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Avaliacao In Vivo da Distribuicao das Células Autélogas
Mononucleares da Medula Ossea no Tecido Miocardico

Artigo
Original

Infartado através da Marcacao com **"Tc-HMPAO

In Vivo Evaluation of the Distribution of the Autologous Bone Marrow Mononuclear

Cells in the Post Infarct Myocardium through Labeling with **"Tc-HMPAO
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Objetivos: Demonstrar a fixa¢do das células
autélogas mononucleares da medula dssea
(CAMMO) no miocdrdio, apds a sua injegdo
intravascular. Quantificar a proporcao da fixagao
das células em relagdo ao corpo inteiro e sua taxa
de clareamento.

Métodos: Foram selecionados 20 pacientes na fase
aguda do infarto do miocdrdio; 19 foram
submetidos a marcagdo de uma fragdo das células
(10° células) com o *™Tc hexametil-propilenoamina-
oxime (*"Tc-HMPAO). Foram adquiridas imagens
precoces e tardias de corpo inteiro e imagens
tomograficas de térax.

Resultados: Os pacientes apresentaram em média
29,9+14% de drea infartada nas imagens de perfusao
miocdrdica. A taxa de captagdo na drea cardiaca foi
12,1£8,25% nas imagens precoces e 7,8%6,31% nas
imagens tardias. A taxa de clareamento foi de
35,3+15,94%. A captagdo das células ndo apresentou
correlagdo com o tamanho do infarto miocédrdico
(r=-0,271) e o clareamento n&o apresentou
correlagdo nem com o tamanho do infarto
miocdrdico nem com o intervalo entre as aquisi¢des
das imagens (r=-0,22 e r=0,000024).

Conclusio: A marcagdo das CAMMO com *™Te-HMPAO
permite demonstrar a sua fixagdo na drea infartada,
quantificando a sua propor¢do em relagdo a sua
distribui¢do no corpo inteiro.

Palavras-chave: Transplante de células-tronco,
Medicina nuclear, Cintilografia miocdrdica,
Marcagdo de células

Objectives: To demonstrate the engraftment of
autologous bone marrow mononuclear cells into the
myocardium after its intravascular delivery and to
quantify the ratio of the setting of the cells in
relation to the whole body and its washout rate.
Methods: 20 patients in the acute stage of
myocardium infarction were selected; 19 were
submitted to the labeling of a fraction of the cells
(10° cells) with *“mTc-HMPAO. Early and delayed
whole body images as well as chest tomography
images were acquired.

Results: The patients presented mean 29.9+14% of
infarcted area in myocardial perfusion images. The
mean cell engraftment in the cardiac area was
12.148.25% and 7.8+6.31% in the early and delayed
images, respectively. The mean washout rate was
35.3+15.94%. The engraftment rate of cells was
not correlated with the size of the myocardial
infarction (r=-0,271) and the washout was
correlated with neither the size of the myocardial
infarction nor with the interval between image
acquisitions (r=-0.22 e r=0.000024).

Conclusion: The labeling of the autologous bone
marrow cells with *"Tc-HMPAO allows to show
their engraftment in the impaired myocardial area
thus quantifying its ratio in relation to its
distribution in the whole body.
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O infarto agudo do miocdrdio (IAM)
desencadeia uma cascata de eventos que
culmina com a morte de midcitos e a
substituicdo do tecido miocdrdico por tecido
fibrético, acarretando a reduc¢do da funcéo
contrétil do coracdo. Estudos recentes com a
terapia de transplante de células autélogas
mononucleares da medula ¢ssea (CAMMO)
sugerem que estas possam ser utilizadas para
minorar o processo de remodelamento
cardiaco pés-infarto agudo do miocdrdio'.

Os mecanismos pelos quais as CAMMO
promovem a recuperac¢do da funcdo ventricular
ap6s o IAM ainda nédo estdo completamente
esclarecidos. Acredita-se que estas células
progenitoras possam favorecer o aumento da
irrigagdo dos tecidos afetados através da
neoangiogénese, seja pela sua diferenciagdo em
células endoteliais, pela secrecédo local de fatores
pré-angiogénicos, pela sinalizagdo pardcrina,
pela inibi¢do da apoptose peri-infarto ou mesmo
pela diferenciagdo em midcitos. Independente do
mecanismo responsdvel pela recuperagdo da
funcdo contrdtil miocdrdica, a fixacao das
células-tronco no miocdrdio é o evento critico
inicial ap6s o seu implante no coragdo. A
despeito da técnica utilizada, hd poucas
evidéncias diretas de que as células-tronco apds
liberadas permanecem no miocardio e em qual
proporgao’.

A imagem molecular permite, além da avaliagdo
da perfusdo miocdrdica antes do implante das
células marcadas, o acompanhamento evolutivo
desses pacientes, seja pelas alterag¢des da
perfusdo, do metabolismo ou da fungdo contratil
do miocardio. Novas técnicas vém sendo
empregadas na avaliagcdo do mecanismo
terapéutico, contribuindo para o melhor
entendimento dos efeitos da terapia com células-
tronco. O “"Tc-hexametil-propilenoamina-oxime
(*"Tc-HMPAO) é um tracador amplamente
utilizado na medicina nuclear para a detecgdo
de infecgdo / inflamacédo através da marcacéao
dos leucécitos. Apesar de apresentar
predilecdo por granulécitos, pode ser utilizado
para marcar as células mononucleares,
permitindo a realizagdo de imagens
tecnicamente adequadas para a andlise da
distribuicdo destas nos tecidos*. Alguns
pesquisadores utilizaram a marcacdo das
CAMMO com *"Tc-HMPAO para demonstrar a
sua fixacdo e a sua distribuicdo no tecido
miocdrdico®®. Esta técnica pode permitir o melhor
entendimento da terapia celular na sindrome
coronariana aguda e ser um método auxiliar na
avaliacdo das técnicas de implante celular.

Objetivos

Demonstrar a fixagdo das CAMMO marcadas com
#mTc-HMPAO no miocdrdio apds sua injegdo
intracoronariana ou no seio venoso coronariano; e
quantificar a fixagdo das células no coracdo em
relacdo ao corpo inteiro e a sua taxa de clareamento
(do inglés, washout) no miocardio.

Metodologia

Foram incluidos no estudo 40 pacientes com infarto
agudo do miocdrdio submetidos a terapia de
angioplastia coronariana primaria ou de resgate entre
48 e 72 horas ap6s o infarto. Estes apresentavam
reducdo da contratilidade segmentar, avaliada pela
ecocardiografia, e defeito de perfusdo miocardica
na drea relacionada ao infarto avaliado pela
cintilografia de perfusdo miocardica. Todos os
pacientes realizaram cintilografia de perfusdo
miocdrdica com *™Tc-Tetrofosmin em repouso, apds
administra¢do de nitrato sublingual, antes da
randomizacdo para quantificar o tamanho da é4rea de
hipoperfusdo miocdrdica causada pelo IJAM. Uma vez
incluidos, os pacientes foram submetidos ao
transplante de CAMMO entre 0 3°e 0 5° dias p6s-IAM.

O estudo foi aprovado pela CONEP (n° 7824) e todos
o0s pacientes assinaram o termo de consentimento
livre e esclarecido. Os pacientes foram
randomizados em dois grupos: o primeiro, o grupo
tratado que recebeu o implante das células-tronco
no miocdrdio (n=20), e o segundo, o grupo-controle,
que ndo recebeu implante das células tronco no
miocdrdio. Todos os pacientes receberam terapia
medicamentosa convencional para doenga arterial
coronariana (antiplaquetdrios, betabloqueadores,
anti—hipertensivos, estatinas e nitrato oral). Nos
pacientes do grupo tratado, uma fragdo das células-
tronco administradas (1% do total - 10° células) foi
marcada com *™ Te-HMPAO.

As células autélogas mononucleares da medula
Ossea foram marcadas conforme técnica descrita
anteriormente® e liberadas através de um cateter-
baldo por via intracoronariana ou no seio venoso
coronariano.

Observou-se a distribuicdo tecidual das células
marcadas nas imagens precoces e tardias de corpo
inteiro nas projegdes anterior e posterior, com matriz
1024 x 256 e na velocidade de 12 centimetros por
minuto. Para a localizagdo topogréfica das células
no coragdo, foram adquiridas imagens tomogréficas
de térax com protocolo semelhante ao utilizado para
a aquisicdo das imagens de perfusdo miocardica.
Foram adquiridas imagens com 64 proje¢des de 20
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segundos cada, com matrix 64 x 64 e foram
reconstruidas por retroprojecdo com filtro
Butterworth e processadas utilizando o pacote de
softwares e-Soft 3.0 (Cedars — Sinai, Guido Germano e
Emory Cardiac Toolbox). Todas as imagens foram
adquiridas em gama-camera de duas cabegas (Ecarm-
Duet — Siemens) com colimador de baixa energia e
alta resolucéo.

A média geométrica das contagens na drea cardiaca
das imagens de corpo inteiro anterior e posterior
foi relacionada com a média geométrica no corpo
inteiro (Co/CI) nas imagens precoces e tardias. As
imagens tomogréficas de térax foram comparadas
as imagens tomograficas de perfusdo miocardica em
repouso, para a localizagdo topografica da
distribuicao das CAMMO marcadas.

A taxa de clareamento foi calculada pela férmula:
(Co/CI precoce - Co/ClI tardia) / Co/CI precoce.

Os resultados foram expressos em média + desvio-
padréo e para testes de correlagdo foi utilizado o
teste de Pearson.

Resultados

Foram selecionados 20 pacientes para o grupo
tratado com administragdo das CAMMO marcadas
com *"TC-HMPAO, sendo que um paciente nado
recebeu a marcacdo das células por dificuldade
técnica. Um paciente recebeu marcagao das células
com dois isétopos, uma fracdo das células foi
marcada com 'F-Fluorodesoxiglicose (FDG).

Neste tdltimo, apesar de as imagens permitirem
avaliar a distribuicdo das CAMMO no miocdrdio,
ndo foram utilizados os seus dados de
quantificagdo na andlise estatistica por
apresentarem interferéncia do radioisétopo de
maior energia (FDG).

Os pacientes que receberam as CAMMO marcadas
através do seio venoso representaram 31% (n=6) do
total da amostra estudada e, pela via
intracoronariana, foram 69% (n=13). Os pacientes
do sexo masculino representaram 63% (n=12) do
total e a idade média foi 56,3+12,07 anos. A média
da drea acometida pelo infarto foi 29,9+14%,
conforme avaliado pela quantificagdo da perfusao
miocdrdica (Figura 1).

O intervalo médio entre a administracdo das
CAMMO marcadas e as imagens precoces foi de
3,7+1,03 horas, o intervalo médio entre a
administragdo das células marcadas e as imagens
tardias foi de 22,4+3,85 horas e o intervalo entre as
duas aquisicdes foi em média 18,7+3,75 horas.

Em todos os pacientes foi possivel determinar a
localizacdo topogréfica das células marcadas no
miocdrdio, exceto em um onde foi observada
retencdo difusa do tragador na projecgdo cardiaca.

A média de captacdo das CAMMO marcadas na
drea cardiaca (Co/CI precoce) nas imagens
precoces foi de 12,1£8,25% e a média de captagdo
nas imagens tardias (Co/CI tardia) foi igual a
7,8%6,31%, sendo que a taxa média de
clareamento foi de 35,3+15,94% (Tabela 1).

Figural
QPS — A esquerda mapa polar demonstrando hipoperfusdo na parede inferior e infero-lateral do ventriculo esquerdo

quantificada em 32%. A direita reconstrucao tridimensional da imagem de perfusao.
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Tabela 1

Valores em percentual da relacdo da captacao do
radiotracador na area cardiaca (Co) e corpo inteiro (CI)
nas imagens precoces e tardias. Taxa de clareamento
em percentual e tamanho do defeito de perfusdo em
percentual do ventriculo esquerdo (QPS)

Co/CI Co/CI Clareamento QPS
precoce (%) tardia (%) (%) (%)

1 23,50 17,82 24,17 9,00
2 19,71 14,56 26,13 21,00
3 28,54 22,47 21,27 42,00
4 7,56 6,62 12,43 37,00
5 25,35 17,57 30,69 9,00
6 13,49 4,45 67,01 10,00
7 6,35 3,01 52,60 44,00
8 9,31 4,36 53,17 13,00
9 13,75 6,58 52,15 24,00
10 18,30 11,80 35,52 38,00
11 14,00 6,70 52,14 21,00
12 13,84 7,57 45,30 44,00
13 2,76 1,94 29,71 31,00
14 2,25 1,69 24,89 34,00
15 3,45 2,96 14,20 39,00
16 5,71 4,79 16,08 39,00
17 4,32 2,34 45,83 57,00
18 4,98 3,42 31,33 27,00
Média 12,10 7,80 35,30 29,90
DP 8,25 6,31 15,94 14,01

A captagao das células marcadas ndo apresentou
correlagdo com o tamanho do IM (r=-0,271) (Figura 2)
assim como o clareamento ndo apresentou
correlagdo nem com o tamanho do IM (Figura 3)
nem com o intervalo entre as aquisi¢des das imagens
(r=-0,22 e r=0,000024) (Figura 4).

Nas Figuras 5 e 6 podem ser observadas imagens
de corpo inteiro, obtidas ap6s a administragdo das
CAMMO marcadas. Nas Figuras 7 e 8 observa-se a
distribui¢ao topografica das CAMMO marcadas e
a sua comparagdo com o padrao perfusional obtido
antes de sua administragao.
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Figura 2

Relagdo da captagdo do radiotragador pelo tecido
miocardico nas imagens precoces e tamanho do defeito
de perfusdo miocérdica (QPS)
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Figura 3
Relacdo do tamanho do defeito de perfusdo miocardica
(QPS) com a taxa de clareamento do radiotragador (r =-0,22)
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Figura 4
Relacéo do clareamento do radiotracador com o intervalo
de aquisicdo das imagens (r=0,000024)
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Figura 5

Imagens de corpo inteiro nas incidéncias anterior e
posterior adquiridas duas horas ap6s a administragdo das
CAMMO marcadas. Observamos intensa fixa¢do das
células na projecdo da drea cardfaca e no figado.

Eliminagao fisiol6gica do material radioativo na bexiga e
intestino.

Figura 6

Imagens de corpo inteiro nas incidéncias anterior e
posterior adquiridas 24 horas apés a administragdo das
CAMMO marcadas. Ainda podemos observar intensa
fixagdo das células na projecdo da area cardiaca.

Figura 7 (esquerda)

Imagens de reconstrucao tomogréficas do coragdo nos
eixos curto, longo vertical e longo horizontal. 1%, 3" e 5
linhas demonstram drea de hipoperfuséo miocdrdica nas
paredes inferior e infero-lateral do ventriculo esquerdo.
2%, 4% e 6° linhas demonstram a distribui¢gdgo das CAMMO
marcadas nas paredes do coragao.

Figura 8 (abaixo)

A) Mapa polar de perfusdo demonstrando a drea de
hipoperfusdo na parede inferior e infero-lateral, drea
escura. B) Mapa polar demonstrando a distribuigdo das
CAMMO marcadas(drea branca) complementando a

drea de hipoperfusdo miocdrdica.
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Discussao

A medicina nuclear cada vez mais se sobressai como
método ndo-invasivo na avaliacdo funcional dos
diversos eventos cardiovasculares. Na tltima
década vem acompanhando o desenvolvimento da
terapia com células-tronco, principalmente no que
diz respeito ao estudo da localizacdo da distribui¢do
das células-tronco no organismo. Os
radiotracadores mais estudados sdo o "'Indio, o *¥F-
FDG e o “"Tc-HMPAO. O "Indio apresenta meia-
vida maior (2,8 dias) e hd alguns relatos de que
poderia causar danos estruturais e funcionais as
células marcadas, prejudicando a sua diferenciacdo
e proliferacdo’®; no entanto na realidade brasileira,
a sua principal limitagdo é o fato de ndo estar
amplamente disponivel para a comercializa¢do no
pais. O "F-FDG apresenta caracteristicas fisicas
excelentes com a geracdo de imagens de melhor
definicdo e estd disponivel para a comercializa¢do
no pais, porém apresenta uma menor eficdcia na
marcagdo das células e uma meia-vida curta (2
horas) o que impede a sua utilizagdo no
acompanhamento em longo prazo das células
marcadas®. A marcacdo de células mononucleares
da medula 6ssea com o "F-FDG, apesar de
resultados favordveis, ainda apresenta experiéncia
limitada e uma eficdcia de marcagao abaixo da ideal.

A marcacdo dos leucdcitos com o “™Tc-HMPAO é
uma técnica amplamente empregada na detecgdo
de focos de infeccdo e inflamacdo’. Recentemente
vem desempenhando papel importante na
marcacao das células-tronco, possibilitando avaliar
in vivo o comportamento destas nos tecidos, por
cerca de 18 a 24 horas apds o seu implante**'. As
CAMMO podem ser marcadas com sucesso com o
#mTc-HMPAO sem afetar a sua viabilidade e
preservando a sua habilidade de adesdo e
proliferacdo em meios de cultura; assim, esta técnica
é til para monitorar a sua distribuigdo pelo corpo
inteiro™.

O presente estudo aponta esta técnica de marcacdo
celular e imagem como uma forma exeqiiivel,
simples e reprodutivel para monitorar o movimento
das CAMMO apés a sua liberacdo no tecido
miocdrdico. Possibilitou a realizacdo de imagens
tecnicamente adequadas tanto topograficas como
para quantificar o percentual de células que
permaneceram no miocdrdio apds o tratamento
por periodos relativamente prolongados de até
29 horas.

O tamanho da drea acometida pelo infarto nao
influenciou na intensidade de captagdo das células
pelo miocardio e ndo influenciou também no seu

clareamento tecidual. Talvez isto possa ser explicado
pela captagdo preferencial das células no bordo da
drea infartada observada nas imagens tomograficas.
Portanto, a intensidade de captacdo das células e
seu clareamento ndo apresentaram correlagdo com
a massa de miocdrdio acometido pelo infartado.

O clareamento, ou seja, a propor¢do em que 0
radiotracador deixou o tecido miocdrdico, nao foi
influenciado pelo intervalo médio entre a aquisicdo
dasimagens, que foi de 22,443,85 horas. Esta andlise
foi realizada para tentar determinar se o
clareamento do radiotragador foi proporcional ao
intervalo de aquisi¢do, mostrando ndo haver uma
correlagdo linear entre o tempo e a saida das células
do tecido miocdrdico.

Os mecanismos que determinam a fixacdo das
células-tronco no tecido infartado ndo estdo bem
elucidados; no entanto, para que isto ocorra é
necessdrio que as células estejam vidveis ap6s sua
manipulacdo e que preservem suas propriedades
de adesdo e quimiotaxia. Novos trabalhos com bases
biomoleculares poderdo esclarecer quais os
mecanismos responsdaveis pela adesdo das células-
tronco na drea infartada. Assim também, o
acompanhamento desses pacientes poderd, no
futuro, determinar se a proporgdo da fixa¢do das
CAMMO no tecido miocérdico terd influéncia sobre
os resultados clinicos e a recuperacdo do miocardio
acometido por infarto.

As limitag¢oes do estudo se ddo principalmente
devido a meia-vida relativamente curta do isétopo,
que é de seis horas, ndo permitindo analisar por
periodos maiores o comportamento das células nos
tecidos. Embora ndo se tenham realizado cdlculos
mais complexos que levassem em consideragdo o
decaimento do material radioativo e a sua meia-vida
biolégica, espera-se minorar estas interferéncias
com a quantificacdo relativa da atividade na drea
cardiaca e no corpo inteiro e nao utilizando valores
absolutos da atividade.

Conclusao

A marcacdo das células autélogas mononucleares
da medula éssea com *™Tc-HMPAO é exeqiiivel e
capaz de demonstrar sua fixagdo na area infartada
e a sua distribui¢do nos demais tecidos do corpo.
Permitiu ainda a quantificagdo da retengdo na drea
cardiaca em relagdo ao resto do corpo,
demonstrando que entre 10% e 20% das células, em
média, ficam retidas no coracdo apds a
administracdo intravascular em pacientes apds
infarto agudo do miocérdio.
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