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Homing Miocardico apos Infusao Intrapericardica de Células

Mononucleares de Medula Ossea
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Introducao

Células-tronco tém sido utilizadas no tratamento de doengas
cardiacas, estando relacionadas a possivel neovascularizagao e
formacao de tecido'. O transplante de células-tronco tem sido
realizado através das técnicas intracoronaria, intramiocardica,
e de infusdo retrégrada®*; entretanto, ela apresenta limitagoes
e tem aplicagao reduzida na pratica clinica.

Estudos anteriores testaram o espago pericardico para
administracao de farmacos®. Em teoria, a abordagem
transpericdrdica apresenta vantagens potenciais para
a administracdo de células, incluindo a caracteristica
ndo-vascular do saco pericardico, o que pode permitir
procedimentos repetidos. O espago pericardico pode servir
como um compartimento de armazenagem, dessa forma
aumentando a biodisponibilidade local das células infundidas.
Entretanto, a abordagem transpericardica para terapia de
células-tronco tem sido pouco explorada.

Este estudo preliminar avalia se a administragao de Células
Mononucleares de Medula Ossea (CMMO) autélogas no saco
pericardico resulta em homing das células miocérdicas nos
casos controle e com infarto do miocardio induzido.

Métodos

Desenho do Estudo

O presente estudo objetivou avaliar se o homing das células
miocdrdicas ocorre apés a injegao de CMMO autélogas no
espago pericardico. Sete porcas domésticas foram divididas
em dois grupos: infarto do miocardio induzido (n=3) e nao-
infarto do miocardio (n=3). Um animal do grupo infarto do
miocdrdio induzido morreu antes da injegdo de CMMO. Os
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animais foram sacrificados para exame do coragao 21 dias
apos a injegado de CMMO. Os protocolos do estudo foram
aprovados pelo Comité de Bioética local.

Coleta da Amostra de Medula Ossea e Separacao e Marcacdo
de Células

Os animais foram pré-medicados com cloridrato de
quetamina intramuscular (5mg/kg) e Midazolan (0,5 mg/kg). A
indugdo foi realizada com propofol IV (5mg/kg) e a manutengao
com isofluorano. Uma amostra de 60 mL de aspirado de medula
6ssea foi obtida utilizando-se uma agulha para pungao 6ssea
introduzida na crista iliaca.

O aspirado de medula éssea foi diluido em solugao salina
e as CMMO foram separadas por gradiente de densidade
utilizando-se Ficoll-Paque™ Plus® (Amersham Pharmacia).
Ap6s 20 minutos de centrifugagdo a 2.000 rpm (202C),
formou-se um halo de CMMO. As células da medula éssea
foram aspiradas e adicionadas a solucao salina para posterior
centrifugagao (7 minutos a 2.000 rpm e 202C). O aglomerado
de células foi suspenso em solugao salina e filtrado em um
Mesh de Ago Inoxidavel. O filtrado foi re-suspenso em solugao
salina e re-centrifugado como descrito acima. Uma aliquota
da solucgao foi submetida a coloragdo com azul-de-tripan
e avaliada em uma camara de Neubauer para determinar
viabilidade. Separamos um total de 10° células, as quais foram
marcadas com Tml Hoechst 33342 (Invitrogen/H1399, Brasil)
e incubadas em banho-maria por 30 minutos a 37°C.

Técnica de Infusao Intrapericardica

O espago pericardico foi acessado através da regido sub-
xiféide usando uma agulha de epidural (Figura 1). A agulha
foi avancada sob orientagdo fluoroscopica até ultrapassar o
pericardio parietal. A posi¢do da extremidade da agulha no
saco pericérdico foi radiograficamente confirmada através
da infusao de contraste iodado diluido. Uma vez no espago
pericardico, um total de 10 de CMMO coradas com Hoechst®
diluidas em 10 ml de solugdo salina foi injetado.

Infarto Agudo do Miocardio Experimental

Segundo as descrigbes anteriores®, um infarto agudo do
miocardio foi induzido em 3 animais imediatamente antes
da injecido de CMMO. Apéds o acesso da artéria femoral
através de dissecgao romba, um cateter-guia 6F de Judkins
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Figura 1: Local de infus&o das células mononucleares da medula 6ssea de
acordo com (espago pericérdico-*) a visualizagéo para o fluoroscépio. Epidural
por pungéo (seta vermelha) e contraste iodado ().

foi manipulado sob orientagao fluoroscépica até a corondria
esquerda e seletivamente canulado. Um fio guia de 0,014”
foi inserido na artéria descendente anterior esquerda, sobre
o qual um cateter-baldo foi posicionado exatamente distal
a origem do primeiro ramo diagonal. Um infarto agudo do
miocardio da parede anterior foi induzido através da oclusao
total da artéria por um periodo de 45 minutos.

Os animais foram sacrificados apés 21 dias. O coragao
foi removido e os ventriculos separados dos atrios no nivel
do sulco atrioventricular. Os ventriculos foram fatiados e os
fragmentos coletados para analise das regioes basal, medial
e apical. As amostras foram processadas para microscopia
6tica padrao e analise imunohistoquimica. Os fragmentos
utilizados na analise imunohistoquimica foram embebidos
em uma solugao de 3 partes de PBS e 7 partes de glicerol e
crio-preservadas em nitrogénio e armazenadas em um freezer
a -802C. As andlises foram realizadas em fatias congeladas
usando-se um microscopio epifluorescente (microscépio
Leica® DM 50). O homing miocardico das CMMO foi estimado
pelo nimero total de células coradas por Hoechst® presentes
no miocardio ventricular.

Andlise estatistica

Varidveis continuas sao apresentadas como média = desvio-
padrdo e variaveis discretas como quantidades e porcentagens.
O teste T de Student foi utilizado para comparar a contagem
de células entre os grupos do estudo.

Resultados

Resultados agudos

Uma morte experimental ocorreu no grupo de infarto
induzido devido a fibrilagao ventricular durante o inflar do
baldao. O animal morreu antes da administracao das CMMO

e nao foi considerado na andlise. Todos os outros 6 animais
completaram o procedimento sem complicagdes.

O acesso ao espago pericardico foi realizado sem
intercorréncias e a dose completa das CMMO foi administrada
em todos os casos. Nao houve complicagoes decorrentes
da pungdo, perfuragao da camara cardiaca, arritmia ou
instabilidade hemodindmica durante a manipulagao
intrapericardica e infusdo das células.

Seguimento de 21 dias

Nao houve mortes pds-procedimento. Todos os animais
sobreviveram ao procedimento index, completando o
protocolo de 21 dias do estudo sem eventos adversos ou
sinais de insuficiéncia cardiaca.

Em todos os animais, a superficie pericardica parecia
normal a inspegdo visual, sem depésitos de fibrina, fibrose,
aderéncias ou neovascularizagdes visiveis. Nos animais com
infarto induzido, uma cicatriz miocéardica era claramente
identificavel na parede anteroapical.

Em ambos os grupos (infartado e nao-infartado), a avaliagao
microscépica mostrou uma média de 109.494 + 46.505
CMMO em homing miocérdico. Além disso, o homing
miocdrdico era significantemente mais pronunciado no grupo
com infarto do que no grupo sem infarto (150.342x22.456
vs. 68.645+19.421; p<0,01). Os graus de penetracao das
CMMO no miocérdio variaram no coracdo inteiro. Uma
maior penetragdo de CMMO no miocérdio ocorreu na area
infartada. As CMMO foram observadas aderidas ao epitélio
da parede de pequenos vasos na drea infartada (Figura 2).
Pequenas quantidades de CMMO foram vistas no epicardio
e miocdrdio nos animais do grupo controle (Figura 2).

Discussao

Em nosso estudo preliminar, demonstramos que a
administracdo intrapericardica é capaz de induzir o homing
miocdrdico de CMMO em suinos. Além disso, ap6s 21 dias,
o homing das células foi mais extenso nos animais com infarto
agudo do miocérdio induzido.

Nossos resultados sugerem que as CMMO sdo capazes
de penetrar no miocardio, através do pericrdio visceral,
ap6s a sua administragdo no espago pericardico. Nossos
achados sao similares aqueles descritos para as técnicas
intracorondria, retrograda e intramiocdrdica®’. Entretanto, a
injecao intrapericardica apresenta caracteristicas que podem
traduzir-se em vantagens para o uso clinico, relacionadas a
sua natureza minimamente invasiva e a nao-necessidade
de entrada arterial. A seguranga do acesso transpericardico
foi relatada anteriormente para outras aplicagoes, muito
embora o treinamento em pungéo cardiaca seja altamente
necessario. Entretanto, a abordagem transpericardica pode
teoricamente ser pelo menos tdo segura quanto a administragao
intramiocdrdica de células comumente relatada®. Além
disso, os custos da aplicagdo da técnica transpericardica sao
mais baixos do que as técnicas intracoronaria, retrograda e
intramiocardica*’.

Tem sido relatado que o fluido pericardico tem uma
baixa taxa de turnover, indicando a potencialidade do
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Figura 2 : Fotomicrografia do coragdo de animal 21 dias pés-infarto agudo do miocardio mostrando em A: Note o tecido granular no tecido cardiaco, contendo fibras
cardiacas longitudinais parcialmente integrais (circulo). Observe uma organizagéo fibrética imatura com formagéo de neovaso (seta fina), deposigéo de matriz extracelular
(fibras verticais ndo-polimerizadas de coldgeno) (seta grossa), fibroblastos e infiltrado inflamatério mononuclear moderado (retangulo pontilhado). Coloragao: tricromo
de Masson. Escala das barras: 20um. B e C: Animais infartados: coloragéo de Hoechst® positiva nas células mononucleares de medula 6ssea no intersticio miocardico
(setas) e homing de CMMO na parede do vaso (elipse). Coloragéo: Azul de Evans. Escala das barras:10um (A), 20um (B). D e E: Animais-controle: coloragdo tricromo
de Masson positiva no epicardio, intersticio miocardico (setas). Coloragdo: Azul de Evans. Escala das barras: 10um (A).

espago pericardico em funcionar como um reservatério
para a liberagao retardada de agentes farmacolégicos,
que podem ser administrados em altas concentragdes sem
efeitos sistémicos®'?. Consequentemente, a capacidade
de armazenagem do espago pericardico pode se
mostrar benéfica para a terapia celular, pois prolonga a
biodisponibilidade das célula vidveis para penetragao
miocdrdica.

Em nosso estudo, observamos uma penetragao difusa das
CMMO através do miocardio, o que contrasta com a natureza
mais localizada das técnicas intracorondria, intramiocérdica
ou retrégrada®’®. E possivel, portanto, prever possiveis
aplicagoes da abordagem transpericardica para formas difusas
de cardiomiopatia. Por outro lado, a concentragao de células
foi significantemente mais alta nas regides com infarto agudo
do miocardio. Esse achado sugere que fatores locais na regiao
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