un gradient
chemotactic crescut pentru recrutarea macrofagelor, ce au condus la sinteza crescuta de
colagen si formarea cicatricii fibroase.

Ingrosarea endocardului asociati cu cresterea tesutului fibro-conjunctiv
subendocardic reprezinta un raspuns adapatativ al cordului la modificarile de volum ale VS.

Identificarea Col IV la nivelul zonei de IMA este un indicator al rolului pe care 1l are
acesta 1n procesul de reparatie post-ischemie. Distributia Col IV la nivelul zonei de IMA este
un proces dinamic, dependent temporal de momentul producerii ischemiei.

Dispozitia Col IV la nivelul ECM s-a caracterizat prin modificarea distributiei si
scaderea intensitatii imunocolorarii pericardice si cardiomiocitare, ca urmare a distrugerii
membranelor bazale in timpul ischemiei.

Caracterizarea neovascularizatiei din micromediul cardiac prezentata in studiul III,
din cap. 8, ar putea constitui baza de plecare intr-o modalitate terapeutica promitatoare in
tratamentul pacientilor cu IMA reprezentata de terapia proangiogenica.

Prezentul studiu doctoral s-a confruntat si cu o serie de limitari, pe de o parte de
naturd materiald, nedispunand de investigatii de microscopie electronica si investigatii
genetice, care sa intregeascd tabloul modificarilor ischemice cardiace pand la nivel
molecular si genetic.

O alta limita a studiului a fost reprezentata de dificultatea obtinerii esantioanelor de
investigat, care au fost recoltate exclusiv post-mortem (la necropsie), fara a avea posibitatea
de a recolta fragmente prin biopsie endomiocardica in vivo.

Ca directie de cercetare viitoare este necesard caracterizarea proteomicd si
functionald a tuturor populatiilor celulare prezente in ECM a codului uman, cu realizarea
unor “harti” de distributie celulara cardiaca, cu rol in facilitarea unei terapii tintite viitoare.
Avand in vedere ca raspunsul fibrotic este dependent de o serie de factori contextuali, este
util de dezvoltat strategii de identificare a pacientilor cu raspuns fibrotic excesiv si care ar

putea beneficia de terapie tintitd Impotriva stimulilor fibrogenici.
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Studiul si descrierea detailatd a modificarilor epigenetice, angiogenezei, cascadei
apoptozei ale ECM 1in leziunile ischemice si insuficienta cardiaca, precum si rolul reglator
al MMP-azelor, mARN si TIMP-azelor, vor furniza cheia pentru terapia tintita viitoare la

pacientii cu leziuni ischemice.
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