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Introdugao

A terapia celular pode ser uma nova opgdo terapéutica para pacientes cardiacos,
modificando o processo de remodelamento cardiaco e prevenindo a faléncia cardia-
ca pos-infarto. Estudos clinicos até o presente usaram células mononucleadas de
medula ossea, isoladas por centrifuga¢do em gradiente de densidade a partir de
aspirados de medula dssea da crista iliaca. Embora esta nova estratégia revolucio-
naria parega ser segura e melhorar a fung¢do cardiaca, resultados negativos surgi-
ram desafiando o futuro de terapias baseadas em células para o reparo cardiaco.
Aqui discutimos alguns resultados laboratoriais que podem explicar, pelo menos
parcialmente, as diferencas obtidas em protocolos similares. Uma andlise da corre-
lagdo entre a composi¢do celular da fragdo mononuclear do aspirado da medula
dssea e o éxito clinico da terapia indicou que os linfocitos ndo favorecem o reparo do
miocardio. Uma sele¢do negativa eliminando as linhagens do sistema imunitario
pode ser proposta para melhorar a terapia celular do miocardio. Rev. Bras. Hematol.
Hemoter. 2009;31(Supl. 1):82-86.
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Modelos experimentais tém demonstrado que a infu-
sdo de diferentes tipos celulares pode contribuir para a me-

A terapia celular tem se mostrado uma nova opgao para
tratar as cardiopatias relacionadas a isquemia do miocardio
pos-infarto. A terapia celular mais amplamente usada € o trans-
plante de medula dssea, na qual o tecido colhido reconstitui o
mesmo no recipiente, seja autdlogo ou heterélogo. Extensas
selegoes ou manipulagdes do material celular sdo raramente
indicadas ¢ usadas, e a preocupagdo essencial ¢ a protecdo
das células manipuladas de estresse e de agressdo fisica ou
quimica. No caso de terapias celulares do miocardio, na gran-
de maioria dos casos, a fonte de células transplantadas ndo ¢
o tecido cardiaco. A escolha e a manipulagdo das células re-
presentam, portanto, desafios grandes, para os quais as pro-
postas ainda estao longe de consenso cientifico e médico.

lhora da fungdo cardiaca apos infarto agudo ou isquemias
cardiacas cronicas. Entre os diferentes tipos celulares estu-
dados, infusdo de progenitores endoteliais isolados do san-
gue periférico ou medula 6ssea,'*** células mesenquimais
da medula 6ssea’**7 ou do tecido adiposo® ou células-tron-
co residentes expandidas in vitro, como as células-tronco
do miocardio®'® ou do epicardio,'' foram capazes de esti-
mular a revascularizagdo do miocardio, melhorando sua
fungdo.

No entanto, a maioria dos estudos clinicos tem-se res-
trito, até o momento, a infusdo, por diferentes vias, de células
mononucleares isoladas de aspirados da medula 6ssea por
centrifugagdo em gradiente de densidade.'*!” Esta opgao re-
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flete dois fatos. O conhecimento da coleta e manipulagao de
células da medula dssea ¢ embasado em ampla experiéncia.
Por outro lado, ¢ consenso atual que a medula 6ssea contém
progenitores hematopoéticos, endoteliais e mesenquimais, e
que todos podem participar direta ou indiretamente na
revascularizagdo e estabilizagdo da arvore vascular coro-
nariana e, potencialmente, na regeneragao de tecido muscu-
lar préprio.

Embora uma metanalise dos resultados publicados na
literatura tenha sugerido que haja uma melhora da fungao
cardiaca, esta ¢ discreta ¢ ¢ inegavel que em alguns casos
ndo se observou qualquer efeito.'® Por exemplo, em estudo
randomizado, duplo-cego, com o grupo controle dos paci-
entes recebendo placebo, e a infusdo por via intracoro-
nariana de células mononucleares de medula 6ssea, verifi-
cou-se uma melhora da fra¢do de eje¢do nos pacientes que
receberam as células.!® Outro estudo, também randomizado,
duplo-cego com placebo controlado, onde células mono-
nucleares de medula 6ssea foram também injetadas por via
intracoronariana, nao registrou melhora no quadro clinico
dos pacientes.”” Em seu conjunto, os estudos heterogéne-
os com diferentes resultados podem levar a severas criti-
cas, comprometendo a aplicagdo de terapias celulares. E
importante, portanto, identificar os motivos destes resulta-
dos discrepantes.

A importancia do método de isolamento e da
caracterizagao das células

Apesar das variagdes quanto ao nimero de células
injetadas, a via de administracdo e o periodo pos-infarto
agudo em que as células foram injetadas, resultados recen-
tes sugerem que possiveis diferengas no método de isola-
mento das células poderiam alterar propriedades funcio-
nais destas e, portanto, a qualidade do material inoculado,
o que levaria as diferencas observadas no resultado final.
Seeger e colaboradores* demonstraram que diferengas na
forma de armazenamento, na solugao de coleta ¢ armazena-
gem, ¢ mesmo no gradiente de densidade podem alterar a
purificagdo e funcdo de células derivadas de aspirados da
medula dssea. Os autores mostraram diferengas significati-
vas na recuperacao celular, especificamente de progenito-
res hematopoéticos (CD45* CD34" e CD45°CD133"), e na
capacidade funcional, incluindo a habilidade de induzir
revascularizag¢@o no modelo de isquemia de membros inferi-
ores, entre células mononucleares obtidas por centrifugagao
em Ficoll ou Lymphoprep. Além disso, a estocagem
overnight a 4°C em solugdo salina fisiolégica com plasma
autélogo heparinizado resultou em dimiui¢do da migragio
das células em resposta a quimiocina CXCL12 ,também co-
nhecida como SDF-1a (Stromal Derived Factor-1 o), quan-
do comparado com a estocagem em meio de cultura (ex vivo)
contendo soro autdlogo. Estes achados constituem uma
grande contribuig¢do para a area de terapias celulares niao

s6 em cardiopatias isquémicas, e indicam claramente a im-
portancia dos métodos de obtengdo das células e da carac-
terizagdo fenotipica e funcional da populagdo isolada.

Caracterizacao fenotipica e funcional da
populagdo mononuclear isolada de aspirados
de medula 6ssea de cardiopatas

Em estudos do nosso grupo, a inje¢do transendo-
cardica de células mononucleadas de medula 6ssea em pa-
cientes com isquemia cronica promoveu reducio da area
isquémica e melhora significativa em aproximadamente seis
meses dos sintomas ¢ da capacidade funcional do mio-
cardio."!" Ela foi sustentada por periodo muito mais longo,
e a recente revisdo dos pacientes, cinco anos apos a tera-
pia, mostra a manutencdo da melhora clinica e de qualidade
de vida em todos os paciente (Dohmann HFR et al., 2008,
observacdes ndo publicadas). Neste estudo, aspirados da
crista iliaca do paciente, coletados com heparina de baixo
peso molecular (Liquemine, Roche) foram imediatamente pro-
cessados. O gradiente de centrifugagdo para obtencdo do
anel de células mononucleadas foi realizado com Ficoll-
Paque Plus™ (Pharmacia, GE Life Science). As células fo-
ram diluidas em soro fisioldgico contendo 3% de albumina
humana e imediatamente transportadas, em ambiente refri-
gerado, para inje¢do nos pacientes. Portanto, o intervalo de
tempo entre a obtengdo da fracdo mononuclear e a injegao
ndo excedeu quatro horas.

Numerosas provas funcionais e de caracterizagao feno-
tipica da populagdo celular a ser injetada foram realizadas
com o objetivo de comprovar a capacidade funcional das
células.

A recuperagdo celular apds gradiente de Ficoll foi de
aproximadamente 25% (12%-38,6%), e as caracteristicas
fenotipicas desta populacdo foram avaliadas por citometria
de fluxo (Tabela 1). Utilizou-se o marcador CD45 para deter-
minar a populagao de leucocitos (leucogate) e o percentual
de progenitores hematopoéticos (CD34") com baixa expres-
sdo de CD45 (CD45™) foi quantificado utilizando-se o méto-
do de Ishage.”> A expressdo de HLA-DR na populacdo
CD34*CD45" foi verificada, pois esta correlacionada com a
diferenciagdo dos mesmos. Ou seja, 0os progenitores
hematopoéticos mais primitivos sdo negativos para HLA-
DR.* O porcentual de linfocitos T (CD3"), CD4 e CDS, e de
linfécitos B (CD19") foi determinado na leucogate, assim como
o de mondcitos (CD14%) e de células CD56", entre as quais se
encontram as células NK.

Embora a analise por exclusdo de corante (azul trypan)
demonstrasse que mais de 95% das células eram viaveis,
ensaios clonogénicos para verificar a capacidade de prolife-
racdo de progenitores hematopoéticos e de células mesen-
quimais do estroma foram realizados. A frequéncia de células
mesenquimais do estroma da medula dssea, também denomi-
nadas de células-tronco mesenquimais pela sua capacidade
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Tabela 1. Caracteristicas fenotipicas da populagdo mononuclear
isolada da medula éssea de pacientes cardiopatas

% na populacdo N° (x 109/10mL de

Fenctipo mononuclear medula 6ssea
CD450CD34+ 28(x1,6)* 1,1(x1,6)*
CD4509CD34 *HLA- DRO- 0,12 (+ 0,07) 0,06 (+ 0,03)
CD45*CD34*CD4* 27,6 (£9,6) 95(+£6,4)
CD45*CD34*CD8* 14,8 (£ 6,2) 47 (£3)
CD45*CD19* 10,1 (£ 5) 3,7 (x£3,3)
CD45*CD14* 10,5 (£ 3,9) 4,2 (£2,6)
CD45*CD56* 1,3(x0,4) 0,5(x0,3)

* Média (+SD)

de se diferenciar nas linhagens osteogénica, condrogénica e
adipogénica,? foi determinada pelo ensaio de formagao de
colonia de células fibroblastoides (CFU-F, Fibroblast-Colony
Forming Unit) como descrito anteriormente.” Ja a capacidade
de proliferacdao e diferenciagdo dos progenitores hema-
topoéticos foi avaliada pela formagao de colonia em meio
semissolido (sofi-agar) na presenca de fatores de crescimento
(CFU-GM, Granulocyte-Macrophage Colony Forming Unit).
A dispersao do nimero de CFU-F foi semelhante a dis-
tribui¢do das células CD45*°CD34" (Figura 1A). O niimero de
CFU-GM correlacionou-se diretamente (R* = 0,72) com o
porcentual de progenitores hematopoéticos (CD45-°CD34")
(Figura 1B). Esta correlagdo indica que aproximadamente uma
em trinta células CD45°CD34" (33,9 + 10,7) é capaz de formar
uma coldnia de células mieldides em meio semissolido. Esta
correlagd@o ¢ ainda mais estreita com a populagdo mais indi-
ferenciada, pois verificou-se que cada (1,4 £ 0,5) célula
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CD45°CD34'HLA-DR"" ¢ capaz de formar uma coldnia. Por-
tanto, o método de isolamento ndo afetou a capacidade
proliferativa destas células.

Correlagao da quantidade e do fenétipo de
células injetadas com o éxito da terapia

Os mecanismos da participacdo das diferentes fragdes
de células mononucleares obtidas e usadas na terapia do
miocardio nio sdo claros. Entretanto, o conhecimento deta-
lhado da composigdo da populagdo celular injetada em cada
um dos pacientes, junto com o acompanhamento clinico e
estudos dos parametros funcionais ap0s a terapia permitiram
uma analise post hoc das correlagdes entre estes parametros.
A Tabela 2 cita os dois conjuntos de dados submetidos a
analise de correlagdo, e a Tabela 3 as correlagdes detecta-
das.?*?” Nota-se uma clara correlagdo entre o niimero total
de células e o bom éxito da terapia. O conjunto de linfocitos
nao mostra uma correlacdo favoravel, e as células CD3+CD8+
e CD56+ mostram um efeito claramente desfavoravel. Como a
quantidade de células injetadas numa intervengao transendo-
cardica ¢ limitada, uma sele¢ao negativa de linfocitos pode
ter dois efeitos interessantes: permitir o aumento de células
que se mostram favoraveis a regeneragdo do miocardio, e
eliminar as populagdes ndo desejadas. A possibilidade de
sele¢@o negativa esta atualmente em estudo. Por outro lado,
as células que mostraram a correlagdo positiva pertencem
aos progenitores mais precoces, que representam uma parte
muito pequena da populagdo mononuclear total. O efeito fa-
voravel durador, melhorando o quadro clinico do paciente
durante pelo menos 8-12 semanas, sugere uma capacidade
de proliferagdo destas células, ou desencadeamento de

B
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Figura 1. Caracteristicas da populagdo mononuclear de medula 6ssea injetadas por via transendocardica. (A) Numero de progenitores
hematopoéticos (CD34* e CD34"HLA-DR") e de progenitores mesenquimais (CFU-F) na fragdo mononuclear de medula 6ssea; (B) Correlacdo
entre o numero de coldnias de granulécitos e macréfagos e o porcentual de células CD45°CD34* na fracdo mononuclear de medula 6ssea.
As células mononucleares foram obtidas por centrifugagado em Ficoll. O porcentual de células CD45°CD34+* foi determinado por citometria de

fluxo e o nimero de colbnias
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Tabela 2. Parametros caracterizando a populagéo celular injetada
e a evolugado funcional e da qualidade de vida dos pacientes
Marcadores fenotipicos Parametros funcionais do
determinados pela miocérdio determinados 2, 4,6 e
citometria de fluxo 12 meses apos a terapia

CD34 Extra-sistoles ventriculares
HLA DR Voltagem unipolar
c-kit Isquemia
CD45 Fibrose
CD14 QRT
CD3 Volume Sistélico Final
CD4 Volume Diastélico Final
cD8 indices:
CD19 NYHA
CD56 CCSAS
Ensaios Funcionais Qualidade de vida (questionarios)
CFU-GM SF36
CFU-F Minnesota

Tabela 3. Correlagdo entre os parametros da
populagéo celular injetada e a evolugéo funcional e de
qualidade de vida dos pacientes

Quantidade e fenétipo Corre_le_lgao Correla_gao
positiva negativa
Ndmero total de células e 9
densidade de células injetadas

CD34 6
CD34-CD45-ckit+ 8
CFU-F 5

CD4 2 4

CD8 17

CD56 12

CD19 4

fendmenos autossustentados no tecido receptor. Este acha-
do sugere a possibilidade de tentar expandir estas popula-
¢oes antes da injegdo. Para os CFU-F que correspondem apro-
ximadamente as células-tronco mesenquimais, isto € tecnica-
mente viavel, em condi¢des rigorosamente controladas.? Esta
linha de pesquisa esta sendo também atualmente prosseguida
em Varios grupos.

Em conclusdo, as terapias celulares do miocardio mos-
tram em seu conjunto resultados promissores, porém pouco
claros em termos de mecanismos envolvidos. A maioria dos
cientistas concordaria hoje que a questdo ndo ¢ mais se as
terapias celulares devem ser aplicadas, mas como devem ser
aplicadas.”? O conhecimento detalhado de células usadas e
de potenciais mecanismos que desencadeiam a evolugao fa-
voravel das cardiopatias graves ¢ um desafio para os proxi-
mos anos.
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Abstract

Cell therapy may provide a novel therapeutic option for cardiac
patients, modifying myocardium remodeling processes and
preventing post-infarction heart failure. Currently clinical studies
predominantly use bone marrow mononuclear cells isolated by
density gradient centrifugation of iliac crest bone marrow aspirates.
Although this revolutionary new strategy seems to be safe and to
improve myocardial function, negative data have emerged
challenging the future of cell-based therapy for heart repair. Here
we discuss some laboratory data that might explain, at least in part,
variations in outcomes using similar protocols. Analysis of the
correlation between the cell composition of the mononuclear fraction
of bone marrow aspirates and the clinical outcome of the therapy
has indicated that cells of the lymphocyte lineage are not beneficial
in myocardial regeneration. A proposal of selection to eliminate
these cells may improve cell therapy of infarcted myocardium. Rev.
Bras. Hematol. Hemoter. 2009,;31 (Supl. 1):82-86.

Key words: Stem cell; bone marrow; heart; myocardium, cell
therapy.

Referéncias Bibliograficas

1. Bartunek J, Vanderheyden M, Vandekerckhove B, Mansour S, De
Bruyne B, De Bondt P, et al. Intracoronary injection of CD133-
positive enriched bone marrow progenitor cells promotes cardiac
recovery after recent myocardial infarction: feasibility and safety.
Circulation. 2005;112(9 Suppl):1178-83.

2. Kocher AA, Schuster MD, Szabolcs MJ, Takuma S, Burkhoff D,
Wang J, et al. Neovascularization of ischemic myocardium by
human bone-marrow-derived angioblasts prevents cardiomyocyte
apoptosis, reduces remodeling and improves cardiac function. Nat
Med. 2001;7(4):430-6.

3. Orlic D, Kajstura J, Chimenti S, Jakoniuk I, Anderson SM, Li B, et
al. Bone marrow cells regenerate infarcted myocardium. Nature.
2001;410(6829):701-5.

4. Rota M, Kajstura J, Hosoda T, Bearzi C, Vitale S, Esposito G, et al.
Bone marrow cells adopt the cardiomyogenic fate in vivo. Proc
Natl Acad Sci USA. 2007;104(45):17783-8.

5. Chen SL, Fang WW, Ye F, Liu YH, Qian J, Shan SJ, ef al. Effect on
left ventricular function of intracoronary transplantation of
autologous bone marrow mesenchymal stem cell in patients with
acute myocardial infarction. Am J Cardiol. 2004;94(1):92-5.

6. Silva GV, Litovsky S, Assad JA, Sousa AL, Martin BJ, Vela D, et
al. Mesenchymal stem cells differentiate into an endothelial
phenotype, enhance vascular density, and improve heart function
in a canine chronic ischemia model. Circulation. 2005; 111
(2):150-6.

7. Toma C, Pittenger MF, Cahill KS, Byrne BJ, Kessler PD. Human
mesenchymal stem cells differentiate to a cardiomyocyte
phenotype in the adult murine heart. Circulation. 2002;105
(1):93-8.

8. Miyahara Y, Nagaya N, Kataoka M, Yanagawa B, Tanaka K, Hao
H, et al. Monolayered mesenchymal stem cells repair scarred
myocardium after myocardial infarction. Nat Med. 2006;12(4):
459-65.

9. Beltrami AP, Barlucchi L, Torella D, Baker M, Limana F, Chimenti
S, et al. Adult cardiac stem cells are multipotent and support
myocardial regeneration. Cell. 2003;114(6):763-76.




Rev. Bras. Hematol. Hemoter. 2009;31(Supl. 1):82-86

Rossi MID et al

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Urbanek K, Torella D, Sheikh F, De Angelis A, Nurzynska D,
Silvestri F, et al. Myocardial regeneration by activation of
multipotent cardiac stem cells in ischemic heart failure. Proc Natl
Acad Sci USA. 2005;102(24):8692-7.

Limana F, Zacheo A, Mocini D, Mangoni A, Borsellino G,
Diamantini A, et al. Identification of myocardial and vascular
precursor cells in human and mouse epicardium. Circ Res.
2007;101(12):1255-65.

Assmus B, Schichinger V, Teupe C, Britten M, Lehmann R, Débert
N, et al. Transplantation of Progenitor Cells and Regeneration
Enhancement in Acute Myocardial Infarction (Topcare-AMI).
Circulation. 2002;106(24):3009-17.

Dohmann HF, Perin EC, Borojevic R, Silva SA, Souza AL, Silva GV,
et al. Sustained improvement in symptoms and exercise capacity up
to six months after autologous transendocardial transplantation of
bone marrow mononuclear cells in patients with severe ischemic
heart disease. Arq Bras Cardiol. 2005;84(5):360-6.

Dohmann HF, Perin EC, Takiya CM, Silva GV, Silva SA, Sousa AL,
et al. Transendocardial autologous bone marrow mononuclear cell
injection in ischemic heart failure: postmortem anatomico-
pathologic and immunohistochemical findings. Circulation. 2005;
112(4):521-6.

Perin EC, Dohmann HF, Borojevic R, Silva SA, Sousa AL, Mesqui-
ta CT, et al. Transendocardial, autologous bone marrow cell
transplantation for severe, chronic ischemic heart failure.
Circulation. 2003;107(18):2294-302.

Perin EC, Dohmann HF, Borojevic R, Silva SA, Sousa AL, Silva
GV, et al. Improved exercise capacity and ischemia 6 and 12
months after transendocardial injection of autologous bone marrow
mononuclear cells for ischemic cardiomyopathy. Circulation.
2004;110(11 Suppl 1):11213-8.

Strauer BE, Brehm M, Zeus T, Kostering M, Hernandez A, Sorg RV,
et al. Repair of infarcted myocardium by autologous intracoronary

mononuclear bone marrow cell transplantation in humans.
Circulation. 2002;106(15):1913-8.

18. Abdel-Latif A, Bolli R, Tleyjeh IM, Montori VM, Perin EC, Hornung

19.

20.

21.

22.

CA, et al. Adult bone marrow-derived cells for cardiac repair: a
systematic review and meta-analysis. Arch Intern Med. 2007;167
(10):989-97.

Schéchinger V, Erbs S, Elsdsser A, Haberbosch W, Hambrecht R,
Hoélschermann H, et al. Intracoronary bone marrow-derived pro-
genitor cells in acute myocardial infarction. N Engl J Med. 2006;
355(12):1210-21.

Lunde K, Solheim S, Aakhus S, Arnesen H, Abdelnoor M, Egeland
T, et al. Intracoronary injection of mononuclear bone marrow
cells in acute myocardial infarction. N Engl J Med. 2006;355
(12):1199-209.

Seeger FH, Tonn T, Krzossok N, Zeiher AM, Dimmeler S. Cell
isolation procedures matter: a comparison of different isolation
protocols of bone marrow mononuclear cells used for cell therapy
in patients with acute myocardial infarction. Eur Heart J. 2007,
28(6):766-72.

Sutherland DR, Anderson L, Keeney M, Nayar R, Chin-Yee I. The
ISHAGE guidelines for CD34+ cell determination by flow
cytometry. International Society of Hematotherapy and Graft
Engineering. J Hematother. 1996;5(3):213-26.

23. Sutherland HJ, Eaves CJ, Eaves AC, Dragowska W, Lansdorp PM.

24.

Characterization and partial purification of human marrow cells
capable of initiating long-term hematopoiesis in vitro. Blood.
1989;74(5):1563-70.

Pittenger MF, Mackay AM, Beck SC, Jaiswal RK, Douglas R,
Mosca JD, et al. Multilineage potential of adult human
mesenchymal stem cells. Science. 1999;284(5411):143-7.

86

25.

26.

27.

28.

29.

Castro-Malaspina H, Gay RE, Jhanwar SC, Hamilton JA, Chiarieri
DR, Meyers PA, et al. Characteristics of bone marrow fibroblast
colony-forming cells (CFU-F) and their progeny in patients with
myeloproliferative disorders. Blood. 1982;59(5):1046-54.

Dohmann HF, Silva SA, Souza AL, Rossi MI, Takiya CM, Borojevic
R. Bone-marrow mononuclear cell therapy of severe ischemic
heart failure. C R Biol. 2007;330(6-7):543-9.

Silva SA, Rossi MID, Borojevic R, Sousa AL, Silva GV, Perin EC, et
al. Autologous bone marrow mononuclear cell transplantation
(ABMMCT) for patients with severe ischemic heart failure:
Correlation of the cells phenotypes with the analyzed clinical
variables. J. Cardiac Failure. 2006; 12:S40.

Colter DC, Class R, DiGirolamo CM, Prockop DJ. Rapid expansion
of recycling stem cells in cultures of plastic-adherent cells from
human bone marrow. Proc Natl Acad Sci USA. 2000;97(7):3213-8.

Murry CE, Field LJ, Menasché P. Cell-based cardiac repair: reflections
at the 10-year point. Circulation. 2005;112(20):3174-83.

Suporte Financeiro: APBCAM; CNPq; Faperj; Capes

Avaliacdo: O tema apresentado consta da pauta elaborada pelo
editor, Professor Milton Artur Ruiz, e coeditores deste suplemento,
Professores Sergio Paulo Bydlowski e Adriana Seber.

Conflito de interesse: ndo declarado

Recebido: 26/08/2008
Aceito: 03/10/2008





<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /All
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Warning
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJDFFile false
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /ColorConversionStrategy /LeaveColorUnchanged
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments false
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName (http://www.color.org)
  /PDFXTrapped /Unknown

  /Description <<
    /FRA <>
    /ENU (Use these settings to create PDF documents with higher image resolution for improved printing quality. The PDF documents can be opened with Acrobat and Reader 5.0 and later.)
    /JPN <FEFF3053306e8a2d5b9a306f30019ad889e350cf5ea6753b50cf3092542b308000200050004400460020658766f830924f5c62103059308b3068304d306b4f7f75283057307e30593002537052376642306e753b8cea3092670059279650306b4fdd306430533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103057305f00200050004400460020658766f8306f0020004100630072006f0062006100740020304a30883073002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d30678868793a3067304d307e30593002>
    /DEU <>
    /PTB <>
    /DAN <>
    /NLD <>
    /ESP <>
    /SUO <>
    /ITA <>
    /NOR <>
    /SVE <>
  >>
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


