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Summary

Se realiz6 un estudio controlado en cerdos con injuria miocardica con dos objetivos: 1) factibilidad de
inducir angiogénesis con médula 6ésea autéloga fresca; 2) administracion de la misma via seno
coronario con oclusién transitoria. Se utilizé un disefio animal con 3 fases tanto en el grupo estudio
(médula 6sea) como en el grupo control (suero fisioldgico). Se realizé estudio histopatolégico e
inmunohistoquimico con marcadores de anticuerpo monoclonal anti alfa actina tanto en el grupo de
estudio como en el grupo control. La angiogénesis fue observada en un 91% en el grupo estudio y en
un 0% en el grupo control. El recuento de areas actina positiva mostré diferencias estadisticamente
significativas en ambos grupos. Se observaron células inmaduras mononucleares en el miocardio en
un 25% del grupo estudio y en un 0% del grupo control. En conclusion, la médula 6sea autéloga en
miocardio con injuria experimental induce la angiogénesis y la formaciéon de vasos con musculo liso
en sus paredes. El seno coronario con oclusién transitoria es una via efectiva para administrar las
células de la médula 6sea.
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La importancia del desarrollo de circulacion co-lateral es un concepto que fue reconocido hace muchos afios.
Varios fueron los intentos, tanto clinicos como experimentales, para incrementar el desarrollo de circulacion
colateral.

Asi, en una etapa inicial, pre angiogénesis, se intento establecer en forma quirdrgica conexiones extracardiacas
con las arterias coronarias. Estas técnicas fueron: obliteracion del saco pericardico con abrasion mecénica y
administracion de polvo de asbesto [1], colocacion de peritoneo sobre el miocardio isquémico [2,3], reseccién
del pericardio [4] o la combinacién de estos con implante de la arteria mamaria en el miocardio [5]. También se
intentaron estrategias farmacoldgicas, tanto clinica como experimentalmente [6,7]. La respuesta angiogénica
gue se obtuvo con estas técnicas no fue lo suficientemente potente para obtener una mejoria clinica adecuada.

Durante las décadas del '70 y '80 se identificaron y purificaron factores que estimulan la angiogénesis. Asi, se
purificé el VEGF (factor de crecimiento vascular endotelial) [8-11], el bFGF (factor de crecimiento del fibroblasto
bésico), el FGF2 y el &cido FGF (aFGF o FGF1) [12-14].



Numerosos estudios en animales han demostrado la factibilidad de incrementar la circulacién colateral con la
administracion de estos factores angiogénicos en el miocardio isquémico [15]. La aplicacion clinica de esta
modalidad de tratamiento se basa en el hecho de que la cardiopatia isquémica continda siendo la causa
principal de morbilidad y mortalidad en el mundo occidental. En 1990 caus6 alrededor de 6,3 millones de
muertes en todo el mundo [16]. En nuestro pais es la primera causa de mortalidad [17] con una incidencia
aproximada del 30%, que se mantiene mas o menos estable desde 1980.

Los avances en el tratamiento de la enfermedad coronaria fueron considerables: drogas altamente efectivas,
prevenciéon con modificacion agresiva de los factores de riesgo, angioplastia coronaria que restablece el flujo
coronario en arterias obstruidas y revascularizacién quirdrgica con bypass coronario. A pesar de todo hay
pacientes considerados como de "no opcion", ya que no son candidatos para angioplastia y/o cirugia por no
tener lechos distales adecuados. Por otro lado, entre el 20% y el 30% de los pacientes sometidos a intervencion
coronaria con angioplastia o cirugia tiene una revascularizaciéon incompleta.

Los pacientes de "no opcion”, a pesar de estar maximamente tratados, persisten sintomaticos y con isquemia.
Este grupo esta constituido por entre el 5% y el 15% de los pacientes sometidos a cinecoronariografia [18]. En
estos pacientes [19] la administracion de factores de crecimiento que estimulan la neoformacién vascular [20-
22] o de los genes que los expresan aparece como una alternativa nueva y promisoria. Esta modalidad de
tratamiento se denomina angiogénesis terapéutica y ha despertado un enorme interés en la comunidad médica
internacional por lo alentador de sus resultados [19,23,24].

La importancia del tema nos motivo a realizar un estudio anatomopatoldgico e inmunohistoquimico en el
miocardio de cerdos con injuria. El objetivo fue determinar la factibilidad de producir angiogénesis con médula
Osea autdloga, administrada por via seno coronario con oclusion transitoria.

MATERIAL Y METODO

Se realiz6 una investigacion no randomizada controlada en cerdos con injuria miocardica y estudio
anatomopatolégico e inmunohistoquimico, que evalud la factibilidad de médula 6sea autéloga para inducir
angiogénesis, siendo la ruta de administracion el seno coronario con oclusion transitoria.

Disefio del estudio

El estudio const6 de tres fases que se detallan a continuacion.

Fase 1. Realizacion de coronariografia y provocacion de lesién coronaria con Cutting balén. Recuperacién animal
y control durante 2 semanas.

Fase 2. Obtenciéon de médula 6sea autéloga y administracion de la misma via seno coronario con oclusion
transitoria. Recuperacién animal y control durante 2 semanas.

Fase 3. Coronariografia de control, ablacién cardiaca y estudio anatomopatolégico.

Manejo animal

El estudio fue realizado con el permiso del Comité de Docencia e Investigacion del Hospital Iturraspe y conforme
con la Guia para el uso y cuidado de animales de laboratorio publicada por el Instituto Nacional de Salud de los
Estados Unidos (NIH Publication N° 85-23, revised 1996).

En todas las fases del estudio se realizé un control continuo de electrocardiograma y presion intraadrtica con
TEP (Biolab).

El manejo anestésico incluyé ayuno por 12 horas previas, atropina con una dosis de 0,045 mg/kg IM 10 a 20
minutos antes del procedimiento conjuntamente con ketamina a una dosis de 19,9 mg/Kg IM y dosis adicionales
de la mitad o un tercio de la dosis inicial segun necesidad. De ser necesario se utilizé fenobarbital, midazolan y
lidocaina EV. En todas las fases se administraron antibiéticos (cefalotina y gentamina) de acuerdo con el peso.
La recuperacion y los cuidados de las fases 1 y 2 fueron realizados con control veterinario estricto. Durante el
procedimiento se realiz6 anticoagulacién con heparina a una dosis de 100 U/Kg. En la fase 3 se realiz6 ablacion
cardiaca con administracion de cloruro de potasio EV a una dosis de 40 a 60 mEq, induciendo fibrilacion
ventricular.



El tratamiento endovascular fue realizado bajo condiciones estériles, con el animal en deculbito dorsal, fijandole
las cuatro patas a la mesa por medio de ligaduras y protegiendo los puntos de contacto con acolchados para
evitar lesiones por decubito. La desinfeccion del campo se realizé con iodopovidona y se colocaron campos
estériles. Se realiz6 anestesia local con lidocaina al 2%. Para realizar la coronariografia se hizo una incision en
el muslo derecho, paralela al pliegue inguinal y dos traveses de dedo hacia distal; diseccion del celular hasta la
aponeurosis y apertura de la misma; divulsion roma entre el masculo abductor y el semitendinoso hasta la
arteria femoral circunfleja media [30] y diseccion de la misma; reparo por clampeo y luego arteriotomia e
introduccién de guia 0,035" e introductor 6F. El estudio coronariografico se obtuvo con arco C portatil 100 MA
con registros de imagenes en video y formato digital. Se utilizé catéter Judking 3,0 y/o Amplaz derecho 1 o 2.
Se realizaron diferentes proyecciones en oblicua anterior derecha e izquierda, tanto de la coronaria derecha
como de la izquierda. En la Fase 1, para inducir lesién coronaria, se cateterizé la coronaria y se introdujo una
guia 0,014" hasta la porcion distal de la arteria coronaria y un catéter Cutting balén IVT Europe 3 dis, que
presenta la caracteristica de poseer cuchillas que dafian y cortan el endotelio. Se realizaron 6 insuflados a 8-10
at., durante 60 seg cada uno. Una vez finalizado, se ligé la arteria femoral circunfleja media y se realizé el cierre
por planos con material reabsorbible catgut crénico 2-0.

En la Fase 2 se obtuvo médula 6sea en condiciones estériles con técnica de aspiraciéon con agujas de puncion
(RVA) en la cresta iliaca superior y posterior. Se obtuvieron entre 6 cm3y 10 cm3 de médula 6sea
anticoagulada (D:50 U/cm? de médula), realizandose extendidos con tincion para comprobar la celularidad
correspondiente sin calcular la celularidad total del producto. Una vez obtenida la médula 6sea se colocd al
animal en decubito dorsal y se realizd incision transversa cervical dos traveses de dedo hacia cefalico del
manubrio esternal; diseccion de vena yugular interna y canalizacién de la misma con Swan Ganz 7F;
cateterizacion del seno coronario y oclusion del retorno venoso con inflado del balén. Se administraron 6 cm3 de
médula ésea heparinizada durante 10 minutos y se restablecié el flujo venoso coronario con desinflado del balon.
Se realizé ligadura de la vena yugular y cierre por planos con catgut crénico 2-0.

En la Fase 3 se realiz6 coronariografia para determinar la circulaciéon coronaria y la presencia de vasos
colaterales, abordando la arteria femoral circunfleja media del lado izquierdo y la vena yugular izquierda por
donde se administré cloruro de potasio para sacrificio del animal. Se realiz6 esternotomia con sierra de Gigli y
ablacion cardiaca para estudio anatomopatoldgico.

Estudio en vivo
Se utilizaron 25 cerdos Yorkshire con un peso promedio de 23 Kg (15 Kg + 35 Kg), de los cuales 7 fueron
excluidos por no completar las tres fases del estudio (mortalidad por infarto, infeccion y diseccion adrtica).

Dos de los 18 restantes integraron un grupo de metodologia para estudio anatomopatoldgico e
inmunohistoquimico normal. De los 16 restantes, 12 integraron el grupo estudio (GE) y completaron las 3 fases
del estudio, administrandose en forma retrograda médula ésea autéloga. Los 4 restantes formaron parte del
grupo control (GC) y completaron las 3 fases pero se les administr6 suero fisiolégico en la misma cantidad y
tiempo de administraciéon que al GE.

Evaluacion de circulacion coronaria por angiografia

Se realizaron inyecciones coronarias prolongadas y largas para detectar conexiones entre troncos principales y
ramas. En presencia de circulacion colateral se evalué la misma usando el score semicuantitativo de Rentrop
[471.

Estudio histopatologico

Los corazones fueron fijados en formol al 10%. Se realizaron 5 cortes, comenzando desde el 4pex y cada 1,5
cm. Se estudiaron macroscépicamente los cambios de color y/o forma en cada corte. Se tomaron muestras,
especialmente de &reas 3 y 4 con o sin evidencia de cambios macroscépicos. Estas muestras fueron
deshidratadas en alcoholes, clarificadas en xilol e incluidas en parafina. Se realizaron cortes seriados con
micrétomo MINOT de 5 micras y se tifieron con hematoxilina-eosina para su estudio morfolégico.

Analisis morfoldégico



Se consideraron los siguientes parametros:

1.

Lesiones de los cardiomiocitos (LC). Fueron divididas en tres grados: severas, con necrosis y

distorsién de fibras (+++); moderadas, con tumefaccién y distorsién sin necrosis (++); leves, con
cambios minimos (+).
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. Edema (E).

. Dilatacion de capilares y de vénulas postcapilares (DC y DVPC).
. Células mononucleares (CM).

. Células hematopoyéticas (CH).

. Fibroblastos y fibras colagenas (F y FC).

. Cardiomiocitos vacuolados (CV).

8.

Angiogénesis (A). Se considero6 el aumento en el nimero de capilares y/o la presencia de

dilatacién de los mismos, con o sin dilatacion de vénulas postcapilares (diametro de 20-100
mmicras) (Figura 1). El edema es considerado como un signo indirecto de angiogénesis.

Figura 1. Angiogénesis exuberante proliferacion
vascular (x10).

Inmunohistoquimica
En todos los cerdos estudiados se compararon las areas afectadas con las areas de control. Los cortes
histolégicos fueron montados en portaobjetos pretratados con 3-aminopropyltriethoxysilane (N° A-3648 Sigma).

Se utilizé un anticuerpo monoclonal anti-alfa-actina de musculo liso (clon-alfa-sm1( de Laboratorios Novocastra
(Cat. NCL-SMA) a una dilucién 1: 50. Se revel6 su localizacion a través de un anticuerpo secundario biotinilado y
el complejo estreptoavidina-peroxidasa Histotain-SP (Peroxidase) Bulk Kits (Mouse)-Zymed CAT. N° 85-6643B,
utilizando 3,3 diaminobencidina (Liquid DAB-Plus Substrate Kit Zymed CAT N° 00-2020) como cromdgeno.

La alfa-actina de musculo liso es una proteina especifica de musculo liso que forma dimeros que se pueden unir
a la actina. Ha sido descripta en las células musculares lisas de los vasos sanguineos, que poseen capas de
musculo liso (Figura 2).
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Figura 2. Angiogénesis actina positiva (x10).



En los controles negativos se reemplazoé el anticuerpo primario por suero normal de la misma especie. Como
controles positivos se utilizaron secciones de intestino cuyos resultados se compararon con los citados en la
bibliografia.

Anadlisis de imagenes

El andlisis digital de imagenes fue efectuado utilizando el sistema Image Pro-Plus 4.1.0 (Media Cybertetics,
Silver Spring, MA, USA) conectado a una PC Pentium llI Intel. Las imagenes fueron generadas a través de una
videocamara Sony Exwave HAD conectada a un microscopio Olympus CH2 con fuente de energia estabilizada.
Se utilizaron lentes objetivas planocromaticas de 4, 10, 40 y 100 aumentos.

El microscopio fue calibrado para lograr una iluminacion de tipo Koehler; una imagen de un campo vacio fue
utilizada para calibrar la iluminacién. Las imagenes se almacenaron en formato TIFF con una resolucion de 640
x 480 pixels de tamafio y 32 bits de colores.

De acuerdo con cada aumento utilizado se obtuvieron las siguientes magnificaciones finales:

Cada pixel de la imagen Cada imagen

Objetivo corresponde a: represer;t: un area
x4 2,68 um 2,2 mm2
x10 1,04 um 0,33 mm?2
x40 0,26 um 0,02 mm?2
x100 0,10 um 0,033 mm2

La evaluacion de las areas inmunomarcadas se efectué mediante un analisis de segmentacion de colores en los
tonos e intensidades correspondientes a las areas de reactividad del cromégeno utilizado, concordante con lo
observado en los controles positivos. Para cada una de las areas se analizaron 20 campos.

Andlisis estadistico
Las inferencias estadisticas fueron realizadas mediante el test de t de Student para muestras apareadas,
utilizando el software SPSS 10.1.

RESULTADOS

Durante el estudio, la frecuencia cardiaca promedio fue de 130 (+ 20) y la presién intraadrtica de 130 mmHg (
30). Las mismas no variaron en forma significativa en la Fase 2 del estudio (oclusion transitoria del seno
coronario) y no se observaron arritmias que requirieran tratamiento.

En la Fase 1 del estudio se observaron cambios del ST y de la onda T en el electrocardiograma basal, tanto en
el GE como en el GC. Estos cambios fueron transitorios y se normalizaron con el desinflado del balén; en el GE
se observo infradesnivel ST en 9/12 y supradesnivel en 3/12.

Se logré producir injuria miocéardica en todos los cerdos del GE y del GC, no observandose diferencias entre la
circunfleja, la coronaria derecha y la interventricular paraconal, que es equivalente a la descendente anterior en el
hombre.

De los hallazgos macroscopicos observados, lo comun a los dos grupos fue la presencia de areas palidas,
blanquecinas, irregulares, con petequias y rodeadas de zonas congestivas en los bordes, siendo de localizacion
intramiocardica, excepto en uno que se observo en el subendocardio. Un cerdo del GE presenté hemopericardio.

Entre los cambios morfoldgicos observados en el GE (Tabla 1), la dilatacién de capilares, venas postcapilares y
angiogénesis estuvieron presentes en el 91% de los cerdos estudiados. En el GC (administracién de suero
fisiolégico) no fueron observados en ninguno. El edema, si bien no se cuantific, se observo con igual frecuencia
(75%) en ambos grupos.
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La presencia de otras células, como fibroblastos, fibras colagenas, células mononucleares y cardiomiocitos
vacuolados, se relacioné con el grado de lesiéon ya que fueron observadas con mayor frecuencia en injuria grado
+++,

Las células con macronucleo redondo y citoplasma amplio fueron consideradas como células inmaduras
(hematopoyéticas) y estuvieron presentes en el 25% de los cerdos del GE (Figura 3). No fueron observadas en
ninguno de los especimenes del GC.

El estudio histoquimico identifica muasculo liso y su presencia en el miocardio indicaria un origen vascular
(arteriolar o venoso) o miofibroblastico como parte del proceso de reparacion celular. En cada cerdo estudiado,
tanto del GE como del GC, se determindé la presencia del mismo con anticuerpo monoclonal anti-alfa-actina y se
realizé en areas afectadas y en areas de control.
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Figura 3. Células mononucleares de
caracteristica inmadura (x40).

Las areas actina positivas fueron cuantificadas en ambos grupos. En el GE (Tabla 2), el recuento de areas
actina positivas del area afectada versus el area de control fue estadisticamente significativo (1,37 vs 0,79). Si
bien el andlisis fue realizado en 11 cerdos del GE, en 4 no se observaron diferencias entre el area afectada y el
area de control. En estos Ultimos, el grado de injuria celular fue de grado leve (+) y moderado (++). En el GC no
se observaron diferencias significativas en el recuento actina positivas entre areas afectadas y areas de control
(0,47 vs 0,51). En el andlisis arteriografico, tanto del GE como del GC, no se observo incremento en la
circulacion colateral.
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DISCUSION

En esta investigacion evaluamos al seno coronario ocluido transitoriamente como ruta de administracion de
factores angiogénicos, y la habilidad que tienen ciertas células naturales, como la médula 6sea autdloga, de
segregar factores que induzcan neoformacion vascular (angiogénesis y/o arteriogénesis) en un modelo animal
con injuria.

En la actualidad no se sabe cudl es la ruta de administracion mas segura y efectiva para producir una respuesta
angiogénica en el miocardio isquémico. Cada ruta de administracion publicada tiene su ventaja y su desventaja.

Asi, la intracoronaria es de facil administracién pero no posibilita la administracion prolongada. Posee riesgos
potenciales de acelerar neoplasias ocultas o retinopatia y, desde el punto de vista cardiaco, exponer placas
arterioescleréticas a los efectos mitogénicos de los factores de crecimiento que pueden acelerar el desarrollo de
placas arterioescleréticas, induciendo inestabilidad de la misma, como ha sido demostrado en varios estudios
[28-30].

La ruta intrapericardica [31-33] tiene la ventaja tedrica de usar la funcion de reservorio del pericardio y permite
una exposicion prolongada de drogas al miocardio. Si bien hay estudios que han demostrado eficacia con la
administracion de aFGF [34], otros no han demostrado beneficio [35]. El problema, desde el punto de vista
practico, es la factibilidad de realizarla en pacientes con mdiltiple instrumentacion previa, incluyendo bypass
coronario.

La inyeccion intramiocardica directa tiene la ventaja de ser administrada directamente en el tejido isquémico;
seria la ruta ideal para administrar material genético en el sitio adecuado [36]. Hay experiencia clinica
combinada con bypass coronario, con resultados preliminares que demuestran seguridad y factibilidad de
incrementar el flujo colateral [37]. Tiene limitaciones en el volumen a administrar y es invasiva con riesgo (en
pacientes de alto riesgo), lo que se suma a su elevado costo.

La via endovenosa no ha demostrado ser efectiva ya que no alcanza a producir una respuesta angiogénica
adecuada. Los factores bFGF administrados por esta via son consumidos o fijados, en su mayor parte, en el
primer pasaje por el pulmén y el suministro de altas dosis se ve limitado por la hipotension que producen [38-
39].

Otras vias, como la perivascular y la intramiocérdica via transendocérdica con catéter, también han sido
analizadas [20].

Basados en el concepto de que el 60-70% del flujo coronario puede ser perfundido por via retrégrada (seno
coronario) y de que la cateterizacion del mismo no es compleja, utilizamos esta via como ruta de administracion
de médula Gsea.

Como se ha descripto en el item "Manejo animal”, el seno coronario es ocluido durante 10 minutos, que fue el
tiempo de administracion de la médula 6sea. Con esta técnica, la tolerancia hemodinamica (presion intraadrtica



y frecuencia cardiaca) y eléctrica (cambio ST o arritmias) fue excelente, sin modificaciéon de los parametros.

En el estudio histoldgico de los cerdos del GE fueron observadas células primitivas (hematopoyéticas) en el 25%
de los especimenes, pudiéndose inferir que la via seno coronario ocluida permite la liberacion de las mismas en
el area afectada.

Una vez restablecido el flujo del seno coronario, parte de la médula 6sea se hace sistémica. En nuestro
protocolo establecimos 10 minutos de oclusién; tal vez sea necesario un tiempo de oclusién mayor. Esta via
limitaria la administracion de otros factores de crecimiento por su circulacién sistémica y su fijacion de los
mismos en el primer pasaje por el pulmon.

El otro objetivo de esta investigacion fue determinar la factibilidad de la médula 6sea aut6loga para inducir
angiogénesis y/o arteriogénesis en un modelo animal con injuria.

El mecanismo molecular responsable de la neoformacién vascular es extraordinariamente complejo; multiples
genes deben coordinarse para expresar sus productos en una cantidad adecuada y en un tiempo adecuado.

Un interrogante que se plantea es si la administracion de un factor Unico de angiogénesis es capaz de
desarrollar vasos sanguineos maduros y funcionales. Y otro, si la administracion de multiples factores es la
estrategia adecuada, ¢.en qué secuencia deben ser dados para obtener una respuesta adecuada?

Otra estrategia seria dar células o factores que atraigan células y que se expresen en mdltiples factores de
angiogénesis. La médula 6sea constituye una forma de administrar multiples factores celulares. Hay
publicaciones que demuestran la capacidad de células de la médula 6ésea para incrementar el flujo colateral en
el tejido isquémico. Células de médula 6sea cultivadas producen factores angiogénicos, VEGF, MCP1 y bFGF,
gue en contacto con células endoteliales, en un medio condicionado, las hace proliferar, migrar y formar tubos.
Asi, hay publicaciones que muestran que la administracion transmiocardica de la misma en cerdos con
isquemia produce una mejoria de la funcion ventricular y de la circulacion colateral [40].

Nuestra hipétesis de trabajo fue utilizar parte del proceso natural para el desarrollo de
angiogénesis/arteriogénesis con administracion de médula 6sea autéloga.

En el GE se produjo injuria miocéardica severa en el 58% de los cerdos estudiados y en el resto de menor grado,
y angiogénesis se observo en el 91% de los cerdos; solamente en uno estuvo ausente y en éste el grado de
lesion miocardica producida fue de grado leve. En el GC (con administracion de suero fisioldgico en lugar de
médula 6sea) no se observo angiogénesis.

El edema estuvo presente en el 75% del GE y del GC, por lo cual consideramos que no es un buen parametro o
signo indirecto de angiogénesis, si bien no fue cuantificado.

Con el estudio histoquimico, el poder identificar masculo liso en el miocardio indicaria que su origen es vascular.
Se realiz6 estudio histoquimico con marcadores de anticuerpo monoclonal anti-alfa-actina en el GE y en el GC.
En cada cerdo se comparo el area afectada y el area de control; el masculo liso estuvo presente en forma
estadisticamente significativa en el GE y no se observaron diferencias en el GC.

Se destaca que se observa una relacion entre el grado de injuria y la histoquimica, ya que los porcinos del GE
con resultado negativo tenian injuria de grado leve o moderado.

Por lo tanto, la administracion de médula 6sea autéloga via seno coronario ocluido en forma transitoria produce
neoformacion vascular en un modelo animal con injuria.

La arteriografia en la Fase 3 del estudio no mostrd incremento en la circulacion colateral, ni aun con el uso de
métodos detallados de evaluacion. Esta discrepancia ha sido observada por otros autores [41,42] y se debe a
gue los cambios en el didmetro de los vasos son tan pequefios que no son observados angiograficamente, pero
son biolégicamente significativos para disminuir la resistencia del flujo colateral.



La sensibilidad de la angiografia para detectar pequefios cambios es insuficiente, aun como métodos
angiograficos detallados como Gibson describe [43].

CONCLUSIONES

1. Seno coronario como ruta de administracion de células para inducir angiogénesis

a. La oclusién transitoria del seno coronario no produce cambios hemodinamicos, siendo tolerada aun en
presencia de injuria miocardica.

b. Como ruta de administracién es efectiva, ya que células de médula 6sea fueron observadas en el miocardio
con injuria.

2. Médula 6sea aut6loga fresca, en miocardio con injuria

a. Estimula la angiogénesis ya que fue observada en el 91% de los cerdos del GE y en el 0% del GC.
b. Estimula la formacién de vasos, con musculo liso en las paredes segln se observé por diferencias
estadisticas entre GE y GC.

c. El edema, si bien no fue cuantificado, fue observado tanto en el GE como en el GC.

d. La angiogénesis no se correlacion6 con un incremento en la circulacion colateral por arteriografia.

Se presenta evidencia de que aspirados frescos de médula 6sea trasplantados en el miocardio via seno
coronario, en un modelo animal con injuria, producen angiogénesis.

Probablemente esta estrategia seria menos costosa e invasiva que la administracion de otros factores
angiogénicos actuales y, por otra parte, evitaria la toxicidad potencial, aunque remota, de estrategias basadas
en genes usando virus.

Podemos concluir que la circulacién colateral en las arterias coronarias es un proceso complejo, con multiples
niveles de estimulacion, inhibicién y modulacién. Para que un Unico factor de crecimiento induzca una
angiogénesis terapéutica, toda la cascada de proliferacion, migracion, quimostasis e inflamacién, debe ser
iniciada. Una forma de administrar mdltiples factores de crecimiento es con médula ésea autéloga.

Es necesario confirmar nuestros hallazgos con estudios en animales con otras variaciones, como:

1) administrar médula 6sea filtrada;

2) administrar células de médula ésea, como células stem cultivadas;

3) realizar la oclusién transitoria del seno coronario por un tiempo mas prolongado para poder liberar las células.

SUMMARY

TRANSCORONARY SINUS DELIVERY OF AUTOLOGOUS BONE MARROW IN PIG MODELS WITH
MYOCARDIAL INJURY

Objective. Aim at studying myocardial injury on pig model with two objectives: 1) feasibility of stimulating
angiogenesis with fresh autologous bone marrow; 2) administration of ame fresh autologous bone marrow via
coronary sinus with transitory occlusion.

Material and method. Animal model with three phases in study group (bone marrow) as well as in control group
(saline). Histological and immunohistochemical study with markers of monoclonal antibody anti alpha actin were
conducted on both, study and control group.

Results. The percentage of angiogenesis observed in the study group wad 91% and in control group was 0%.
Counting of positive actin areas showed statistically significant differences in relation to both groups. The
percentage of mononuclear immature cells observed in the myocardium in the study group was 25% and in the
control group was 0%.

Conclusions. Autologous bone marrow in model with experimental myocardial injury enhances angiogenesis as
well as vessels with smooth muscles. The transitory occlusion of the coronary sinus is an effective way to
administrate the cells of the bone marrow.
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