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Introduccion

Las células madre se utilizan en el tratamiento de enfermedades
cardiacas, estando relacionadas a la posible neovascularizacion
y formacién de tejido'. El transplante de células madre se
realiza mediante técnicas intracoronaria, intramiocérdica, y de
infusién retrégrada®*; con todo, ésta presente limitaciones y tiene
aplicacién reducida en la practica clinica.

Estudios anteriores probaron el espacio pericardico
para la administracién de farmacos®. En teorfa, el abordaje
transpericardico presenta ventajas potenciales para la
administraciéon de células, incluyendo la caracteristica
no vascular del saco pericardico, lo que puede permitir
procedimientos repetidos. El espacio pericardico puede servir
como un compartimiento de almacenaje, aumentando de esa
forma la biodisponibilidad local de las células infundidas. No
obstante, el abordaje transpericardico para terapia de células
madre ha sido poco explorada.

Este estudio preliminar evalta si la administracién de Células
Mononucleares de Médula Osea (CMMO) autélogas en el saco
pericardico resulta en homing de las células miocardicas en los
casos control y con infarto de miocardio inducido.

Métodos

Diseno del estudio

El presente estudio tuvo por objetivo evaluar si el homing
de las células miocardicas ocurre después de la inyeccién
de CMMO autélogas en el espacio pericardico. Siete cerdas
domeésticas se dividieron en dos grupos: infarto de miocardio
inducido (n=3) y no infarto de miocardio (n=3). Un animal
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del grupo infarto de miocardio inducido murié antes de la
inyeccion de CMMO. Los animales fueron sacrificados para
examen del corazén 21 dias después de la inyeccién de
CMMO. Los protocolos del estudio fueron aprobados por el
Comité de Bioética local.

Recoleccion de la muestra de médula 6sea y separacion y
marcacion de células

Los animales fueron premedicados con clorhidrato de
ketamina intramuscular (5mg/kg) y Midazolam (0,5 mg/
kg). La induccion se realizé6 con propofol IV (5mg/kg) y el
mantenimiento con isofluorano. Se obtuvo una muestra de
60 ml de aspirado de médula ésea utilizando una aguja para
puncion 6sea introducida en la cresta iliaca.

El aspirado de médula ésea se diluyé en solucion salina 'y
se separaron las CMMO por gradiente de densidad utilizando
Ficoll-Paque™ Plus® (Amersham Pharmacia). Después de 20
minutos de centrifugacion a 2.000 rpm (20°C), se formé un
halo de CMMO. Las células de médula 6sea se aspiraron y
se agregaron a la solucion salina para posterior centrifugacién
(7 minutos a 2.000 rpm y 20°C). El aglomerado de células se
suspendi6 en solucién salina y se filtr6 con malla de acero
inoxidable. El filtrado se resuspendié en solucién salina y se
recentrifugd como se describié anteriormente. Una alicuota de
la solucién se sometié a coloracién con azul tripan y se evalué
en una camara de Neubauer para determinar su viabilidad.
Separamos un total de 108 células, las cuales se marcaron con
1 pl Hoechst 33342 (Invitrogen/H1399, Brasil) y se incubaron
en bano maria por 30 minutos a 37°C.

Técnica de infusion intrapericardica

Se accedi6 al espacio pericardico a través de la regi6n
subxifoidea usando una aguja de epidural (Figura 1). La
aguja se avanzé con orientacion fluoroscépica hasta pasar el
pericardio parietal. La posicion de la extremidad de la aguja en
el saco pericérdico se confirmé radiogréficamente mediante
infusién de contraste iodado diluido. Una vez en el espacio
pericardico, se inyect6 un total de 10° de CMMO coloreadas
con Hoechst® diluidas en 10 ml de solucién salina.

Infarto agudo de miocardio experimental

Segun las descripciones anteriores®, se indujo infarto
agudo de miocardio en 3 animales inmediatamente antes de



Branco et al
Administracion intrapericardica de CMMO

Comunicacion Breve

Fig. 1 - Local de infusién de las células mononucleares de la médula 6sea
de acuerdo con (espacio pericardico -*) la visualizacion para el fluoroscopio.
Epidural por puncién (flecha roja) y contraste iodado ().

la inyeccién de CMMO. Tras el acceso de la arteria femoral
mediante diseccién roma, se manipulé un catéter guia 6F
de Judkins bajo orientacién fluoroscépica hasta la coronaria
izquierda y fue selectivamente canulado. Un hilo gufa de
0,014” se insert6 en la arteria descendente anterior izquierda,
sobre el cual se posicioné un catéter bal6n, exactamente distal
al origen de la primera rama diagonal. Se indujo un infarto
agudo de miocardio de la pared anterior mediante la oclusién
total de la arteria por un periodo de 45 minutos.

Los animales fueron sacrificados después de 21 dias. El
corazén fue removido y se separaron los ventriculos de los atrios
en el nivel del surco atrioventricular. Los ventriculos se cortaron
en rebanadas y los fragmentos se recolectaron para andlisis de las
regiones basal, media y apical. Las muestras se procesaron para
microscopfa 6ptica estandar y analisis inmunohistoquimico. Los
fragmentos utilizados en el analisis inmunohistoquimico fueron
embebidos en una solucién de 3 partes de PBS y 7 partes de
glicerol y se preservaron criogénicamente en nitrégeno, y se
almacenaron en freezer a -80°C. Los analisis se realizaron en
rebanadas congeladas usando un microscopio epifluorescente
(microscopio Leica® DM 50). El homing miocardico de las
CMMO se estimé por el nimero total de células coloreadas
por Hoechst® presentes en el miocardio ventricular.

Analisis estadistico

Las variables continuas se presentan como promedio +
desviacion estandar y las variables discretas como cantidades
y porcentajes. El test t de Student se utilizé para comparar el
conteo de células entre los grupos del estudio.

Resultados

Resultados agudos

Una muerte experimental ocurrié en el grupo de infarto

inducido debido a fibrilacién ventricular al inflar el balén. El
animal se muri6 antes de la administracion de las CMMO y no
se consider6 en el andlisis. Los otros 6 animales completaron
el procedimiento sin complicaciones.

El acceso al espacio pericérdico se realizé son complicaciones
y la dosis completa de las CMMO se administré en todos los
casos. No hubo complicaciones derivadas de la puncién,
perforacion de la cdmara cardiaca, arritmia o inestabilidad
hemodinamica durante la manipulacién intrapericérdica e
infusién de las células.

Seguimiento de 21 dias

No se registraron muertes post procedimiento. Todos los
animales sobrevivieron al procedimiento index, completando
el protocolo de 21 dias del estudio sin eventos adversos o
sefales de insuficiencia cardiaca.

En todos los animales, la superficie pericdrdica parecia
normal a la inspeccién visual, sin depdsitos de fibrina, fibrosis,
adherencias o neovascularizaciones visibles. En los animales
con infarto inducido, una cicatriz miocardica era claramente
identificable en la pared anteroapical.

En ambos grupos (infartado y no infartado), la evaluacién
microscépica mostré un promedio de 109.494 + 46.505
CMMO en homing miocérdico. Ademas de ello, el homing
miocardico era significativamente mas pronunciado en el
grupo con infarto que en el grupo sin infarto (150.342+22.456
Vs 68.645+19.421; p<0,01). Los grados de penetracién de las
CMMO en el miocardio variaron en el corazén entero. Una
mayor penetracién de CMMO en el miocardio ocurri6 en el
area infartada. Las CMMO se observaron adheridas al epitelio
de la pared de pequeios vasos en el area infartada (Figura 2).
Pequenas cantidades de CMMO fueron vistas en el epicardio
y miocardio en los animales del grupo control (Figura 2).

Discusion

En nuestro estudio preliminar demostramos que la
administracién intrapericardica es capaz de inducir el homing
miocdrdico de CMMO en porcinos. Ademas de ello, después
de 21 dias el homing de las células fue mas extenso en los
animales con infarto agudo de miocardio inducido.

Nuestros resultados sugieren que las CMMO son capaces
de penetrar en el miocardio, a través del pericardio visceral,
después de su administracion en el espacio pericardico.
Nuestros hallazgos son similares a aquellos descritos para
las técnicas intracoronaria, retrograda e intramiocardica®’.
No obstante, la inyeccién intrapericardica presenta
caracteristicas que pueden traducirse en ventajes para el
uso clinico, relacionadas a su naturaleza minimamente
invasiva y la no necesidad de entrada arterial. La seguridad
del acceso transpericardico fue relatada anteriormente para
otras aplicaciones, aunque el entrenamiento en puncién
cardiaca sea altamente necesario. Con todo, el abordaje
transpericardico puede tedricamente ser, como minimo, tan
seguro como la administracion intramiocdrdica de células
cominmente relatada®. Ademds de ello, los costos de la
aplicacion de la técnica transpericardica son més bajos que las
técnicas intracoronaria, retrégrada e intramiocardica®®.
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Fig. 2 - Fotomicrografia del corazén de animal 21 dias post infarto agudo de miocardio mostrando en A: Observe el tejido granular en tejido cardiaco, conteniendo
fibras cardiacas longitudinales practicamente integrales (circulo). Observe una organizacion fibrética inmadura con formacién de neovaso (flecha fina), deposicion de
matriz extracelular (fibras verticales no polimerizadas de colageno) (flecha gruesa), fibroblastos e infiltrado inflamatorio mononuclear moderado (rectangulo punteado).
Coloracion: tricromo de Masson. Escala de las barras: 20um. By C: Animales infartados: coloracién de Hoechst® positiva en las células mononucleares de médula osea
en el intersticio miocérdico (flechas) y homing de CMMO en la pared del vaso (elipse). Coloracion: Azul de Evans. Escala de las barras: 10um (A), 20um (B). D y E:
Animales control: coloracion tricromo de Masson positiva en el epicardio, intersticio miocardico (flechas). Coloracién: Azul de Evans. Escala de las barras: 10um (A).

Hay relatos de que el fluido pericardico tiene una
baja tasa de turnover, indicando el potencial del espacio
pericardico para funcionar como un reservatorio para la
liberacién retardada de agentes farmacolégicos, que pueden
ser administrados en altas concentraciones sin efectos
sistémicos®'°. Por consiguiente, la capacidad de almacenaje
del espacio pericardico puede mostrarse benéfica para la
terapia celular, pues prolonga la biodisponibilidad de las
células viables para penetracion miocardica.

En nuestro estudio observamos una penetracién difusa de
las CMMO a través del miocardio, lo que se contrapone con
la naturaleza maés localizada de las técnicas intracoronaria,
intramiocdrdica o retrégrada®”®. Es posible, por lo tanto,
prever posibles aplicaciones del abordaje transpericardico
para formas difusas de cardiomiopatia. Por otro lado, la
concentracion de células fue significativamente mds alta en las
regiones con infarto agudo de miocardio. Este hallazgo sugiere
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