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RESUMO

SAMOTO, V.Y. Terapia celular cardiaca: vias de infusdao de células
mononucleares em caes SRD. [Cardiac Cellular Therapy: Pathway of Mononuclear
Stem Cell Infusion in Mongrel Dogs]. S&o Paulo, 2006. 105 f. Dissertacdo (Mestrado
em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de
Sao Paulo, 2006.

As células-tronco adultas possuem capacidade de se transformar em certos
tipos de tecidos. Surge desta forma, uma nova modalidade de tratamento para
doencas cardiacas, assim, uma avaliagao na distribuicdo e quantificacdo do numero
de células por diferentes vias de infusdo tornam-se importantes, pois o
microambiente e interacdo célula/célula interfferem no processo de
transdiferenciagcao e/ou fusdo. Foram utilizados nove cées, com peso entre 25 e
30kg e higidos, no qual foi realizada pungao, separagcéo, marcacgao e infusdo de
células mononucleares da medula O&ssea pelas vias intracoronariana,
transendocardica e venosa retrograda. P6de-se observar a presenga de células por
todo tecido cardiaco em todas as vias, contudo o padrao de distribuicdo das mesmas
difere, no qual ha um predominio de células em tecido conjuntivo, principalmente em
epicardio nas vias transendocardica e venosa retrograda e um padréo intersticial
muscular intracoronariana. Ha diferengas significativas na quantidade de células nas

regides apical, basal, medial e apical quando relacionada a via de infusdo (P<0,01).

Palavras-chave: Células mononucleares. Medula éssea. Vias de infusdo. Coracéo.
Caes.
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ABSTRACT

SAMOTO, V.Y. Cardiac cellular therapy: pathway of mononuclear stem cell
infusion in mongrel dogs. [Terapia Celular Cardiaca: Vias de Infusdo de Células
Mononucleares em Cées SRD]. Sdo Paulo, 2006. 105 f. Dissertagdo (Mestrado em
Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sao
Paulo, 2006.

The adult stem cells have a capacity to transform in different kinds of tissue. It is
emerges like a new treatment modality of cardiac diseases, so, an evaluation in cell
distribution and quantification by different routes of infusion in heart are necessary,
because the  microenvironment and the interaction  cell/cell age in the
transdifferentiation and fusion process. It was used 09 healthy mongrel dogs, with 25
-30kg of weight, which was performed a punction of iliacal crest, bone marrow
mononuclear cells separation by Ficoll density, stained with Hoechst and infusion by
intracoronary, transendocardial and retrograde routes. The marked cells was
observed in all cardiac tissue, however, the pattern of distribution of the same ones
differs, however in the transendocardial and retrograde route the cells could be
founded mainly into the connective tissue — epicardium and sub-epicardic connective
tissue and in the intracoronary route, the cells was observed mainly in the muscular
interstice. It was observed a significant number of cells in the atrial, basal, medium

and apical cardiac region when related with the route of infusion.

Keywords: Mononuclear cells. Bone marrow. Routes of infusion. Heart. Mongrel
dogs.
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1 Introdugao

As células tronco, também conhecidas como “stem cells” ou células mae,
foram descritas pela primeira vez por Friedenstein, Gorskajak e Kalajina (1974), os
quais caracterizaram estas como stem cells fibroblasticas capazes de formar
colonias (fibroblastos formadores de colbnias: CFU-f). Possuem morfologia
fibroblastéide, com alta capacidade para replicacdo e, apdés estimulo apropriado
podem se diferenciar em todos os tipos celulares (CARDOSO, GONZALEZ e

EZQUERRA, 2003).

A terapia celular na reparagao das células miocardicas € vislumbrada como
uma das estratégias terapéuticas de maior futuro em relagcdo ao tratamento da
insuficiéncia cardiaca, pois tém-se demonstrado que variados tipos de stem cells
podem se diferenciar em células miocardicas e outros tecidos necessarios para a
regeneragdo do miocardio lesado, enquanto que outros estudos em animais
sugerem que o0 musculo (mioblasto), a medula &ssea (células progenitoras
mesenquimais, endoteliais ou hematopoiéticas) e até células do préprio coragao,
podem ajuda-lo a melhorar a sua contratilidade in vivo. O reparo potencial realizado
pelas células implantadas ou de células mobilizadas endogenamente € de extrema
importancia para doengas do coracao, no qual a diminuta capacidade de proliferacéao
celular dos cardiomidcitos contribuirem para a irreversibilidade da faléncia cardiaca

(HIDEMASA, 2003). Além da utilizacdo destas em problemas cardiacos, podemos
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também citar que a mesma tem grande importdncia nos casos de doengas
hematoldgicas e degenerativas (ZATS, 2002).

As alteracbes cardiacas em humanos tém importante relevancia na atualidade,
seja pelo sedentarismo, pela ma alimentagcdo ou mesmo por causas genéticas,
podendo-se observar um aumento nos indices da sua ocorréncia e, a principal

consequéncia é a interferéncia na contratilidade e fungao deste érgéo.

Além disso, sdo escassos 0s recursos de tratamento para estas afeccoes,
sendo que o tratamento médico e utilizagdo de marcapassos sao limitados e ha
ainda uma escassez de 6rgaos para transplante (COLINO, 2003), por este motivo,
torna-se importante estudos com células-tronco, objetivando tanto o reconhecimento
da formagao de musculo quanto a formagao de novos vasos e Hassink (2003), relata
que recentes experimentos e observagdes clinicas tém sugerido que o transplante
de células pode ter valor terapéutico no tratamento de doengas cardiacas. Isto péde
ser baseado na idéia que o transplante de cardiomiécitos poderia se integrar com o
miocardio e contribuir com a fungdo cardiaca. Porém, por motivos éticos ou
tecnolégicos a infusdo de células ainda é limitada, sendo importante realizar
correlagao da funcao e adaptacédo destas células em modelos animais (VILQUIN et
al, 2002). Em modelos murinos os resultados especificos da terapia com células-
tronco da medula 6ssea é extremamente dificil de se acessar em relacédo a
diferenciagdo em miocitos ou vasos e qual a porcentagem destes que contribuem
para a melhora da funcdo cardiaca (CAPLICE e GERSH, 2003). Neste estudo
pretende-se observar qual a via de infusdo de células mononucleares da medula

ossea leva a um maior enxerto celular em tecido cardiaco.
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2 Objetivos

Neste trabalho pretende-se comparar os meétodos de infusdo de células
mononucleares da medula 6ssea (CCMQO) em coragdo de cédes sem raga definida
(SRD) e, mediante resultados obtidos, servirdo como base para outras pesquisas em

animais e seres humanos.

Objetivos gerais

Testar a eficacia e a seguridade dos métodos de infusdo de células

mononucleares da medula 6ssea em coracao.

2.2 Objetivos especificos

Quantificar e definir qual a via leva a um maior enxerto de células em tecido

cardiaco.
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3 Revisao bibliografica

O coragédo é o 6rgao central muscular oco que funciona como uma bomba de
sucgdo e pressao, sendo que as diferengas de pressdo causadas pela sua
contragcdo e relaxamento determinam a circulagdo do sangue. A vascularizagao do
coragao é realizada pelas artérias coronarias direita, esquerda e seus ramos. A
drenagem é realizada por numerosas veias que desembocam no seio coronario

(GETTY, 1986 e LOURENGCO, 2003) (Quadro 1).

- Arténa coronaria esquerda:

- a. septal

.| a. interventricular paraconal, e seus sub-segmentos:
ramos ventriculares 4 direita

ramos ventriculares 4 esquerda

ramo colaleral

a. circunflexa, e seus sub-scgmentos:

ramos dorsais esquerdo

ramo intermédio (marginal ventricular esquerdo)
rama da margem ventricular esquerdo

ramos dorsais direito

ramo interventricular subsinuoso

Seta Megra: porglio ventral du coraglio,
dividindo-o em antimeros direito e esquerdo ‘

Quadro 1- Demonstragédo da vascularizagao cardiaca de cdes SRD com énfase na
artéria coronaria esquerda e seus segmentos e sub-segmentos
(LOURENCO, 2003).

A maior causa da faléncia cardiaca resulta da oclusao das artérias, sendo que

a perda do fluxo sanguineo leva a isquemia, infarto, necrose seguida por um
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remodelamento tecidual, cicatriz, afetando a fungédo do miocéardio (ORLIC, 2003). A
perda de midcitos, arteriolas e capilares da area infartada é irreparavel, resultando
em formacgao de tecido cicatricial como dito anteriormente. Por esta razdo estudos
clinicos e experimentais tem principalmente enfocado na limitacdo do tamanho do
infarto (ORLIC et al, 2001). A neoangiogénese previne posteriormente o
remodelamento cardiaco através do aumento do fluxo no miocardio, limitando desta
maneira a apoptose das células cardiacas (miécitos) e reduzindo a deposigao de
colageno e, consequentemente a formacgao cicatricial (ASSUMS et al, 2003). Os
midcitos cardiacos sdo a maior fonte de fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF) no coracéao e a perda especifica dos mesmos traz profundos efeitos sobre a
sua funcéo e vascularizagdo (ABBOTT e GIORDANO, 2003).

As “stem cells” embrionarias (ESCs) tem sido isoladas em ratos por ha mais de
20 anos, mas somente durante os ultimos cinco anos é que as “stem cells” humanas
foram isoladas com sucesso, sendo que a maioria dos laboratorios que o fazem,
encontram-se nos Estados Unidos, Australia e Suica (MINKOWSKI, 2003). Estas
células sao pluripotentes e oriundas da massa interna do blastocisto e podem se
diferenciar em qualquer um dos mais de 200 tipos de tecidos do corpo. Sao
encontradas nas fases iniciais de desenvolvimento embrionario e ha também
células-tronco multipotentes (acredita-se que possuem restrita diferenciagdo) estéo
localizadas em tecidos adultos, especializados (HENNINGSON, STANISLAUS e
GEWIRTZ, 2003).

Na medula éssea de mamiferos adultos, as células sanguineas desenvolvem-
se dentro de uma rede complexa de fatores de regulacdo humoral, celular e da
matriz (DEXTER et al, 1983). Durante o desenvolvimento pds-natal os locais de
atividade de hematopoiese mudam: ha um grande decréscimo da atividade do

figado quanto a esta fungdo e um aumento da atividade do bago. Em mamiferos



27

adultos as stem cells hematopoiéticas e células progenitoras residem na medula
0ssea no qual encontram-se em intimo contato com o estroma. (SIMINIAK, 2003).
Os tipos de células tronco encontradas na medula 6ssea sdo as CD34" e CD34
(JACKSON et al, 2001).

As células-tronco adultas da medula Ossea consistem em uma série de
populacdes de células pluripotentes. A medula 6ssea contém células-tronco
hematopoiéticas (HSCs) e células tronco mesenquimais (MSCs) que derivam de
uma célula primitiva, precursora. Ambos os tipos celulares quando injetadas auxiliam
principalmente na vasculogénese (POULSON et al, 2002). Acredita-se que o0s
hemangioblastos sdo as mais primitivas células da medula. Elas sdao a fonte das
stem cells hematopoiéticas e das células precursoras endoteliais no saco vitelinico
de embrides, sendo que existem evidéncias que esta funcdo esta preservada na
medula 6ssea (ORLIC, 2004), por isso, deve-se tomar cuidado ao atribuir beneficios
a uma célula especifica da medula 6ssea quando a mesma possui células de varias
linhagens e fendtipos (CAPLICE e GERSH, 2003).

As vantagens da utilizagdo das células tronco adultas no transplante autélogo
sdo a: facil obtengdo, sem objecbes éticas, habilidade de expansdo, alta
compatibilidade, ndo ha necessidade de imunossupressdo, aplicagdes clinicas ja
realizadas e podem ser uni, bi, multi ou pluripotentes. Desvantagem: ndo ha
marcadores especificos (STRAUER e KORNOWISKI, 2003).

O transplante autdlogo de células tronco da medula 6ssea € seguro e ndo ha
evidéncias de toxicidade sistémica ou local em fase aguda ou crénica. Também né&o
foram observadas zonas de calcificagdo, producdo de células sanguineas ou
resposta inflamatéria como migracédo de neutrofilos ou linfécitos (HAMANO et al,

2002).
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E evidente que existem diferentes tipos de células-tronco, tanto em tecidos
embrionarios quanto em individuos. A vida destas células pode se estender em
culturas de tecidos, levando a produgao de linhagens de stem cells embrionarias
(TEMPLE, 2003). Provavelmente as células-tronco obtidas através da medula 6ssea
(MO) sao as que tém maior capacidade para se diferenciar em fibras musculares
cardiacas ou em células endoteliais e, também vao contribuir para a angiogénese ou
vasculogénese, uma vez que nesta sao encontradas hemangioblastos, que pode dar
origem a hemacias ou promover angiogénese (ORLIC, 2004).

As células tronco hematopoiéticas também conhecidas como células
mesenquimais (COVAS et al, 2000) tem uma maior predisposicdo para se
transformar em células endoteliais contribuindo com a vasculogénese (CARDOSO,

GONZALEZ e EZQUERRA, 2003).

Depois de uma proliferacao indiferenciada in vitro por 4 — 5 meses, estas
células ainda possuem um potencial de desenvolvimento para desenvolver o
trofoblasto e derivados de todas as trés camadas germinativas, incluindo epitélio
(endoderme) epitélio estratificado (ectoderme), cartilagem, osso, musculos estriados
(mesoderme), epitélio neural e ganglios.

As stem cells podem se diferenciar em outras células de acordo com a
presenca de moléculas que se encontram no meio e também pelo contato direto de
célula-célula atuando no controle do microdesenvolvimento da diferenciagéo de stem
cells adultas para cardiomiocitos (RANGAPPA et al, 2003).

Estas linhagens de células podem ser utilizadas em desenvolvimentos
biolégicos em humanos, descobertas de novos medicamentos e em transplantes
(THOMSON et al, 1988). Utiliza-se a citocina LIF (Fator Inibidor de Leucemia) para
manter o padrdo indiferenciado das células enquanto em cultura (RAMUSSEN,

2003). Este fator (LIF) dirige a renovagédo das stem cells embrionaria (ES) pela
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ativacdo do fator de transcricdio STAT3. Em culturas séricas, contudo, a LIF é
insuficiente para bloquear a diferenciagdo neural e mantém a pluripotencia (YING,
2003).

A utilizagdo de células como estratégia para a regeneragdo ou reparagao de
tecidos contribui para uma vasta area de investigagao, sendo que a biomedicina tem
um grande interesse nesta. O conceito de medicina biorregenerativa encontra-se
baseada na utilizacdo das células do proprio organismo (CARDOSO, GONZALEZ e
EZQUERRA, 2003). Além disso, o transplante celular foi desenvolvido como uma
estratégia para melhorar a estrutura e a fungcdo cardiaca (HENNINGSON,
STANISLAUS e GEWIRTZ, 2003).

A terapia celular surge como um tipo potencial de intervengao terapéutica para
o tratamento de doencas cardiacas (HASSINK et al, 2003), pois infelizmente, a
necrose miocardica inicia-se rapidamente apds a oclusao arterial. A perda do
miocardio viavel inicia um processo adverso de remodelamento, levando a dilatagcao
da camara cardiaca e disfungdo na contratilidade (WOLLERT et al, 2004) e (NIR et
al, 2003).

Os cardiomidcitos podem ser formados, de diversos tipos de células
pluripotentes. A escassa transformacdo das células hematopoiéticas em
cardiomidcitos induz a utilizagao de infusdo de células por inje¢des intracardiacas ou
a mobilizagdo por citocinas. O principal efeito in vivo das células indiferenciadas
oriundas da medula éssea ou do endotélio é a neoangiogénese, sem especificidade
cardiaca, mioblastica esquelética apesar da sua integragdo e sobrevivéncia
(HIDEMASA, 2003).

A infusdo das células tronco mediante inje¢des intracardiacas possibilita
administrar mioblastos de forma percutanea, pois estes sdo capazes de migrar

através da microcirculacdo e de se integrar no intersticio. Um dos principais
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inconvenientes das células-tronco musculares é a impossibilidade de adquirir
caracteristicas do musculo estriado cardiaco necessarias para transmitir o estimulo
eletromecanico e, portanto a sua fungdo. Podemos citar além da injecéo
intracardiaca outras formas de implantagdo de células como pelas vias intracavitaria
ou intramiocardica.

A mobilizagdo de “stem cell” a partir do “stem cell factor” (SCF) e fator de
estimulacao granulocitico (G-CSF) resultou em regeneragdo miocardica, melhora da
funcdo ventricular e diminuicdo da mortalidade em ratos com infarto agudo do
miocardio (ARAI, 2003).

As células estriadas esqueléticas apresentam mais capacidade de regeneragao
dos que as células cardiacas e sdo menos suscetiveis as injurias isquémicas o que
sugere a possibilidade de introduzir células esqueléticas no coragcado para reparar
alteragdes patolégicas e funcionais do 6rgdo. O potencial destas células
esqueléticas realizarem trabalho das células cardiacas foi confirmado pela
plasticidade bioquimica e fisiolégica do musculo esquelético induzido por
despolarizacdo elétrica e cardiaca. Entretanto o transplante de células estriadas
esqueléticas intracardiaca revelou uma restauracdo Ilimitada do miocardio
proveniente da fungéo ventricular (HASSINK et al, 2003).

As células-tronco mesenquimais da medula 6ssea sdo extremamente habeis
em se diferenciar em diversos tipos celulares e, quando s&do expostas a 5-
azacytidine, durante o cultivo, elas se diferenciam em cardiomidcitos. Posteriormente
se regeneram e ocupam 68% da area infartada em nove dias depois do infarto
agudo do miocardio. O novo tecido inclui artérias, arteriolas e capilares (AL-RADI et

al, 2003 e HASSINK et al, 2003 b).
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Barbash et al, (2003) também utilizando células mesenquimais da medula
Ossea de ratos, verificaram através de estudos histoldgicos, que apés uma semana
da infusdo, havia a presenca confirmada de células do doador na area infartada.

A plasticidade das células-tronco refere-se a habilidade da mesma em adquirir
o fendtipo de outra célula de um tecido ou 6rgao diferente. Ha pelo menos quatro
explicagdes para esta plasticidade: a) transdeterminacéo — relata que a célula-tronco
encontra-se programada para gerar certas linhagens de células; b)
transdiferenciacdo — neste processo a célula se diferencia e ganha o fenétipo de
outra célula diferenciada; c) dediferenciagdo — este caso ocorre em células em
células progenitoras ou precursoras que se diferenciam em outras células adultas e
d) por fusdo a uma célula madura (WATT, 2003).

Estudos estdo sendo realizados com objetivo de identificar as células-tronco do
coracdo em animais. Um problema fundamental nesta area de pesquisa esta em
estabelecer qual a melhor fonte das mesmas. As células-tronco ndo somente se
diferenciam em midcitos cardiacos, mas também secretam citocinas como fator de
crescimento endotelial, os quais, entre outros, promovem angiogénese e ativam as
“stem cells” do tecido do qual foi realizado o transplante (KANG, KIM e PARK,
2004).

A diferenciagdo das células tronco da medula éssea em uma ou varias
linhagens celulares, encontra-se em fatores (citocinas, horménios, moléculas de
adesao, etc) do meio no qual se encontra (DENNIS e CHARBORD, 2002).

A infusédo de células pela via intracoronaria € segura, ndo havendo evidéncia de
aumento na taxa de re-estenose (WOLLERT, 2004). Por esta via as células ficam
acumuladas e concentradas dentro da area infartada, no qual as células passam
pela area infartada e peri-infartada ja na primeira passagem. Por este motivo,

acredita-se que o tecido € embebido por um maximo numero de células viaveis
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(STRAUER e KORNOWISK, 2003). Pela infuséo intracoronariana as células foram

encontradas em todas as camadas musculares, aparentemente dentro do [umen de
pequenos capilares e, ocasionalmente no intersticio do musculo. Também pbéde ser
observado histologicamente a formagao de pequenas colénias composta de células
transplantadas. A via intracoronariana teoricamente é melhor em relagdo a
intramuscular, pois ndo somente produz menos danos ao miocardio, mas também
dissemina globalmente as células transplantadas. Contudo a taxa de sobrevivéncia
das células por esta via nao foi adequada. Isto, segundo os autores, ocorre devido a
dificuldade de translocagcdo das células dos vasos para o intersticio tecidual
(SUZUKI et al, 2000). A infusdo de células tronco pela via intracoronariana € uma
das mais utilizadas, contudo, foi observado em caes a presenca de microinfartos em
tecido cardiaco. Os autores atribuem este fato ao didmetro das células tronco
(20um) em relagédo aos microvasos cardiacos (VULLIET et al, 2004).

A injecdo intramiocardica € o método mais popular de infusdo de células dentro
do coracgao. Ela tem grande importancia em casos de cardiopatia isquémica devido a
habilidade de entregar as células seletivamente dentro do tecido miocardico, tanto
em areas normais quanto em infartadas. Contudo, as células por esta via formam
pequenas “ilhas”, resultando em uma possivel limitacado de interagao célula/célula
(células transplantadas e cardiomiocitos). Esta via é passivel de se infundir células e
possui eficiéncia na distribuicdo das mesmas (SUZUKI et al, 2001). Nao foram
observadas complicagdes relacionadas a fase aguda (pds-cirurgico) ou a sequelas a
longo termo. Além disso, por esta via a infusdo de células pode ser realizada no local
isquémico (TSE et al, 2003).

A via transendocardica tem como principal vantagem realizar a infusdo de
células através de visualizacado. Previamente é realizada a identificacdo anatémica

da area, e até a distribuicdo das infusbes. Contudo, pode causar injuria ao
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miocardio, induzir extra-sistoles e até mesmo arritmia ventricular (STRAUER e
KORNOWISK, 2003).

A via venosa ou retrégrada é a via de administragao considerada a mais facil de
ser realizada. A principal desvantagem, contudo, é que somente 3% do fluxo
percorre o0 ventriculo esquerdo por minuto. Existe ainda a atenuacdo maior de
captura de células pelos pulmdes. Outro fator que deve ser levado em consideragao
€ que por esta técnica as células demoram mais para atingir a area infartada
(STRAUER e KORNOWISK, 2003). A principal desvantagem da utilizagdo desta via
para infusdo células € a necessidade da passagem das mesmas nos tecidos, para
que elas sejam capazes de se difundirem nas regides peri-infartada e infartada. Em
comparagao, na via intracoronariana, as células-tronco entram em contato com o
tecido imediatamente na primeira passagem (STRAUER et al, 2002). Contudo,
mesmo quando injetadas por via venosa em locais de danos de cardiomidcitos, foi
observado que elas contribuiram com desenvolvimento de novos vasos. Com isso
fica demonstrado que ndo é necessario a infusdo direta de células no local lesionado
(KRAUSE, 2002).

Hou e colaboradores (2005) descreveram que a predominancia de células
radiomarcadas em modelo de isquemia cardiaca pela via retrograda encontra-se
basicamente na base do coracéo, atrio e ventriculo direito. Na via intramiocardica, as
mesmas estdo localizadas predominantemente em parede antero-lateral do
ventriculo esquerdo. Quando utilizada a via intracoronariana ou anterdgrada, além
das células localizarem-se preferencialmente na parede antero-lateral, algumas das
mesmas também s&o observadas no ventriculo direito. Os mesmos autores relatam
que a via que levou a uma maior retencdo de células em tecido cardiaco, foi a
intramiocardica, contudo, esta diferenga nao foi significativa em relagdo as outras

vias também testadas.
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As intervengdes que visam a revascularizagdo coronariana causam danos a
parede endotelial, bem como de sua camada mais profunda, podendo chegar a
camada média e adventicia, levando a perda momentanea de suas fungdes. Assim
podemos incluir a funcdo antitrombdtica, permeabilidade seletiva de células e
macromoléculas e regulacdo da atividade das células musculares lisas, que se
encontram na camada média, auxiliam o tdénus vascular. Como resultado,
mecanismos moleculares implicados na recuperagao funcional do endotélio se
iniciam de forma imediata, podendo ser observada proliferacdo das células da
camada média auxiliando na secrecdo de matriz extracelular e das células
endoteliais, que colonizardo as areas até entdo sem endotélio. Estudos recentes
reportam que reendotelizagcdo ativa-se principalmente por fator de crescimento
endotelial (VEGF) e fator de crescimento derivado de fibroblastos (FGF), sendo que
o primeiro € secretado pelas células musculares lisas, enquanto que o FGF é
secretado tanto por estas células quanto pelas células endoteliais (MARTINEZ-
GONZALEZ e BADIMON, 2000).

Mobilizagao € o termo referido quando as células-tronco ou células progenitoras
sao recrutadas e colocadas em circulacdo por processos de quimiotaxia. Este
processo mimetiza a mobilizacido de células da MO quando a mesma é colocada em
processos de reposta a injuria, stress ou inflamacéo.

A proliferacdo e liberagdo de células-tronco hematopoiéticas e células
progenitoras requer um dinamico e ciclico processo de destruigdo e reconstrucéo da
MO, remodelamento Osseo. Nestes casos osteoblastos e osteoclastos estdo
interagindo. Além disso, ambos 0s processos parecem estar orquestrados pelos
mesmos fatores. Por exemplo, a administracdo de G-CSF para o tratamento de
neutropenia, pode induzir a osteoporose em alguns pacientes jovens. Um aumento

no numero de osteoclastos € observado apds tratamento com G-CSF, estimulando a
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reabsorcdo Ossea durante a mobilizacdo das “stem cells”, havendo também a
liberacdo de calcio. Os osteoclastos secretam altos niveis de IL-8 uma quemonina
que mobiliza células (COTTLER-FOX et al, 2003).

Esta liberagdo pode ser induzida clinicamente, como uma resposta a uma
injuria/inflamacéao, ou por uma gama de moléculas ou medicamentos: dano ao DNA,
drogas quimioterapicas como a ciclofosfamida ou uma associagdo de medicamentos
como a isosfamida, carboplatina e etoposide (ICE), citocinas como G-CSF, GM-CSF
granulocyte-macrophage colony-stimulating factor e FIt-3 ligand e quemoninas como
a IL-8 e SDF-1. A maioria dos componentes citados acima diferem no modo de
administracao, tempo para que se observe a mobilizacdo. Destes a mais utilizada é
a G-CSF (COTTLER-FOX, 2003).

A medula éssea secreta fatores pré-angiogénicos com efeito paracrino. Outro
fator que leva a adesao e migracao das stem cells na medula éssea, governando
processos de remodelamento 6sseo, sdo as proteinas Rho GTPases, sendo que
especificamente a Rac e a Cdc42 parecem estar envolvidas especificamente na
adesao, migracao e proliferacdo as células tronco hematopoiéticas (ROSSI et al,
2005).

O SDF-1 (stromal derived factor-1) € uma quemonina que mobiliza as células
mononucleares da medula 6ssea através de quimiotaxia (HATTORI, HEISSIG e
RAFII , 2003). Seu receptor CXCR4 também auxilia no recrutamento destas células
(ABBOTT et al, 2004). Sao cruciais para a mobilizagdo das SC sendo que estudos
ressaltam que as CD34+ sédo dose dependentes (VANDERVELDE et al, 2005) e a
auséncia dos receptores CXC4R e SDF-1 promove a morte peri-natal, pois os
neonatos apresentam severos defeitos das stem cell presentes no figado e que

migram para a MO para o estabelecimento da hematopoiese.
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Além de mobilizar as células por quimiotaxia ela também ativa a matriz
metaloproteinase 9 (MMP9) na MO, que induz a liberagédo do kit-ligant permitindo a
liberacdo de células hematopoiéticas de nichos quiescentes para nichos
proliferativos (HATTORI, HEISSIG e RAFII, 2003) e (VANDERVELDE et al, 2005).

O SDF-1 é liberado mesmo em condicdes de homeostasia pela MO, enddsteo,
endotélio, adipdcitos, entre outros (KOLLET et al, 2005). Contudo, é secretado
principalmente por osteoblastos imaturos e sao altamente expressados pelas células
endoteliais. Além do SDF-1 o CXCL12, a interleucina 8 (IL-8/CXCL8) age em
multiplos ciclos de inativagdo e degradagdao de componentes proteoliticos da MO,
como enzimas. Elastase, catepsina G, proteinase3, CD26 e Vvarias
metaloproteinases (MMPs) estdo relacionadas como os principais agentes na
mobilizagao de células progenitoras O SDF1 induz a liberagdo de enzimas, MMP2 e
MMP9, por células CD43 imaturas e IL8 por mastdcitos. O estimulo a liberacdo de
IL8 leva a um aumento na concentracido de neutrdéfilos, que tem papel importante na
liberagdo de MMP9 (Petit et al, 2005). A expressdo de SDF-1 é induzida por IL-1,
PDGF, bEGF, G-CSF e ¢ induzida por TGF e glicocorticoides (VANDERVELDE et al,
2005).

O CXCR4 é expresso por muitos tipos celulares como neurdnios, células
epiteliais e endoteliais, células linféides, mieldides, hematopoiéticas maduras e
imaturas.

O TNF-a é uma citocina pro-inflamatéria que é secretada rapidamente apos
injurias isquémicas, € liberada por mondcitos, macréfagos, mastocitos, fibroblastos
cardiacos e cardiomidcitos. Quando liberada possui agado de recrutamento celular
(CHRISTOPHERSON et al, 2004).

A interleucina também conhecida como CX ou CL8 é expressa por mondcitos e

células endoteliais, sendo fortemente liberada em situagdes inflamatodrias. Possui
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como acdes: quimiotatica para neutrofilos, mobilizacdo de stem cells, esta
relacionada com a liberagdo de G-CSF e da enzima MMPS (matriz metalo
proteinase 9).

O VEGF é um grupo protéico produzido por varios tipos celulares. Os
receptores sdao VEGFA: VEGFR1 (Flt-1) e VEGF-R2 (Flk-1 ou KDR) é produzido e
liberado por cardiomidcitos. Sao importantes para a diferenciacdo endotelial,
migragdo e proliferacdo e remodelamento vascular. Possui como agédo basica a

angiogénese (VANDELVERDE, 2005).
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4 MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 09 caes machos e fémeas, SRD, saudaveis, para testar qual a
melhor via de infusdo de células mononucleares da medula 6ssea (CMMO) no
coracdo. Para tal procedimento, as células foram marcadas previamente com
marcador de DNA (Hoestch® — Sigma) objetivando verificar qual das vias propiciam
maior e melhor aderéncia destas no tecido cardiaco.

Apo6s obtengdo dos animais no CCZs (Centros de Controle de Zoonozes) foi
determinado o estado de higidez de cada animal. Para isso, realizaram-se exames
fisicos (parametros de frequéncia cardiaca, respiratoria, estado de hidratagao,
afericdo da temperatura e linfonodos), bioquimicos (fungdo renal e hepatica) e
verificagcdo do status cardiaco (eletrocardiografia e ecocardiograma). Todos os
animais foram colocados sob fluidoterapia que estara complementada de Ornitagin,
Complexo B, Vitamina C e glicose, objetivando melhorar o estado de saude dos
mesmos, caso tivesse sido detectada esta necessidade durante o exame de rotina.
Também foi administrado vermifugo (Drontal Plus®). Ivermectina® e Imisol® com

Atropina, nos casos de detecgao de enfermidade hematoldgica.

4.1 Obtencéo das Células Mononucleares da Medula Ossea

Posteriormente a assepsia da regidao da crista iliaca, foi realizada analgesia da
pele, tecido subcutaneo e peridsteo, seguido de uma incisdo de 3mm na pele para a
realizacdo da puncgdo. A agulha foi introduzida na medula e, através de pressao
negativa foram aspiradas aproximadamente 40ml de medula éssea foram aspiradas

utilizando agulha (Jamishidi® - HS MEDICAL) acoplada a uma seringa previamente
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“lavada” com heparina - Actiparin®:heparina sédica Bergamo (CROW e WALSHAW,

2000).
Todo o procedimento de coleta foi realizado com animal em fluidoterapia e em
plano anestésico. Para isto, utilizou-se Propovan® (Propofol - Cristalia) na dosagem

de 5 mg/kg intravenoso.

4.2 Separacao das Células Mononucleares da Medeula Ossea

Do total coletado, fracbes de 20ml de medula éssea foram separadas e
colocadas em dois tubos Falcon, adicionando-se aos mesmos solugéao fisioldgica
0,9% na proporgéao de 1:1. Em dois outros tubos foram colocados 20 ml de Ficoll-
Paque™ Plus® (Amsersham Pharmacia) em cada um. Com auxilio de uma pipeta,
esta solugéo foi adicionada a medula éssea diluida, de modo que esta caisse gota a
gota na parede do tubo. Depois esta nova solugdo (medula +solugao fisioldgica +
Ficoll) foi colocada em uma centrifuga (Centrifuga®) por 25 minutos, com uma
velocidade de 1600rpm e a temperatura de 20°C. A partir deste momento pode-se
observar a formagao de uma halo de células mononucleares. Estas foram coletadas
com uma pipeta Pasteur e colocadas em um outro tubo adicionando-se ao mesmo
uma solugao de soro fetal bovino adicionado de solugao fisiolégica a 0,9%, em uma
proporgcao de 5 ml de soro fetal e 30ml de solugéo fisioldgica. Novamente o material
foi colocado em centrifuga por sete minutos, com uma velocidade de 1200rpm e a
temperatura de 27°C. Despreza-se o sobrenadante e, o pelet formado é diluido na
solugao acima citada e, entdo filtrado em uma malha de Nylon® com poros de

150um. Este novo pelet foi diluido na solugdo de soro fetal e solugao fisiolégica e
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colocadas em centrifugagdo na mesma temperatura, velocidade e tempo citados
anteriormente. Retirou-se uma pequena aliquota e fez-se a contagem de células
com azul de tripan. Esta objetivou observar o grau de viabilidade das células e
consequentemente, quantificar o numero das mesmas para infusdo. Apods esta etapa
as células estavam prontas para a realizacdo da marcacdo com fluorescéncia. Em

10ml desta solugao deveria haver 100 milhdes de células (STRAUER et al, 2001).

4.3 Protocolo de Marcagédo do DNA Celular: Hoechst®

Para a marcacdo do DNA das células tronco mesenquimais o corante Hoestch®
(Sigma-Aldrich) deve ser diluido na seguinte proporgéao:
e 1ul Hoechst® Sigma;
e 10ml de PBS;
¢ Incubagao em banho-maria (Banho-maria®) por 30 minutos a temperatura
de 37°C, agitando de cinco em cinco minutos;

Apos incubacédo as células foram colocadas em uma seringa acoplada em uma
torneira de trés vias (Tri-way®). Este material permaneceu protegido da luz, pois o
corante perde a fluorescéncia quando em contato com a mesma. A mistura deve
também ficar acondicionada em local fresco, de preferéncia, em contato com gelo

até o momento da infusao.

4 4 Vias de Infusao

4.4.1 Transplante Intracoronariano
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Com animal em plano anestésico (Propofol® utilizado como medicacdo pré-
anestésica e indugdo e manutengdo do plano com Isoforine® (Isofluorano Cristalia)
utilizando-se para isso Shoogun Evolution 2700® (Takaoka), realizou-se a
dissecacgao da artéria femural. Pela canulagdo da mesma (para este procedimento
faz-se necessario a utilizagdo de uma fita cardiaca® Ethicon — Johnson& Johnson
para ancoragem do mesmo), um cateter guia foi levado até a artéria coronaria e para
a verificagdo da efetiva localizagdo da mesma. Assim foi injetada uma solugao de
contraste Tebebrix® - Guerbet, cuja imagem foi observada através de fluoroscopia
(Fluoroscépio OEC PLUS 2400° - GE Medical System). Apés o posicionamento do
baldo, foram infundidos 10ml da suspensdo de células mononucleares, em fragdes

de 2 a 3ml com intervalo de trés minutos aproximadamente (STRAUER et al, 2002).

4.4.2 Transplante Transendocardico

O animal foi anestesiado seguindo o mesmo protocolo anestésico citado acima.
Quando em plano anestésico, realizou-se entédo, a dissecagado da artéria femural e
consequente canulagao para posterior cateterizagao.

Para tal técnica também foi utilizado um cateter para a infusdo das células
mononucleares, marcadas com Hoechst®, diretamente na parede cardiaca. Um
cateter guia é levado até a camara cardiaca. Posteriormente um outro cateter
(cateter Noga® - Biosense) realizou o mapeamento da camara cardiaca. Eram
localizados os pontos nos quais foram realizadas infusdes fracionadas de células-

tronco mononucleares (TSE et al, 2003 e KAWAMOTO et al, 2003).
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4.4.3 Transplante retrégrado por via venosa coronariana

Com animal em plano anestésico realizou-se a cateterizacado da artéria femural
como descrito anteriormente. Além disso, a veia jugular superficial também sofreu
este procedimento para que assim as células mononucleares da medula éssea
fossem transplantadas através do seio venoso. Na altura da veia cava cranial € o
atrio direito, o cateter guia era entdo direcionado para o 6stio do seio coronario,
passando pelo mesmo. Com auxilio do cateter arterial inserido e ja posicionado no
local, infundiu-se contraste para observar a localizacdo do mesmo, e comparar com
o cateter venoso. Apds este procedimento, realizou-se entdo a infusdo das CMMO
(SUZUKI et al, 2004).

Apos a infusdo das células-tronco nas diferentes vias, esperou-se uma hora.
Passado este periodo, o animal entdo foi eutanasiado com Cloreto de Potassio®
(Equipex) intravenoso. A partir deste momento diferentes 6rgdos foram coletados
para avaliacao através da microscopia de luz, microscopia com epifluorescéncia e

microscopia de transmissao.

4.5 Coleta do Material

Posteriormente foram coletados fragmentos de diversos érgdos como: coragao,
figado, bacgo, diafragma, lingua, rins e pulmdo para serem processados para

histologia, crioscopia e microscopia de transmisséo.
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Para a microscopia Optica de luz, o material foi fixado em solugcdo de
Paraformaldeido. Foi processado em técnica rotineira de inclusdo em Paraplast®,
desidratado, por passagens em alcoois que variam de 70% ao absoluto,
diafanizacdo em xilol (dois banhos) e finalmente a incluido em paraplast. Apds este
procedimento realizou-se seccdo do material em um Micrétomo Leica®. Os cortes
foram obtidos com espessura de 5um e corados em Hematoxilina-eosina e Tricromo
de Masson (BEHMER, TOLOSA e FREITAS NETO, 1976).

Para a crioscopia os fragmentos foram embebidos em uma solugdo de Tissue-
tek® (Sakura) e colocados em freezer —20°C e depois —40°C. O corte deste material
foi realizado em um criostato Leica a —20°C, sendo que as laminas foram silanizadas
previamente para posterior implantagcdo dos cortes.

Para a fixagdo do material ja seccionado, foi utilizada uma solugdo de acetona
PA previamente colocada em freezer. Logo apds este procedimento, as laminas
foram imersas nesta solugdo e colocadas novamente no freezer por cinco minutos.
Perdurado este periodo, retirou-se as laminas deixando-as escorrer a temperatura
ambiente sobre um papel absorvente. Depois de secas as laminas foram guardadas
em uma caixa apropriada e armazenadas no freezer a temperatura de —40C° (JIANG
et al, 2002). Utilizou-se para este material a coloracdo de Azul de Evans. Este
consiste em deixar o material imerso em PBS por 10 minutos (dois banhos),
seguidos por lavagem em agua destilada por cinco minutos, sendo imersas logo
apds em solugédo de Azul de Evans por mais cinco minutos. Novamente as laminas
foram banhadas com agua destilada por 10 minutos, para retirar o excesso. Foi
adicionada na cuba agua destilada para montagem do material. Este consiste na
colocagédo de laminula, que foi previamente limpa com detergente, alcool 70% e
secas uma gaze. Estas ladminas foram observadas em microscépio de

epifluorescéncia da marca Leica.
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Para a microscopia eletrénica de transmissao, pequenas amostras fixadas em
glutaraldeido 2,5%, tampéo fosfato 0,1M e pH 7, 4, foram lavadas em tampé&o fosfato
e pos-fixadas em tetroxido de ésmio 1% (osmium tetroxide 4% solution in water,
Polyscience, Inc. USA) por uma hora e desidratados em concentragdes crescentes
de etanol (70 a 100%). Na sequéncia os fragmentos foram lavados com oxido de
propileno (Propylene oxide EM Grade — Polysciences, Inc. USA).

Durante 12 a 16 horas os fragmentos permaneceram sob agitagdo em uma
mistura de 3:1 de etanol e resina Araldite® (Spurr's kit — Electron Microscopy
Sciences, Co. USA). Em seguida a mistura foi substituida por 1:3 de resina pura
onde o material permaneceu por 5 horas.

Os fragmentos foram colocados em moldes de silicone contendo resina pura.
Os moldes contendo os fragmentos permaneceram em estufa 60° C por 72 horas,
para que ocorresse a adequada polimerizacdo da resina. Para a identificacdo e
analise da regido analisada foram realizados cortes semi-finos e ultra-finos, com
cerca de 60 nandmetros, contrastados pelo acetato de uranila 2% em agua destilada
(5 minutos) e pelo citrato de chumbo 0,5% em agua destilada (10 minutos). A
observacao ultra-estrutural e a documentacgao fotografica do material preparado foi

analisada em microscépio eletrénico de transmissdo JEOL 1010.

4.6. Quantificagao Celular

4. 6.1 Quantificagao por Estereologia

Para a realizacdo da quantificacdo do numero de células através de

metodologia estereoldgica, primeiramente foi realizada a medicdo do material em

comprimento. O resultado foi dividido para se obter uma fragdo do numero de cortes.
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Estes foram utilizados para a realizacao da quantificagdo, na qual foi utilizada uma
tabela com numeros aleatérios para dar inicio a sequéncia de cortes. Este numero
esteve entre 1 e a fragdo. Apds a confecgado das laminas as imagens dos cortes
foram capturadas utilizando um Microscopio Leica DMR® acoplado a uma camera
digital DFC 300FX® Leica. A cada imagem capturada foi utilizada uma frame que é
constituida de quatro quadrantes os quais existem linhas de inclusdo e exclusao.
Somente quando as células se encontravam dentro deste quadrante, e ndo tocavam

nas linhas de exclusao foram consideradas (GAGLIARDO et al, 2005).

4.6.2 Analise Estatistica

Para avaliacdo dos numeros de células marcadas segundo as diferentes vias
de infusdo e as regides avaliadas, utilizou-se o procedimento PROC MIXED do
programa Statistical Analysis System, versao 8.0 (SAS, 1995), considerando as
mensuracido de cada animal como medida repetida. Foram considerados os efeitos
principais de via de infusdo, as regides de avaliagdo, bem como a interagao entre os
efeitos principais Via versus regido. Nestas analises adotou-se o seguinte modelo

estatistico:

Yik =+ Vit R+ VR; + e
Yik = € o numero de células marcadas no animal k, na regi&o j e que recebeu a via de
infusdo i;
u = constante inerente a todas observagoes;
V; = efeito da i-ésima via de infusdo, sendo i = A1(Intracoronariana), 2
(Transendocardica) e 3(Retrograda) ;
R; = efeito da j-ésima regido de avaliacdo, sendo j = 1 (Atrial), 2(basal), 3 (medial) e 4
(apical);
VR = efeito da interagéo da Via i com a regido j;
e = efeito aleatorio residual associado numero de células marcadas no animal k, na

regiao j e que recebeu a via de infusao i.
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5. RESULTADOS

5.1 Resultados Referentes a coleta e coloragdo células mononucleares da

medula dssea

Todos os procedimentos de coleta, separagcdo e marcagcdo de células
mononucleares ja mencionados no material e métodos, foram passiveis e serem
realizados. Ressalta-se que apds a coloragdo com marcador de DNA, o material
deve ficar refrigerado e acondicionado de forma a ficar protegido da luz até o
momento da infusdo, uma vez que este corante degrada-se quando atingido pela

mesma (Figura 1).

Figura 1 - Fotografias demonstrando a sequéncia de
procedimentos realizados desde a coleta de
medula dssea através da pungao da crista iliaca
(A), separacdo das células mononucleares
através de gradiente de densidade (B) e
finalmente a infuséo (C).
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5.2. Resultados referentes aos procedimentos de infusdo células mononucleares da

medula éssea pela via Intracoronariana ou Anterégrada a confecgao de laminas.

Foi realizado cateterizagcao da artéria femural, para isso, foi utilizado processos
de divulsdo e ancoragem do vaso com um cateter “J” e fita cardiaca. Inseriu-se um
cateter guia o qual chegou ao arco adrtico que pode ser observado dorsalmente as
valvas semilunares. Introduziu-se o cateter baldo através da artéria circunflexa
esquerda até atingir a artéria marginal ventricular esquerda, que se encontra no
sulco longitudinal. Constatada presenca do cateter na mesma, com a infusdo de
contraste, realizou-se com sucesso a infusdo de CMMO de modo fracionado, trés
injecdes com intervalos de trés minutos, infundindo um total de 10mL de solugao
contendo 1x108 células (Figura 2). Apds coleta de material e analise com auxilio de
microscopia de epifluorescéncia pode-se observar a presenca de células coradas
com marcador fluorescente em todo tecido cardiaco, desde atrio ao apice do
cardiaco (Figuras 3,5 e 7), bem como nos pulmdes e figado (Figura 9).

Através das coloragdes de hematoxilina e eosina (HE) e Tricromo de Masson
pudemos observar células mononucleares no tecido conjuntivo presente entre as
fibras musculares cardiacas, na regido atrio-ventricular direita, esquerda e septo
cardiaco. Isto também pode ser observado em regides proximas a vasos (Figuras 4,
6 e 8). Uma menor quantidade de células foram observadas no epicardio e
endocardio, sugerindo portanto, um padréao intersticial de distribuicdo celular.

Nao foram observadas alteragdes patoldgicas tais como morte celular (areas
com células apresentando nucleo picnético ou degeneragdo nuclear ou qualquer

aumento do numero de neutrdfilos, que indicaria rejeicdo das células transplantadas)
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em tecido cardiaco através de analise ao microscépio. Manteve-se o padrdao de

distribuicdo de tecido conjuntivo e cardiomidcitos.

e,

Figura 2 - (A) Cateter injetando contraste na regido do seio adrtico, observe o refluxo de
contraste no arco adrtico; (B) artéria circunflexa esquerda com o sub-ramo
marginal ventricular esquerda (seta); (C) Cateter guia e cateter baldo na
artéria marginal ventricular esquerda e (D) Cateter baldo insuflado e injegéao
de contraste.



Figura 3 - Fotomicrografias demonstrando a presenca de células mononucleares (seta)
em: (A) atrio esquerdo - 50um, (B) transi¢cdo atrio/ventriculo esquerdo -
50um, (C) abaixo da bifurcagédo da artéria marginal do ventriculo esquerdo -
100um, (D) apice do coragao - 50um. Coloragao: Evans Blue.
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Figura 4 - Fotomicrografia da regiao atrio-ventricular esquerda. As figuras A e A’
correspondem a regido atrial, B e B’ transig¢ao atrio/ventriculo, C e C’
abaixo do ramo marginal ventricular e D e D’ regido apical.

Coloragoes: HE (A-D) e Tricromo de Masson (A’ — D’); Barras: 40um
(A-C).
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Figura 5 - Fotomicrografia de septo. Septo cardiaco em regido proximal (A), média (B)
e distal (C). Coloragao: Evans Blue; Bsrras: 50um.



Figura 6- Fotomicrografias da regido septal, correspondendo A/A’ a regidao -proximal,
B/B’ regidao média e C/C’ a regiao distal. Observar a presenca de células
mononucleares em regidao muscular intersticial € maior em relagdo a
quantidade em tecido conjuntivo. Colora¢des: HE — (A/C) e Tricromo de
Masson (A’-C’); Barras: 40um (A, B, B, Ce C’) e 100um (A’ e C’).
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Figura 7- Fotomicrografia de atrio e ventriculo direito. Em (A) regido de atrio direito;
(B) transigao atrio/ventriculo direito; (C) regido ventral a bifurcacdo da
artéria marginal ventricular e (D) apice ventricular direito. Coloragao: Azul
de Evans; Barras:50um (A, C e D) e 20um (B).
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Figura 8- Fotomicrografias da regido atrio-ventricular direita. Observar a
normalidade do tecido cardiaco. Coloragées: AaD-HEe A'aD
— Tricromo de Masson. Barras100um (A, A’, B'.e D) 40m (B, C,C’ e

D).
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Figura 9- Presenca de células mononucleares em tecido pulmonar (A) pulmao e
hepatico (B). Coloracao: Evans Blue. Bsrras: 100um
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5.3. Resultados referentes a infusdo de células mononucleares da medula

Ossea pela via transendocardica.

ApOs cateterizagédo da artéria femural, um cateter Noga foi inserido no coragao,
mais precisamente no ventriculo esquerdo com o auxilio do Fluoroscépio (Figura
10). Neste foi realizado o mapeamento da camara cardiaca (Figura11) para posterior
infusdo de CMMO. Foram injetadas 1x108 células em trés mL de PBS em um total
de 18 infusdes em média. Este procedimento foi realizado com sucesso, embora o
tempo gasto durante a cirurgia fosse maior, sendo necessario também a presenca
de mais de um cirurgido para a realizagao desta manobra.

No mapeamento cardiaco, pequenos pontos brancos mostraram-se
relacionados aos pontos de intersec¢ao dos planos. A figura que se encontrava na
parte superior projeta a camara cardiaca de formato tridimensional, e a que se
encontra na parte inferior retratavam a mesma camara cardiaca, em uma visao
bidimensional. Além do mapeamento cardiaco, o Noga também nos permitiu fazer o
Mapeamento Cardiaco de Voltagem Maxima, auxiliando-nos no momento da
infusdo, pois com o resultados dos mesmos, pode-se contornar intercorréncias
durante a infuséo.

Durante a infusdo, ou seja, quando a agulha do cateter penetra na musculatura
cardiaca, pdde ser observado que houve alteragbes na condutancia do impulso
cardiaco (Figura 11), contudo apés o momento da infusdo o tragado voltou ao
normal (Figura 11).

As células infundidas por esta via encontravam-se localizadas principalmente
no local da infusdo e septo cardiaco (Figuras 12, 13, 14 e 15). Ocasionalmente
encontravam-se na parede lateral do ventriculo direito (Figuras 16 e 17).

O padrao de distribuicdo das células em tecido cardiaco estava relacionado
principalmente a distribuicdo do tecido conjuntivo, ou seja, ao contrario dos
resultados encontrados para a via intracoronariana. Por esta via, as células eram
contadas em maior numero, em locais nos quais havia maior concentracéo de tecido
conjuntivo, especialmente na regido de epicardio. Nichos de células mononucleares
também foram observados (Figura 13C). Eventualmente algumas células podem ser

encontradas em figado (Figura18).



Figura 10- (A) Fluoroscopia demonstrando arco aértico ( * )e regido de seio coronario
ingurgitados com contraste (¢); (B) presenca do cateter Noga (seta dupla)
no ventriculo esquerdo; (C) cateter Noga (seta dupla) no ventriculo
esquerdo e infusdo de contraste em seio coronariano (seta simples).
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Maximum Voltage Map Unipolar mV >_;5

Figura 11- Mapeamento cardiaco (NOGA). Os pontos pretos referem-se aos locais de
infusdo de células. Na figura a esquerda observe a maxima voltagem do tecido
cardiaco praticamente como um todo, com exceg¢do a base do coragdo. Ja na
figura a direita, a condutédncia do impulso cardiaco tornou-se normal,
despolarizagao atrial, seguindo para regido das fibras de Purkinje.



Figura 12- Fotomicrografias de atrio e ventriculo esquerdo no qual pode-se
observar a presencga de células em todas as porgodes, sendo elas: (A)
atrio esquerdo, (B) transigao atrio/ventriculo esquerdo, (C) abaixo da
bifurcagcado da artéria marginal do ventriculo esquerdo, (D) apice do
coragdo. Coloragdo: Evans Blue. Barras: A, B e D (50um) e C
(20pm).
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Figura 13- Fotomicrografias da regido atrio-ventricular esquerda, sendo A/A’ regido
atrial, B/B’ transicdo atrio-ventricular, C/C’abaixo da regidao de artéria
marginal ventricular e D/D’ apice cardiaco.Coloragbes: HE (A-D) e
Tricromo de Masson (A’ — D’). Barras:20um (D), 40um (A,B,C e D’) e
80um (A’, B’ e C).
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Figura 14- Fotomicrografias da regidao de septo cardiaco em porgdes proximal (A),
média (B) e distal (C). Sendo que em todas as porc¢des foram
observadas presencas de células mononucleares. Coloracdo Azul de

Evans. Barras: 20um (A) e 50um (B e C).



Figura 15- Fotomicrografias da regido septo cardiaco. Sendo A/A’ regido
proximal, B/B’ média e C/C’ distal. Coloragées: HE (A- C) e
Tricromo de Masson (B’ — D’). Barras: A-C e B'— D’ (40um) e
A’ (80um).
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Figura 16- Fotomicrografia de atrio e ventriculo direito. Em (A) regido de atrio direito; (B)
transicdo atrio/ventriculo direito; (C) regido ventral a bifurcagdo da artéria
marginal ventricular e (D) apice ventricular direito. Coloragcéo: Azul de Evans.
Barras: 100um (A) e 40um (B, Ce D).



Figura 17-. Fotomicrografias da regido atrio-ventricular direita. Os segmentos A/A’ referem-se a
regido atrial, B/B’transicdo atrio-ventricular, C/C’ regido abaixo da artéria marginal
ventricular e D/D’ apice. Observar a grande quantidade de células entremeadas ao
tecido conjuntivo. Barras 40um. Coloragbes (A -D) HE e (A’ — D’) Tricromo de
Masson.
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Figura 18- Fotomicrografia no qual uma célula
mononuclear encontra-se em regiao
periportal. Coloragdo: Azul de
Evans. Aumento de 40um.



66

5.4. Resultados referentes a infusdo de células mononucleares da medula

Ossea pela via retrograda venosa coronariana.

Para a realizacdo da infusdo por esta via foi necessario realizar tanto a
cateterizagdo pela artéria femural quanto pela veia jugular. Esta ultima escolha
ocorreu em virtude da forma pela qual a veia realizava sua trajetéria (Figuras 19 e
20).

Foi possivel realizar este procedimento e a infusdao de células. Contudo,
ressaltou-se a necessidade de haver duas canulacdes, uma em artéria e outra em
veia, para garantir o sucesso da infusdo, garantindo desta forma, a entrega de
células no local afetado. Do material coletado para verificagdo da presenca de
células mononucleares, elas foram encontradas em todas as amostras tecido
cardiaco (Figuras 31, 23 e 25).

O padrao de distribuicdo de CMMO por esta via, também estava relacionada a
distribuicdo de tecido conjuntivo, como observado na via transendocardica. Contudo,
além de haver grande quantidade de células em epicardio, ha uma marcada
quantidade da mesma, no intersticio de células musculares cardiacas (Figuras 22,
24 e 26). A profundidade de distribuicdo destas células atingiu ocasionalmente o
endocardio. Algumas células foram também encontradas em bago, pulmdes e lingua

(Figura 27).



Figura 19- (A) localizagdo do arco adrtico e do 6stio do seio coronario, observar pela
infusdo de conraste; (B) catéter em veia cava cranial; (C) observe o catéter
na artéria preenchida com contraste (seta simples); (D) presenga do
catéter em artéria e veia (seta dupla).

67



Figura 20-. (A) infusdo de contraste em artéria; (B) catéter baldo arterial infuflado com
injecao de contraste; (C) cateter baldo arterial e catéter venoso com
infusdo de contraste; (D) catéter arterial e venoso insuflados com infusdo
de células mesenquimais em veia.

68



Figura 21- Fotomicrografias de atrio e ventriculo esquerdo no qual pode-se
observar a presenca de células em todas as porgdes, sendo elas:
(A) atrio esquerdo, (B) transigdo atrio/ventriculo esquerdo, (C)
abaixo da bifurcacdo da artéria marginal do ventriculo esquerdo, (D)
apice do coracédo. Coloracdo: Evans Blue. Barras: 20um (A, C e D)
e 40um (B).
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Figura 22- Fotomicrografia de luz no qual podemos observar a presenca
de células mononucleares em todo tecido cardiaco em (A e
A’) regido atrial, (B e B’) regido atrio-ventricular, (C e C’)
regidao média e (D e D’) regido apical. Coloragbes: HE e
Tricromo de Masson. Barra 40um.
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Figura 23- Fotomicrografias da regido de septo cardiaco em porgbdes proximal
(A), média (B) e distal (C). Sendo que em todas as porgbes foram
observadas a presenca de células mononucleares. Coloragcdo Azul de
Evans exceto em A. Barras: 20um (A e C) e 40um (B).
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Figura 24- Fotomicrografias da regido de septo cardiaco no qual A e A’
referem-se a regiao proximal, B e B’ regido mediana e C e C’' a
regido distal. Em todas as areas podem ser observadas grandes
quantidades de células mononucleares, principalmente em locais
em que ha tecido conjuntivo. Figuras de A a C: coloragdo HE,
Barras de 50um, 200um, 100um e 100um respectivamente.
Figuras A’ a C’: Coloragao Tricromio de Masson e Barras de

40pum, 100um e 100um respectivamente.
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Figura 25- Fotomicrografias de atrio e ventriculo direito no qual pode-se observar
a presencga de células em todas as porgdes, sendo elas: (A) atrio
esquerdo, (B) transicdo atrio/ventriculo esquerdo, (C) abaixo da
bifurcacdo da artéria marginal do ventriculo esquerdo, (D) apice do

coragao. Coloragao: Evans Blue. Aumento de 20um.



Figura 26- Fotomicrografias no qual podemos observar presengcga e células
em todas as por¢des, atrial, basal, méddia e apical. Coloragao: A-
D (HE) e A-D’ (Tricromo de Masson); Barras: 40um (C,D’),

100pm (A, A',B, B, C’ e D).
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Figura 27- Fotomicrografias de epifluorescéncia no qual pode-se observar a
presenca de células mononucleares em (A) bago, (B) pulmao e (C)
lingua. Coloracdo: Azul de Evans. Barras: 20um (A e B) € 40um
(C).
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5.5 Resultados Referentes a Processos de Reendotelizagdo ou Adesao Celular

Ao analisarmos as fotomicrografias de luz através das coloragdes de HE e
Tricromo de Massson pudemos observar processo inicial de reendotelizagcdo ou
adesao de células mononucleares, uma vez que o endotélio de vasos de grande e
pequeno calibre, via retrograda e anterograda, em sua maioria apresentam-se altos.
No caso da via transendocardica, somente os vasos de médio a pequeno calibre
apresentam-se desta forma (Figura 28). Pela analise de microscopia de
fluorescéncia também pudemos observar que algumas células marcadas também
encontravam-se aderidas ao endotélio, mas muitas delas encontravam-se em tecido

conjuntivo adjacente ao vaso (Figura 29) em todas as vias testadas.

Figura 28- Fotomicrografias vasos em tecido cardiaco,
no qual podemos observar células aderidas
ao endotélio (setas pretas) em diferentes
vias de infusdo de células mononucleares.
A) via transendocardica — célula endotelial
(seta vermelha); B) Via anterégrada ou
intracoronariana e C) via retrograda.
Coloragao HE, Barras 10um.
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Figura 29.- Fotomicrografias de fluorescéncia, no qual podemos observar células
marcadas com Hoechst® (azul) em tecido conjuntivo peri-vascular. A) via
anterégrada; B) via Transendocardica e C) via retrégrada. Barras 10um.

5.6. Resultados Referentes a Analise dos Cortes Semi-finos e Microscopia

Eletronica de Transmissao

Através de analise de material e cortes semi e ultra-finos nédo foram
constatadas alteragcbes teciduais que levassem a implicagdes como rejeicdo das
células infundidas e obstrugdo de vasos sanguineos com consequente isquemia
tecidual. Pbde-se observar a presengca de uma célua mononuclear imatura, pré-

mondcito em tecido cardiaco (Figuras 30 e 31).



Observe que nao ha alteragdes no tecido apds infusdo. Observe a grande
vascularizacdo no tecido, bem como a disposi¢cao das fibras aos discos
intercalares separando-as. Coloragao: Azul de Toluidina. Barras: (A, B, D
e F) 10pum e (E) 20um.
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Figura 31- Fotomicroscopia eletrbnica de transmissao de caes no qual foram
infundidas células mononucleares da medula éssea por diferentes
vias de infusdo. Observe a normalidade do tecido, sendo que em
(A) evidencia-se a presenca de uma célula imatura, em (B) vaso
apresenta-se entremeado a musculatura cardiaca, em (C) corte
longitudinal de fibra cardiaca e em (D) corte transversal da fibra
cardiaca. Barras: (A) 5nm; (B e C) 5um; (D) 4,98um.
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5.7 Resultados Morfométricos por Quantificagdo do Numero de Células através de

Métodos Estereoldgicos.

Verificando o comportamento das regides dentro de cada via de infusao
avaliada (nas linhas), observa-se que na via intracoronariana, os numeros de células
marcadas no atrio diferiram estatisticamente (P<0,01) em relagcdo a regides basal,
medial e apical. Entretanto para esta via de infusdo, as menores quantidades de
células marcadas foram observadas nas regides medial e basal. Para a via de
infusdo retrégrada, as regibes atrial e apical ndo apresentaram diferencas
significativas entre si e foram as de maiores numeros de células marcadas. Menores
quantidades de células marcadas foram verificadas nas regides basal e medial. Para
a via de infusdo transendocardica, maiores quantidades de células marcadas foram
observadas para as regides atrial e medial. Entretanto as regides atrial, basal e
apical, nao apresentaram diferencas significativas entre si (P>0,05). O
comportamento das regides avaliadas segundo as vias de infusdo, pode ser
verificado no Grafico 1 e Tabela 1. O numero médio de células marcadas segundo
as vias de infusdo, dentro de cada regido avaliada, encontra-se no Grafico 2 e

Tabela 2.

Tabela 1- Médias de quadrados minimos do comportamento das regides dentro de

cada via de infusao.

Vias de Infusiao Regides
Atrial Basal Medial Apical
Intracoronariana 14739 a 5417,33 ¢ 1036b 8306,67 b
Transendocardica 10507 a, b 8132,67 b 12439 a 8894,67 b
Retrograda 7423,67 a. b 1736,67 ¢ 4653,33 b, c 84866 a

Médias em uma mesma linha, seguidas por uma mesma letra nao diferem entre si pelo Teste t
de Student
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Tabela 2- Médias de quadrados minimos do comportamento das regides dentro de

cada via de infusao.

Vias de Indugéo Regiao

Atrial Basal Medial Apical
Intracoronariana | 14739 a 5417,33 a 10363 a 8306,67 a
Transendocardica | 10507 b 8132,67 a 12439 a 8894,67 a
Retréograda 7426,67 b 1736,67 b 453,33 b 8486 a

Médias em uma mesma coluna, seguidas por uma mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste

t de Student
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Grafico 1- Quantificagao do nimero de células em relagdo as

regides atrial,

basal, medial e apical.
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Grafico 2- Quantificagdo do nimero de CMMO em relagdo as
vias de infusdo. Observar que a via transendocardica
apresenta um maior nimero de células em relagdo as

vias intracoronariana e retrograda.
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6 DISCUSSAO

A infusdo de células mononucleares da medula 6ssea pela via intracoronariana
no c&o, leva a uma distribuigdo de células em tecido cardiaco de uma forma global,
ou seja, as ceélulas quando injetadas podem ser encontradas em todas as cadmaras
cardiacas, dispostas do epicardio ao endocardio. Assim ha uma melhor distribuigao
destas células em intersticio celular, ficando desta forma expostas ao contato com
os cardiomiocitos. Esta correlagdo de distribuicdo foi inicialmente descrita por
(STRAUER e KORNOWISK, 2003) e (SUZUKI et al, 2000). Sugere-se que este
padrdo de distribuicdo esteja relacionado pelo proprio padrdo vascularizagdo do
coragao.

Entretanto ndo foi observada no cdo a presenca de coldnias de células, tais
como as descritas por Suzuki et al (2000). Ao nosso ver, isto pode ser explicado uma
vez que a infusdo de células foi realizada apenas em animais sadios. Esta via de
distribuicao de células tem importante relevancia em patologias cardiacas causadas
por obstrucdes (infarto). Sabe-se que a distribuicdo de sangue no coragdo nao é
homogénea, sendo que a area sub-endocardica € a menos perfundida, devido ao
gradiente de pressao que leva a compressdo de seus vasos. Uma vez que as
células se encontram nesta area, podem auxiliar na regeneragcao desta patologia
diminuindo a area de infarto e/ ou restringindo a area de remodelamento cardiaco
(tecido cicatricial). Isto ocorre devido aos seus efeitos sobre o tecido cicatricial, seja
pela neoformacao de vasos e/ou pela formagao de cardimiécitos.

Ressalta-se, neste caso, a importancia da recuperagao sub-endocardica, pois
a repolarizagdo do impulso cardiaco ocorre em sentido epicardio a endocardio e,
como ha um tecido cicatricial, observa-se um prolongamento do tempo de

repolarizagao, alterando desta forma, a contratilidade cardiaca.
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Nao foram observadas areas de microinfartos tais como atestados por Vulliet et
al, 2004, uma vez que existem leucécitos na circulagdo. Em casos nos quais ha uma
maior demanda de células brancas imaturas na circulagao, estas também poderiam
provovar infartos em pequenos vasos, € isto ndo ocorre.

A maior quantidade de células observadas nos caes na microscopia de luz em
relacdo a microscopia de epifluorescéncia, pode estar relaciona a liberacao
citocinas, que vao mobilizar mais células mononucleares para o tecido em questao.

Os resultados obtidos pela via transendocardica mostram uma entrega seletiva
de células infundias em local no qual foi detectado infarto além da presenca das
mesmas em areas normais, tais resultados também foram descritos por SUZUKI et
al (2001).

Mediante analise histologica também foi observado no cdo a formacgao de
pequenos grupamentos de células no local da infusdo. Se de uma parte uma maior
quantidade de células em tecido cardiaco é benéfica, pois haveria provavelmente,
uma maior formagao de vasos e cardiomiocitos, por outro lado um acumulo de
células pode interferir na diferenciagdo das mesmas, uma vez que, a diferenciacao
celular é influenciada pelo microambiente, citocinas e pela interacao “célula nativa e
célula transplantada”.

A importédncia da infusdo de células pela via transendocardica esta
correlacionada com os infartos denominados de intramurais ou sub-epicardicos pois,
como observado no cdo, ha uma maior quantidade de células no epicardico, e, os
nichos de células em intersticio celular podem favorecer o reestabelecimento do
tecido lesionado, apesar de haver uma marcada quantidade de células também

dispostas no endocardico.
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O maior numero de células aderidas pela via transendocardica em relacido as
vias intracoronariana e retrograda pode ser explicada devido a entrega seletiva de
células que esta via promove.

Ha restricdes para a realizagcao de infusao por esta via transendocardica, pois,
quando ocorre a penetragdo da agulha no musculo cardiaco, esta interfere na
conducdo do estimulo cardiaco, ou seja, ocorre hiperestimulagdo o que pode
resultar em extra-sistoles ou em casos mais graves fibrilagdo cardiaca, como relata
STRAUER & KORNOWSKI (2000) e FUCHS et al (2003). Por ser esta uma via de
entrega seletiva de células, a pouca quantidade de células marcadas em ventriculo,
atrio direito e em outros 6rgaos € explicavel.

A distribuicdo de células mononucleares esta relacionada principalmente com a
disposi¢do do tecido conjuntivo no coragdo, isto porque, ao realizar a infusado, a
agulha penetra de endocardio a epicardio, sendo que as mesmas sao difundidas em
regido proxima ao epicardio e, por realizar infusdes dentro do miocardio, ha
formagao dos nichos celulares.

A via retrégrada por seio venoso promove no cdo, quando utilizada, uma
relativa aderéncia de células mononucleares em tecido cardiaco. Isto pode ocorrer
devido a interferéncia na passagem das células pela parede das veias. As células
que permanecem no espaco intravascular ndo sobrevivem. Além disso, o efeito de
primeira passagem pela circulagdo pulmonar também pode desfavorecer o processo
(STRAUER & KORNOWSKI, 2003). A via venosa ¢é a via de eleigao para infusdo nos
pulmbes, além disso, uma grande quantidade de células foram observadas em
outros 6rgaos como bago. Embora Suzuki et al (2001) relataram a presencga de
células somente na parede do ventriculo esquerdo, pudemos observar a presenca
da mesma tanto no ventriculo direito quanto no septo cardiaco dos caes. Os

mesmos autores relatam a presenca de células no espaco extracelular, no chamado
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intersticio celular, como observado em nosso estudo. A dificuldade de passagem das
células para o espaco celular pode influenciar na distribuicdo das células no tecido
cardiaco. Isto explicaria, ao nosso ver, a presenca marcante das células no
epicardio. O calibre dos vasos desta regidao também pode interferir neste processo. A
utilizacdo de medicamentos promotores do aumento da permeabilidade vascular,
poderia incrementar o numero destas células no tecido. Contudo, devemos salientar
que em casos de doenga coronariana, esta via tem grande importancia, como uma
alternativa para infusao de células, diminuindo a area de lesao.

A maior quantidade de células observadas pela da microscopia de luz em
relagdo a microscopia de fluorescéncia, pode ter ocorrido devido a processos de
recrutamento celular. Estes fatores podem ter sido liberados pelo “stress” causado
pelo cateter, quando o mesmo encontrava-se dentro do lUmen vascular, ou devido a
estimulos das CMMO sobre o tecido cardiaco levando a de liberacdo de fatores de
recrutamento. Como no caso da via intramiocardica-transendocardica, a agulha no
momento da infusdo age como um copo estranho. Isto estimula o tecido a liberar
citocinas que agem sobre diferentes células, incluindo as mononucleares né&o
marcadas, e entdo elas permanecem no tecido. A presengca de CMMO marcadas em
outros érgdos como figado e bago esta relacionada com liberagdo de fatores de
recutramento celular liberados pelo tecido mesmo em homeostasia, este resultado
também foi observado por Vandelverde et al (2005), Christopherson et al (2004) e

Hattori, Hessig e Raffi (2003).
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7 CONCLUSOES

Com relacao as vias de infusado de células tronco monunucleares coletadas da
medula éssea concluimos que:
Todas as formas de infusdo sao factiveis de serem realizadas no cao.

Entretanto em relacdo a analise comparativa entre elas podemos citar:

1. A via intracoronariana € uma via de facil acesso e requer somente de uma
equipe para realizar a infusdo das células, contudo, em casos de diagnéstico
de doencga coronariana, torna-se inviavel a utilizacdo da mesma.

A via transendocardica € necessario equipamento (NOGA) para a realizagao
do mapeamento da cadmara cardiaca, para localizacdo da area infartada, e,
consequentemente, localizagao da regiao de infusdo de células. Com isso, ha
um aumento do tempo de cirurgia e do numero de cirurgides para a realizagao
do procedimento.

A via retrograda por seio venoso é uma via que deve ser utilizada em casos
no qual se detecta doencga coronariana. Contudo, para o procedimento da
mesma € necessaria a realizagao de cateterizacao arterial e venosa.

2. Com relacao a disposic¢ao das células em tecido cardiaco podemos afirmar que:

A via intracoronariana sugere um padrdo intersticial de distribuicdo das
células mononucleares, isto é, as células identificadas encontram-se
intimamente ligadas ao musculo cardiaco.

Pela via Transendocardica as células preferencialmente encontram-se
distribuidas em locais com grande quantidade de tecido conjuntivo, nos quais
ha uma marcada quantidade delas no epicardio. Podem ser observadas em

tecido cardiaco, formagdes de pequenos nichos de células s mononucleares.



87

Pela via retrégrada por seio venoso podemos afirmar que a distribuicdo das
células também estd ligada a distribuicdo do tecido conjuntivo. Nesta é
observada uma grande quantidade de células em epicardio, podendo estas
adentrar o miocardio, porém, ocasionalmente atingem o endocardio.

3. Com relagao aos resultados morfométricos podemos afirmar que:
A analise estatistica nos permitiu observar que a interacdo via de infuséo
quando comparada a quantidade de células em tecido cardiaco, demonstrou
diferencas significativas (P<0,01). A via transendocardica leva a um maior
enxerto de células no ventriculo esquerdo.

4. Com relacéao a liberagao de fatores de recrutamento celular:
A liberacao de fatores de recrutamento celular, que envolve a liberacao
principalmente de citocinas e fatores de crescimento, promovem a adesao de
CMMO tanto no tecido alvo, quanto em outros tecidos que também os liberam

em homeostasia.
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RESUMO
As células tronco adultas possuem capacidade de se transformar em certos tipos de

tecidos, sendo entdo chamadas de multipotentes. Surge desta forma, uma nova
modalidade de tratamento para doencas cardiacas, assim, uma avaliacdo na
distribuicao destas células por infusdo transendocardica torna-se importante, pois o
microambiente e interacdo célula/célula s&o importantes no processo de
transdiferenciacédo e/ou fusdo. Foram utilizados trés cées, com aproximadamente
30kg e higidos, no qual foi realizada pungao, separagcéo, marcacgao e infusdo de
células tronco mononucleares pela via transendocardica. Pdde-se observar a
presenca de células por todo tecido cardiaco, principalmente em epicardio e tecido
conjuntivo adjacente, havendo também a formac&o de nichos celulares. Como as
células sao entregues de forma seletiva, esta € uma importante via para doengas
isquémicas e crbnicas, no qual os fatores de mobilizagcao celular estdo diminuidos.

ABSTRACT
The adult stem cells, multipotential cells, have the capacity to transform in many

kinds of tissues. It's emerges like a new form of cardiac diseases treatment, so, an
evaluation in the pattern of stem cell distribution by transendocardial route is
important, because the microenvironment and the interaction cell/cell are important in
transdifferentiation and/or fusion processes. It was used 03 healthy mongrel dogs
with 30kg of weight. The bone marrow was harvest from iliacal crest, separated by
densitiy, dyed with a fluorescent marker and infusioned by transendocardic route.
The stem cells could be founded in all cardiac tissue, mainly in epicardic and
connective tissue, we also observed the colony formations into the myocardium. The
cells are delivered of selective form; this is an important way for ischemic and chronic

diseases, in which the factors of cellular mobilization are diminished.

PALAVRAS-CHAVE
Limitacdo da area de infarto, aderéncia, células tronco, via transendocardica.

KEYWORDS
Infarction area limitation, engraftment, stem cells, transendicardial route.
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INTRODUGAO

As células tronco, também conhecidas como “stem cells” ou células mae, foram
descritas pela primeira vez em 1974, que as caracterizaram como stem cells
fibroblasticas capazes de formar colbnias - fibroblastos formadores de colbnias:
CFU-F (1). Possuem morfologia fibroblastéide, com alta capacidade para replicagéo

e, apo6s estimulo apropriado podem se diferenciar em todos os tipos celulares (2).

A terapia celular na reparagao das células miocardicas é vislumbrada como
uma das estratégias terapéuticas de maior futuro em relacdo ao tratamento da
insuficiéncia cardiaca devido a limitada eficacia de tratamento medicamentoso e a
escassez de oOrgaos para transplante (3), por isso, a quantificacdo das células
tronco, o padrao de distribuicdo e o perfil histolégico do tecido cardiaco pés-infusdo
pela via transendocardica auxiliam na escolha da via a se realizar o transplante de
células em pacientes portadores de cardiopatias. Além da utilizacdo destas em
problemas cardiacos, podemos também citar que a mesma tem grande importancia
nos casos de doengas hematoldgicas e degenerativas (4).

A maior causa da faléncia cardiaca resulta da oclusao das artérias, sendo que
a perda do fluxo sanguineo leva a isquemia, infarto, necrose seguida por um
remodelamento tecidual — cicatriz- afetando a fungdo do miocardio (5). A perda de
miécitos, arteriolas e capilares da area infartada € irreparavel, resultando em
formagao de tecido cicatricial como dito anteriormente. Por esta razdo estudos
clinicos e experimentais tem principalmente enfocado na limitagdo do tamanho do
infarto (6).

Na medula éssea de mamiferos adultos, as células sanguineas desenvolvem-
se dentro de uma rede complexa de fatores de regulacdo humoral, celular e da
matriz (7). Durante o desenvolvimento pods-natal os locais de atividade de
hematopoiese mudam: ha um grande decréscimo da atividade do figado quanto a
esta funcdo e um aumento da atividade do baco. Em mamiferos adultos as stem
cells hematopoiéticas e células progenitoras residem na medula 6ssea no qual
encontram-se em intimo contato com o estroma (8) .As células tronco adultas da
medula dssea consistem em uma série de populagdes de células pluripotentes. A
medula éssea contém células tronco hematopoiéticas (HSCs) e células tronco
mesenquimais (MSCs) que derivam de uma célula primitiva, precursora. Ambos os
tipos celulares quando injetadas auxiliam principalmente na vasculogénese (9). A

vantagem da utilizagdo das células-tronco da medula 6ssea sao: facil obtengéo, sem
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objecbes éticas, habilidade de expansao, alta compatibilidade, ndo ha necessidade
de imunossupresséo, aplicagdes clinicas ja realizadas. A principal desvantagem: nao
ha marcadores especificos (10), portanto, o transplante autélogo de células tronco
da medula éssea € seguro e ndo ha evidéncias de toxicidade sistémica ou local em
fase aguda ou crdnica (11).

A injecao intramiocardica € o método mais popular de infusdo de células dentro
do coragao, tendo grande importancia em casos de cardiopatia isquémica devido a
habilidade de entregar as células seletivamente dentro do tecido miocardico, tanto
em areas normais quanto em infartadas. Contudo, as células por esta via formam
pequenas “ilhas”, resultando em uma possivel limitacado de interagao célula/célula
(células transplantadas e cardiomiocitos). Esta via é passivel de se infundir células e
possui eficiéncia na distribuicdo das mesmas (10). N&o foram observadas
complicagbes relacionadas a fase aguda (pds-cirurgico) ou a sequelas a longo
termo. Além disso, por esta via a infusdo de células pode ser realizada no local
isquémico (12).

A via transendocardica tem como principal vantagem realizar a infusdo de
células através de visualizacdo, no qual previamente é realizada a identificagao
anatbmica da area e até a distribuicao das infusdes, contudo, pode causar injuria ao
miocardio, induzir extra-sistoles e até a arritmia ventricular (13-14).

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados trés cées sem raga definida (SRD), saudaveis e com peso médio de
30Kg. Com animal em plano anestésico realizou-se a pungdo da medula 6ssea da
crista iliaca com auxilio de agulha Jamishid. Procedeu-se entdo a separagao das
células através de gradiente de densidade (Ficoll-Paque® - Amersham Bioscience),
marcacdo das mesmas com Hoescht® (Sigma) e infusdo pela via transendocardica,
delimitando a area de infusdo através de mapeamento eletromecanico (NOGA -
Cordis). Foram injetadas 1x10® células em trés mL de PBS em um total de 18
infusGes em média. Apoés uma hora de infusdo, os animais foram eutanasiados e
amostram de tecido cardiaco foram coletados para analise histologica, sendo fixados
em solugdo de formaldeido a 10%, incluidos em técnica rotineira de Paraplast e
seccionados com 5um de espessura e corados em hematoxilina e eosina (HE) e
tricromo de masson. Outra parte do tecido foi colocada para analise de microscopia
de fluorescéncia, para isso, os cotes foram congelados, cortados em Criostato com
7um de espessura, fixados em acetona, contra-corados com Azul de Evans.
RESULTADOS
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Durante a infusdo, ou seja, quando a agulha do cateter penetra na musculatura
cardiaca, pdde ser observado que houve alteragdes na condutancia do impulso
cardiaco, contudo apos o momento da infusdo o tragado torna-se normal.

As células infundidas por esta via encontram-se localizadas principalmente no
local da infusdao e septo cardiaco. Ocasionalmente na parede lateral do ventriculo
direito.

O padrao de distribuicdo das células em tecido cardiaco esta relacionado
principalmente a distribuicdo do tecido conjuntivo, ou seja, ao contrario da via
intracoronariana, por esta via as células estdo em maior numero em locais no qual
ha maior concentragéo de tecido conjuntivo, especialmente em regido de epicardio.
Nichos de células mononucleares também sao observados.

DISCUSSAO

Como no resultado, pela via transendocardica ocorre uma entrega seletiva de
células em local no qual foi detectado infarto e também em areas normais, com
auxilio de aparelho que realiza mapeamento cardiaco (NOGA) como relatado por
SUZUKI et al (2001), através de analise histologica também foi observado a
formagado de pequenas agrupamemtos de células no local da infusdo, por um lado,
uma maior quantidade de células em tecido cardiaco €& benéfica, pois haveria
provavelmente, uma maior formacado de vasos e cardiomidcitos, por outro lado um
acumulo de células pode interferir na diferenciagdo da mesma, uma vez que, a
diferenciagao celular é influenciada pelo microambiente, citocinas e interagao célula
nativa e célula transplantada.

A importancia da infusdo de células por esta via esta correlacionada com os
infartos denominados de intramurais ou sub-epicardicos, pois, como observado, ha
uma maior quantidade de células em tecido epicardico e os nichos de células em
intersticio celular podem favorecer no restabelecimento do tecido lesionado, apesar
de haver uma marcada quantidade de células também em tecido endocardico. Esta
via também ¢é indicada para casos cronicos de doenga cardiaca, no qual a liberagao
de fatores que realizam o recrutamento das células encontram-se em menor
quantidade (15).

O menor numero de células aderidas por esta via em relacdo as vias
intracoronariana e transendocardica pode ser explicada devido a entrega seletiva de
células que a via transendocardica promove. A distribuicdo de células tronco
mononucleares esta relacionada principalmente com a disposicdo do tecido

conjuntivo no coragao, isto porque, ao realizar a infusdo, a agulha penetra de
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endocardio a epicardio, sendo que as mesmas sao difundidas em regido proxima ao
epicardio e, por realizar infusbes dentro do miocardio, ha formacado dos nichos
celulares. Por ser uma via de entrega seletiva de células, a pouca quantidade de
células marcadas em ventriculo, atrio direito e em outros 6rgdos é explicavel,
contudo, em casos de doencas crbnicas, no qual ha diminuta quantidade de
sinalizadores para o recrutamento celular, esta € uma via de infusdo que deve ser
indicada, uma vez que, a entrega de células é seletiva, contudo, como relatado por
(STRAUER e KORNOWISK, 2003) e FUCHS et al (2003) foi observada a presenga
de extra-sistoles no momento da infusdo de células.

CONCLUSAO

Para a infusdo de células por via transendocardica é necessario equipamento para
a realizagdo do mapeamento da camara cardiaca (NOGA) para localizagdo da area
infartada e. consequentemente, localizagdo da regido de infusdo de células. Com
isso, ha um aumento do tempo de cirurgia e do numero de pessoas para a
realizacdo do procedimento. Com relagdo a disposicdo das células em tecido
cardiaco, as células estado preferencialmente distribuidas em locais com grande
quantidade de tecido conjuntivo, no qual ha uma marcada quantidade de células em
epicardio, podendo ser observado areas no qual ha formag¢des de pequenos nichos
de células mononucleares.
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Figura 1. (A) Fluoroscopia demonstrando arco aértico ( * )e regido de seio coronario
ingurgitados com contraste (¢); (B) presenca do cateter Noga (seta dupla) no
ventriculo esquerdo.

Figura 2. Fotomicrografias de fluorescéncia no qual podemos observar a presenca
de células mononucleares em azul, e corados com Hoechst® , em regido de
epicardio (A) e endocardio (B). Barra 10um.
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Figura 3. Fotomicrografias de regido de epicardio com a presenca de grande
quantidade de células mononucleares (A) e em miocardio podemos observar a
formagao de nichos celulares (B). Coloracao HE. Barras 40um.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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