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FALCAO, Creso Abreu. Transplante aut6logo intracoronario de células-tronco e
tecido estromal da medula 6ssea na cardiopatia isquémica cronica. 2009. Tese
(Doutorado em Saude Publica) — Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes, Fundacgéo
Oswaldo Cruz, Recife, 20009.

RESUMO

Introducdo: As doencas cardiovasculares sdo a maior causa de morte na maioria dos paises
desenvolvidos, e o infarto do miocérdio é responséavel por cerca de 65.000 6bitos anuais no
Brasil. A insuficiéncia cardiaca (ICC) grave tem como unico tratamento definitivo o
transplante cardiaco cirdrgico, mas este é um procedimento disponivel apenas num ndmero
escasso de centros. Diversos estudos observaram eficacia do transplante com células-tronco
de medula dssea para o tratamento do infarto do miocérdio, uma proposta de método simples,
e de custos reduzidos, para a regeneracdo dos tecidos cardiacos. No entanto, ainda nao se sabe
se as celulas mononucleares administradas seriam as Unicas responsaveis pela resposta
tecidual observada, ou se 0 estroma medular e demais células primitivas medulares também
participariam da reparacdo. A seguranca da administracdo intracoronéria do composto de
células-tronco mais tecido estromal da medula 6ssea também ainda ndo foi plenamente
estabelecida. Objetivos: Observar a seguranca e a exequibilidade do transplante aut6logo
intracoronario de células-tronco mais tecido estromal da medula 6ssea num grupo de
pacientes com cardiopatia isquémica crénica decorrente de infarto do miocéardio ocorrido ha
pelo menos 90 dias. Pacientes e métodos: Foram selecionados 19 voluntarios do
Ambulatério de Células-tronco do Hospital Agamenon Magalhédes (SUS-PE), com idade entre
44 e 77 anos, 0s quais recebiam tratamento clinico para infarto miocardico ocorrido ha pelo
menos 90 dias. Onze pacientes foram selecionados para o grupo intervengédo, e foram
submetidos a coleta de material medular por puncéo da crista iliaca, filtracdo e preparacdo do
material, e implante por via intracoronaria. Oito pacientes foram selecionados para o grupo
controle, e receberam o tratamento clinico convencional, mas ndo a pun¢do de medula 6ssea
nem o implante. Pacientes dos dois grupos foram submetidos a seguimento clinico e avaliacdo
radioldgica por ressonancia magnética cardiaca (RMC) e ecocardiograma, inicialmente e apds
90 dias do implante no grupo experimental. Resultados: Nos 11 voluntarios do grupo
submetido a intervencdo, observou-se que o procedimento mostrou resultado imediato
satisfatorio e evolugdo clinica sem complicacdes durante 90 dias de observacdo em 10
pacientes (90,9%). Um paciente (9,1%) com ICC classe funcional 1lI/IV do grupo
experimental apresentou fibrilagdo ventricular, assistolia e obito durante o procedimento de
injecdo intracoronaria. Apds 3 meses do implante, as avaliagdes por RMC da fracdo de ejecao
do ventriculo esquerdo (FEVE), volume diastdlico final (VDF) e percentual de area infartada
ndo mostraram significancia estatistica ha comparacdo entre os grupos, mas foi observada
uma reducdo significativa da massa do VE (p=0,05) e da massa do VE por area de superficie
corporal (p=0,03) no grupo experimental em rela¢do ao grupo controle. Conclusdo: Concluiu-
se que o procedimento de injecdo intracoronaria de células-tronco mais estroma medular para
a area fibrotica de pacientes acometidos de infarto ha 90 dias ou mais mostrou-se exequivel e
seguro em pacientes sem ICC classe funcional I11/IV. O procedimento mostrou-se exequivel,
mas ndo seguro, na presenca de ICC grave. Outros estudos séo recomendados para avaliar a
eficacia do procedimento.

Palavras-chave: células-tronco, transplante de células-tronco, terapia celular, doencas
cardiovasculares - terapia



FALCAO, Creso Abreu. Autologous intracoronary transplant of stem cells and bone
marrow stromal tissue for chronic ischemic cardiopathy. 2009. Thesis (Doctorate of
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2009.

ABSTRACT

Background: Cardiovascular diseases are the main cause of death in most of developed
countries, and myocardial infarction is estimated being responsible for nearly 65,000 deaths a
year in Brazil. Surgery of heart transplant is the only definitive treatment for advanced heart
failure, but this procedure is available only in a few centers around the world. Several studies
showed efficacy of bone marrow stem cells transplant for the treatment of myocardial
infarction, a simple and not expensive method for regeneration of cardiac tissue. However, it
is debated if mononuclear cells are the unique cells responsible for tissue effects observed, or
if stromal bone marrow tissue and other primitive cells also participate in regeneration. Also,
safety of intracoronary implant of a pool of stem cells and bone marrow stromal tissue is not
still largely accepted. Objective: To observe safety and exequibility of autologous
intracoronary transplant of stem cells and bone marrow stromal tissue in a group of patients
with ischemic cardiopathy secondary to acute myocardial infarction happened at least 90 days
earlier. Patients and methods: Nineteen outpatients voluntaries under clinical treatment for
chronic ischemic cardiopathy due to acute myocardial infarction happened at least 90 days
earlier, aged 44-77 years old, were selected. Eleven patients were selected for the intervention
group, and were submitted to iliac extraction of bone marrow collection, filtration, and
intracoronary implant. Eight patients were selected for the observation group, and received
only clinical treatment. Patients of both groups were directed to clinical follow up and also
submitted to new radiologic, echocardiographic and magnetic resonance (MR) evaluations
after 90 days of implant. Results: Ten patients (90,9%) in the intervention group had a
satisfactory immediate result and not complicated evolution during 90 days of clinical
observation after the implant. One patient (9,1%) with a large healed anterior wall myocardial
infarction and functional class 111/1V heart failure presented ventricular fibrillation, asystole
and death during the intracoronary implant. Control group had stable clinical evolution.
Ninety days after the implant, the two groups did not differ significantly in changes in
ejection fraction, end-diastolic-volume and fibrotic area, but it was observed a significant
reduction of mass (p=0,05) and mass per area (p=0,03) of left ventricle (LV) in the
experimental group. Conclusion: We conclude that intracoronary implant of a bone marrow
pool of stem cells and stromal tissue directed to residual fibrotic post-infarction lesion was
viable and safe in patients with healed myocardial infarction and without functional class
I11/1V heart failure. The procedure was observed being feasible, but not safe, in post-infarcted
patients with advanced heart failure. Other studies are warranted to examine the efficacy of
the intervention.

Key-words: stem cells, transplant of stem cells, cellular therapy, cardiovascular disease -
therapy



SUMARIO

1 INTRODUCAO

2 REFERENCIAL TEORICO-CONCEITUAL
2.1 Doenca isquémica do coracao

2.2 A insuficiéncia cardiaca

2.3 Células-tronco

2.4 Células-tronco adultas

2.5 Estudos experimentais. Plasticidade das células-tronco de medula dssea

2.6 Mioblastos e tecido cardiaco
2.7 Células-tronco proprias do tecido cardiaco
2.8 Fatores humorais

2.9 Estudos em seres humanos
3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo primario

3.2 Objetivos secundarios

4 HIPOTESE

5 MATERIAL E METODOS
5.1 Desenho do estudo

5.2 Selecéo dos pacientes

5.3 Formagcao dos grupos

5.4 Preparacdo para o implante intracoronario

12

13

13

14

14

15

15

17

18

19

19

22

22

22

23

24

24

24

25

26



5.5 Coleta de material medular

5.6 Filtracéo do tecido medular para o implante intracoronario
5.7 Implante intracoronario de tecido medular

5.8 Seguimento pds-implante

5.9 Ressonancia magnética cardiaca e ecocardiograma transtoracico
5.10 Analise estatistica

6 RESULTADOS

6.1 Caracteristicas clinicas dos grupos

6.2 Resultados da filtracao de medula dssea

6.3 Resultados das avalia¢des por imagem

6.4 Efeitos adversos

6.5 Resultados do procedimento de aspiracdo da medula 6ssea
6.6 Seguimento clinico

7 DISCUSSAO

8 CONCLUSAO

REFERENCIAS

Apéndice A - Termo de consentimento livre e esclarecido

26

27

27

28

28

28

30

30

30

31

33

34

34

35

40

41

46



12

1 INTRODUCAO

O transplante autologo de celulas-tronco tem sido testado em diversos ensaios clinicos
como alternativa ao transplante cardiaco cirdrgico, no entanto os resultados sdo controversos,
e a seguranca e a viabilidade da aplicacdo das diversas modalidades de aliquotas de tecido
medular intracoronario utilizadas ainda ndo foram adequadamente estabelecidas®. A avaliagdo
do efeito da terapia celular num segmento miocérdico necrosado e fibrético de origem
isquémica, usualmente considerado ndo-viavel, tem importancia consideravel para a
compreenséo da regeneracéo do tecido miocardico infartado 23. O presente estudo tem como
proposta testar a seguranca e a exequibilidade da utiliza¢do por via intracoronaria de aliquotas
de medula dssea dita completa no tecido miocéardico cicatrizado, isto €, de um composto de
células progenitoras hematopoiéticas mais estroma medular, elementos obtidos de modo
similar aos filtrados para os transplantes autogénicos e alogénicos convencionais de medula
Ossea para as doencas hematoldgicas. A hipotese deste estudo é de que o transplante autélogo
de células-tronco e tecido estromal de medula dssea por injecdo na artéria corondria patente
supridora da zona mais discinética do ventriculo esquerdo é seguro e viavel para pacientes
com infarto do miocardio ocorrido ha pelo menos 90 dias, podendo serem observadas

respostas positivas na lesdo cardiaca residual e na disfuncdo cardiaca.
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2 REFERENCIAL TEORICO-CONCEITUAL
2.1 Doenga isquémica do coracao

Cerca de 50% de todas as mortes nos paises desenvolvidos sdo causadas pela doenca
cardiovascular, e a Organizacdo Mundial de Salde prevé que a doenca brevemente sera a
maior causa de morte em todo o mundo *. No Brasil, as doencas do aparelho circulatério sio a
primeira causa de morte, e a terceira causa de internamentos hospitalares. Estima-se que o
infarto agudo do miocéardio (IAM) seja responsavel por cerca de 65 mil ébitos anuais, sendo

considerada a principal causa de morte no pais .

Os custos econdémicos da doenca cardiovascular sdo enormes. Estima-se que o custo
direto anual na Europa seja de € 473.000.000.000, e que o custo indireto anual seja de €
15.392.000.000.000'. No presente momento, o infarto do miocardio e diversas outras
condicdes cardiovasculares sdo alvo de um grande nimero de pesquisas nas quais se testa a
utilizacdo do transplante com células-tronco — um procedimento tecnicamente simples, e de
custos consideravelmente reduzidos, para a reparacdo de tecidos gravemente lesionados ou

em estégio terminal *.

O infarto agudo do miocardio com supradesnivelamento ST (IAMcsST) é geralmente
causado por um trombo coronariano oclusivo % Nesta condicdo, ocorre uma necrose de
origem isquémica, a qual costuma se estender por toda ou quase toda a parede miocérdica
(necrose transmural). O evento precipitante costuma ser uma placa aterosclerdtica
intracoronaria vulneravel (friavel) que se rompe — de modo espontaneo e/ou em consequéncia
de hipertensdo, diabetes, dislipemia e outros -, acarretando uma cascata de eventos

tromboticos que culmina numa ocluséo aguda de uma artéria corondria epicardica.

Assim, a ocluséo das artérias por ateroesclerose — com ou sem trombose - pode levar a
morte celular nos tecidos. Na maior parte dos paises, reconhece-se que a incidéncia de
eventos isquémicos se correlaciona com a elevagdo da faixa etaria da populacéo, visto que a
idade avancada apresenta associagdo independente com o surgimento de doenca
cardiovascular. Embora o progresso dos cuidados medicos nas ultimas décadas tenha reduzido
a mortalidade imediata por condigdes como infarto do miocardio, acidente vascular encefalico
e doenca arterial periférica, a morbidade por doencas vasculares continuou se elevando,
devido ao aumento da expectativa de vida dos individuos, e a mortalidade tardia também

continua elevada.
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2.2 A insuficiéncia cardiaca

A insuficiéncia cardiaca (IC) é o desfecho final comum das diversas injarias que
acometem o coracdo. A IC é definida como o estado fisiopatoldégico em que o coracdo se
torna incapaz de preencher as necessidades metabdlicas dos tecidos, e/ou s6 o faz as custas de

uma elevada pressao de enchimento *.

Numerosas propostas de tratamento clinico e cirdrgico tém sido desenvolvidas para essa
condicdo, que é responsavel por mais de 300.000 internamentos anuais nos hospitais da rede
pUblica no Brasil °. A IC é grave problema de Satde Pdblica na maioria dos paises, podendo
apresentar letalidade anual de 50% para todas as classes funcionais da sindrome, chegando a
80% nas formas mais sintomaticas (classes funcionais Il e 1V). Hipertenséo arterial sistémica
(HAS) e infarto do miocardio sdo atualmente reconhecidos como as doencas que mais

frequentemente resultam no desenvolvimento de IC °.

No presente momento, a cirurgia de transplante cardiaco é considerada a Unica forma de
tratamento definitivo da insuficiéncia cardiaca grave. No entanto, o transplante cirdrgico é um
procedimento complexo, somente realizado num nimero ainda reduzido de centros, nédo
atendendo a elevada demanda de pacientes necessitados. Diversas técnicas alternativas a
cirurgia de transplante cardiaco tém sido testadas, tais como ressincronizacdo ventricular,
correcédo de insuficiéncia mitral, cardiomioplastia dindmica e mesmo ventriculectomia parcial,
mas somente o tratamento por implante de células-tronco pode ser considerado como opg¢éo

para uma efetiva regeneracdo do tecido cardiaco ’

. O estabelecimento de uma potencial
terapia celular para a reparacdo tecidual € um dos principais objetivos da moderna pesquisa
com as celulas-tronco, a qual tem demonstrado resultados promissores nas pesquisas com as

doencas cardfacas ™.
2.3 Células-tronco

As celulas-tronco (CT) costumam ser identificadas pela sua capacidade de diferenciacéo
para células com maior grau de especializacdo, e por sua capacidade de divisdo assimétrica - 0
que ocorre como resposta a acdo de estimulos especificos e do microambiente (nicho). Ao se
dividir, uma célula-tronco origina uma célula-filha diferenciada e uma célula indiferenciada

idéntica, mantendo-se assim a populagéo de células-tronco (autorenovacéo) *®.

Além de poderem ser obtidas do embrido (blastocisto e tecido gonadal de aborto fetal -
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quando sdo consideradas células pluripotentes, as CT também podem ser encontradas no
corddo umbilical e nos tecidos dos diversos 6rgdos - quando s&o consideradas multipotentes

(células-tronco adultas) °.

A primeira linhagem de células-tronco embrionarias (CE) humanas, desenvolvida em
1998 por Thomson et al *°, gerou grandes expectativas na possibilidade de terapia de
reparacdo do tecido cardiaco com estas células — muito embora a eficiéncia da converséo das
CE humanas em cardiomidcitos tenha se mostrado de baixa magnitude. A experimentacdo
com estas células ainda traz implicacOes éticas e obstaculos juridicos em diversos paises,
devido aos embrides utilizados terem de ser sacrificados. Outra potencial limitacdo
relacionada a utilizacdo das CE estd no fato de que os transplantes com CE sdo
necessariamente alogénicos, portanto passiveis de rejei¢do pelo sistema imune. Por sua vez,

alguns estudos atribuem um potencial oncogénico as CE implantadas ***2.

Deste modo, tanto os estudos experimentais quanto os ensaios clinicos rapidamente
foram direcionados, em sua maioria, para os testes com as células-tronco existentes nos

tecidos ja desenvolvidos.
2.4 Células-tronco adultas

Um dos aspectos mais atraentes na utilizacdo de CT adultas é a possibilidade de se ter
um transplante celular autélogo. Vaérios tecidos adultos possuem CT, as quais sdo
responsaveis pela manutencdo da homeostasia do tecido ao longo da vida do individuo. Do
mesmo modo que as CT embrionarias, CT adultas também sédo células pouco diferenciadas, e

com capacidade de se renovarem por divisdo assimétrica .

Diversas modalidades de transplantes de CT adultas para o miocardio lesionado tém
sido testadas, tanto em animais de experimentacdo como em seres humanos '°. A medula
Ossea (MO) é uma fonte de CT adultas das mais acessiveis, e no momento, é a mais
frequentemente utilizada nos testes realizados em seres humanos. Ha trés linhagens de CT
medulares bem definidas: a linhagem de CT hematopoiéticas (CTH), as células mesenquimais
(CTM) e as celulas endoteliais (CTE). A origem dos cardiomidcitos derivados da MO seria

em sua maior parte mesenquimal .

2.5 Estudos experimentais. Plasticidade das células-tronco de medula 6ssea

As CT adultas teciduais apresentam plasticidade variavel **, tendo se observado em
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alguns estudos que podem resultar em linhagens diferentes do érgdo de origem, tais como a
linhagem dos cardiomiécitos **. Num estudo experimental em que se realizou transplante de
células de MO de camundongos machos para fémeas, observou-se em tecido cardiaco normal
das fémeas a proliferacdo de células com nucleo lateral portadoras de cromossomo Y, nas
quais se obteve marcacdo com caveolin 3 e troponina 1 (0.01-0.09% do total de midcitos) —
indicando tanto a presenca das células transplantadas no tecido cardiaco quanto sua
diferenciacdo em cardiomidcitos *°. Os autores desse trabalho discutem as possibilidades de
qgue tenha existido recrutamento dos cardiomiocitos pelas células da medula Ossea

transplantada, ou mesmo a diferenciacdo dessas mesmas células nos cardiomidcitos.

Por sua vez, num transplante intravascular em camundongos de células Sca-1+, obtidas
de camundongos transgénicos que expressam proteina verde fluorescente (GFP), observou-se
fluorescéncia na area externa da lesdo cardiaca seis horas ap0ds a injdria isquémica - o que
indicou o recrutamento pela inflamag&o das células progenitoras para o tecido cardiaco *°. O
fendmeno de recrutamento também pode ser caracterizado pela observacéo de quimerismo de
células da MO no tecido de coracdes transplantados, aspecto verificado predominantemente

na regido atrial "',

Em modelo experimental de infarto miocardico, foi observado que CT marcadas e
injetadas em musculo cardiaco dos animais infartados apresentaram distribuicdo difusa em
areas isquémicas e nao-isquémicas do 6rgdo - diferindo na regido ndo-isquémica onde 0s
novos cardiomidcitos se mostraram pequenos, com caracteristicas neonatais, enquanto que na
area isquémica apresentaram caracteristicas de cardiomiécitos de adulto *°. A regeneracéo de
vasos corondrios e das células musculares lisas e endoteliais marcadas foi difusamente
detectada em ventriculo esquerdo ndo isquémico e isquémico, mas o crescimento dos vasos
foi quatro vezes maior nas areas infartadas. A reducdo na extensdo da &rea infartada
observada foi de 25%, sendo detectada uma producgéo de cardiomidcitos nesta area trés vezes

superior a quantidade que se perdera no infarto miocardico.

Neste estudo experimental, foram avaliadas a funcdo cardiaca e a remodelacdo do
ventriculo esquerdo, num grupo que recebeu CT cardiacas por via intracoronariana apés 35
dias do infarto, em compara¢do com um outro grupo que néo recebeu as CT. As alteracOes
positivas detectadas no grupo intervencdo ndo puderam ser atribuidas a fusdo celular. Por sua
vez, a dimensdo da densidade de vasos na area isquémica limitrofe foi similar nos grupos

intervencdo e controle, sugerindo que a proliferagdo celular localizada néo deveria ser
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atribuida a uma resposta parécrina. Neste estudo foi sugerida a existéncia de uma migracao
transcoronariana, que poderia decorrer do extravasamento de CT para o intersticio,
direcionando-se para a area isquémica, como observado pelo aumento da expressdo de
CXCRA4 nessas células, cujo receptor SDF1 é regulado positivamente durante a reperfusdo do
miocérdio isquémico *°. Ainda neste modelo animal de isquemia miocérdica, foi demonstrada
a presenca de células Sca-1+ na lesdo miocérdica do camundongo ap6s uma injecao
intravenosa de células progenitoras, observando-se que a diferenciacdo destas células

dependeria parcialmente da ativagdo da expressio do gene Bmprla *°.

Também foi observado que células progenitoras podem ser mobilizadas da medula
6ssea pela acdo de citocinas (platelet-derived growth factor -A e —B) ?°, uma proposta que
tem sido testada também em ensaios clinicos, nos quais se tem utilizado o GCSF
(granulocyte-colony stimulating factor), isoladamente ou em associa¢do com o transplante de

células purificadas .

Na verdade, a existéncia de uma real transdiferenciacdo de CT embrionérias ou adultas
para cardiomiécitos continua em debate - face as possibilidades de fusdo celular, acéo
paracrina e angiogénese como mecanismos responsaveis pelos resultados de melhora da
funcdo cardiaca observados. De todo modo, ha relatos de que células progenitoras humanas
CD34+ originarias de MO ou sangue periférico, introduzidas no miocardio de ratos,
apresentam transdiferenciacdo para cardiomidcitos, células endoteliais maduras e células

musculares lisas 2222,

2.6 Mioblastos e tecido cardiaco

A observacao de que células satélites (CS) do musculo esquelético submetido a stress
(lesdo muscular) poderiam se diferenciar em mioblastos, 0s quais se mostraram capazes de
proliferar e se diferenciar em fibras musculares, gerou expectativas sobre o uso destas CT
adultas para o tratamento das cardiopatias. O primeiro transplante de mioblastos em seres
humanos foi descrito num experimento em que o material retirado por biopsia de musculo
esquelético foi cultivado, e os mioblastos isolados implantados no miocardio de um paciente
submetido a cirurgia de derivacdo aortocorondria apos infarto do miocardio. Observou-se
melhora da fungdo cardiaca, no entanto ndo ficou claro se esta ocorreu primordialmente

devido ao transplante ou & cirurgia de revascularizacéo **.

O transplante autdlogo de musculo esquelético para o tecido cardiaco requer extracao de
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mioblastos do musculo esquelético, expansdo em cultura e injecdo no misculo cardiaco®.
Observou-se, no entanto, que logo depois de transplantados para o tecido cardiaco de
camundongos, 90% dos mioblastos encontravam-se necrosados - possivelmente devido a
alteracdes ocorridas nos mioblastos durante o crescimento em cultura, as quais induziriam a
uma resposta imune adversa no hospedeiro. Outra observagdo nestes estudos foram as
diversas modificacBes estruturais atribuidas a juncdo entre as células transplantadas e as do
hospedeiro. A célula muscular estriada esquelética diferencia-se da cardiaca quando da fuséo
celular, o que possivelmente gera uma disfuncdo eletromecénica responsavel pelas arritmias

ventriculares que foram descritas 2.

2.7 Células-tronco proprias do tecido cardiaco

Sabe-se que o tecido cardiaco tem CT com capacidade espontanea de reparacdo, muito
embora esta reparacdo possa se mostrar insuficiente, de modo similar ao que ocorre noutros
tecidos ¥’. Visando a identificacdo das células progenitoras cardiacas responsaveis pela
regeneracdo da fibra muscular ap6s uma injuria cardiaca, células de coragdo de camundongo
adulto foram analisadas por citometria de fluxo (FACS). Foram identificados 20-30% como
cardiomidcitos. Por sua vez, 14-17% das células SP (Side Population cell) foram identificadas
pela presenga da molécula de superficie Sca-1+. As células Sca-1+, além de localizarem-se
com a pequena circulacdo, expressam a marca muscular CD31, sugerindo que sejam células
progenitoras cardiacas diferentes das células de medula 6ssea hematopoiética (CD34+,
CD45+, c-kit+, Lmo2+, GATA-2+, Tal-1+) e endotelial (CD45+, CD34+, Flk-1+, KIt-1+).
Elas sdo semelhantes as células miogénicas do musculo esquelético (Sca-1+, CD45-, CD34-,
c-kit-), mas diferem das células satélites musculares (Scal-, CD34+), das células musculares
derivadas de células hematopoiéticas (CD45+) e das células musculares multipotentes (Scal+,
CD34+) %. Por outro lado, expressam marcadores indiferenciados de estroma da medula

6ssea (GATA-4+, TEF-1+, MET-2c+), e apresentam uma alta atividade telomerasica 2.

Outros estudos mostraram que a cultura de células progenitoras cardiacas Sca-1+ de
camundongos adultos, estimulada com analogos de citosina, resulta em uma diferenciacao
incompleta das células Sca-1+ e CD45+, enquanto que nas células Sca-1+ e CD45- ocorre
uma diferenciacdo completa (estrutural e funcional) para cardiomidcitos. Esta diferenciacéo
foi detectada pela identificacdo de achados como formacdo da estrutura do sarcémero,
apresentacdo de moléculas de superficie que denotam a diferenciacdo celular para

cardiomidcito, aumento da expressdo de genes de fatores de transcricdo cardiaco (GATA-4,
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MEF-2c) e elevacdo do contelido de proteinas estruturais cardiacas (a-MHC, tropomiosina,
actina, troponina cardiaca, conexina). Também observou-se organizagdo estrutural,
contratilidade induzida e pulsatilidade %. A descoberta das células progenitoras cardiacas abre
a perspectiva de poder-se restaurar o miocardio lesionado por intermédio de uma indugéo

controlada da diferenciacdo in situ de CT proprias do tecido cardiaco.
2.8 Fatores humorais

Pouco se sabe sobre fatores humorais e de crescimento potencialmente indutores de
uma diferenciacdo cardiomiogénica. A resposta cardiomiogénica foi testada com estimulacao
induzida de forma ectopica, com a aplicacdo das proteinas morfogenéticas dsseas BMP-2 e
BMP-4 em embrides de galinhas *°. A via de sinalizaco celular Wnt também parece ser
essencial para a indugdo cardiaca em embrides de sapos e galinhas ***. Embora esses fatores
possam ser considerados pré-requisitos para a diferenciacdo cardiaca precoce, ndo seriam

suficientes para se alcancar a diferenciacio em cardiomiécitos pulsateis %°.

Em transplante de CT obtidas de figado de animais machos transgénicos para beta-
galactosidase para o miocardio de camundongo fémea, foi demonstrada a presenca de células
portadoras de cromossomo Y no miocardio do receptor, caracterizando o éxito do implante.
As células expressaram b-galactosidase, sendo também observados sarcomeros organizados,
presenca de miofibrilas, formacdo de gaps, juncdo com células do hospedeiro e células
positivas a imunoistoquimica para marcadores musculares, havendo a sugestdo no estudo de

que a diferenciacéo das CT estaria na dependéncia do ambiente em que sdo implantadas *.
2.9 Estudos em seres humanos

Em seres humanos, os principais objetivos relacionados a utilizacdo de terapias a base
de CT também sdo a revascularizagdo e/ou a regeneracdo do miocardio. Quando ha
revascularizacdo na forma aguda da cardiopatia isquémica, esta pode ser dita espontanea ou

iatrogénica® .

Um dos primeiros ensaios clinicos na cardiopatia isquémica foi realizado por Strauer et
al * no qual foram avaliados 10 pacientes do sexo masculino que receberam por via
intracoronariana CT da MO, adicionadas a terapia medicamentosa convencional. Um nimero
idéntico de pacientes, com caracteristicas clinicas semelhantes, recebeu apenas a terapia

convencional. Embora nédo tenha sido encontrada uma significancia estatistica neste ponto,



20

apos trés meses a fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo aumentou de 57% para 62% no
grupo-intervencéo, e de 60% para 64% no grupo controle. A diminuicdo do volume diastélico
e sistdlico finais e 0 aumento da contratilidade aferidos pela captacdo de radionuclideos
sugeriram um remodelamento da geometria cardiaca **. N&o ficou claro, contudo, se as

celulas infundidas atuaram melhorando a perfusdo tecidual ou regenerando a fibra cardiaca.

Um ensaio clinico prospectivo e randomizado avaliou os efeitos das CT na insuficiéncia
cardiaca isquémica cronica e grave, em 14 e 7 pacientes, respectivamente, nos grupos
intervencdo e controle. O grupo-intervencdo recebeu células progenitoras da MO injetadas
com um cateter especial (NOGA) para aplicacdo transendocardica, sendo 0s pacientes
reavaliados 4 meses ap06s. A insuficiéncia cardiaca, aferida pelos indices NYHA e CCSAS,
foi de intensidade significativamente menor no grupo-intervencdo. A fracdo de ejecdo do

ventriculo esquerdo se elevou de 20% para 29% no grupo intervengo (p=0.0003) .

Os dois tipos de células-tronco adultas que estdo sendo mais observados
experimentalmente para a regeneracao cardiaca sao os mioblastos esqueléticos e as células da
medula 6ssea, sendo estas Gltimas as mais testadas nos ensaios clinicos *’. A terapia com CT
da cardiopatia aguda de origem isquémica tem no momento respaldo tedérico de modelos
explicativos da acdo regenerativa, sugerindo-se, por exemplo, que a aplicagdo de CT podera
melhorar a funcdo cardiaca na isquemia aguda por um efeito angiogénico, o qual atuaria na
remocdo de fatores determinantes da faléncia do miocardio - sendo tanto maior o beneficio

guanto maior seja a existéncia de miocérdio viavel *®.

A terapia celular tem sido testada em diversos ensaios clinicos como alternativa ao
transplante cirdrgico, no entanto os resultados sdo controversos, e a seguranca e a viabilidade
da aplicacdo das diversas modalidades de aliquotas de tecido medular intracoronario
utilizadas nos estudos ainda ndo foram adequadamente estabelecidas. A avaliagéo do efeito da
terapia celular na lesdo cardiaca segmentar necrosada e fibrética de origem isquémica, objeto
de estudo do presente trabalho, isto &, o efeito do tecido medular potencialmente reparativo na

zona infartada nao-viavel *°

, teria enorme importancia para a compreensao da evolugdo do
tecido miocéardico infartado e dos pacientes sequelados de infarto miocardico. Além do
potencial beneficio decorrente da reducéo do elevado impacto social da cardiopatia isquémica
crénica, a qual é associada de modo significativo a elevada incidéncia da grave sindrome de
insuficiéncia cardiaca congestiva, a observacdo de resposta positiva no tecido cicatrizado e

fibrosado pode se constituir em evidéncia de regeneracdo tecidual verdadeira, objetivo
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principal da terapia celular.

O presente estudo de Seguranca e Exequibilidade do Transplante Aut6logo de Células-
Tronco e Tecido Estromal da Medula Ossea na Cardiopatia Isquémica Cronica tem como
proposta testar a seguranca e a viabilidade da utilizacdo de medula 0ssea dita completa no
tecido miocardico cicatrizado, isto é, de um composto de células progenitoras
hematopoiéticas mais estroma medular aplicado por via intracoronaria, de modo similar aos

transplantes convencionais de medula 6ssea para as doencas hematolégicas **.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo primario

Avaliar a seguranca e a exequibilidade do transplante autélogo de um composto de
células-tronco e tecido estromal de medula Gssea por via intracoronaria, em pacientes que
sofreram infarto agudo miocardico ha pelo menos 90 (noventa) dias, selecionados no periodo
de 30 de julho de 2007 a 30 de julho de 2008, no Ambulatério de Células-tronco do Hospital
Agamenon Magalhdes (SUS-PE), em Recife-PE.

3.2 Objetivos secundarios

3.2.1 Observar por intermédio da ressonancia magnética cardiaca (RMC), num periodo de 90
dias, as alteracfes da estrutura e fungdo cardiacas ocorridas apds a intervencdo com células-
tronco da medula dssea associadas ao estroma medular, em comparacdo com um grupo
controle submetido unicamente ao tratamento clinico convencional para cardiopatia isquémica
e insuficiéncia cardiaca (IC), considerando como meta uma adicdo de 5% na fracdo de ejecdo

do ventriculo esquerdo.

3.2.2 Observar por intermédio do ecocardiograma, num periodo de 90 dias, as alteracGes da
estrutura e funcdo cardiacas ocorridas apos a intervencdo com células-tronco da medula éssea
associadas ao estroma medular, em comparagdo com um grupo controle submetido
unicamente ao tratamento clinico convencional para cardiopatia isquémica e insuficiéncia
cardiaca (IC), considerando como meta uma adicao de 5% na fracdo de ejecdo do ventriculo

esquerdo.

3.2.3 Determinar a quantidade de células progenitoras CD 34+ presentes nas aliquotas de
medula 0ssea utilizadas para o transplante de celulas-tronco hematopoiéticas associadas com
0 estroma medular, por citometria de fluxo, e observar a existéncia de correlacdo destas

células com as alteracGes detectadas.
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4 HIPOTESE

O transplante aut6logo de células-tronco e tecido estromal de medula 6ssea por injecdo
na artéria corondria patente supridora da zona mais discinética do ventriculo esquerdo é
seguro e viavel para pacientes com infarto do miocardio cicatrizado e ocorrido ha pelo menos
90 dias, podendo serem observadas respostas positivas na lesdo cardiaca residual e na
disfuncéo cardiaca.
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5 MATERIAL E METODOS
5.1 Desenho do estudo

O estudo foi planejado como sendo de intervencao, com grupo controle, aberto, visando
demonstrar a seguranca e a exequibilidade do transplante aut6logo intracoronério de células-
tronco e tecido estromal da medula déssea em pacientes sequelados de infarto agudo
miocardico ocorrido ha pelo menos 90 dias, todos com idade prevista minima de 18 e m&xima
de 80 anos, com ou sem insuficiéncia cardiaca, definidos por critérios clinicos, bioguimicos,

eletrocardiogréaficos, ecocardiograficos e por ressonancia magnética cardiaca.
5.2 Selecéo dos pacientes

No periodo compreendido entre 30 de julho de 2007 a 30 de julho de 2008, foram
registrados 84 pacientes no Ambulatério de Células-tronco do Hospital Agamenon Magalhaes
(SUS-PE). Todos os pacientes apresentavam evidéncia eletrocardiografica de lesdo fibrotica
pos-infarto miocardico, com ou sem quadro clinico de insuficiéncia cardiaca e/ou angina
pectoris concomitantes, e tendo ou ndo realizado tratamento trombolitico na fase aguda do

infarto e/ou cirurgia de revascularizacdo miocardica ap0s esta mesma fase.

Apbs consideracdes logisticas e submissao aos critérios de inclusdo e exclusdo, e diante
de consentimento livre e esclarecido, 25 voluntarios com diagnostico de infarto agudo do
miocardio ocorrido ha pelo menos 90 dias foram admitidos para este estudo, dos quais 15
pacientes foram designados para o grupo a ser submetido a intervencao, e 10 pacientes para o

grupo controle.

N&o foram incluidos gestantes, aqueles com marcapasso e/ou desfibrilador automatico
implantados, pacientes portadores de neoplasia e/ou doencas hematologicas, e pacientes com
descompensacdo cardiaca e/ou instabilidade hemodindmica. Apenas foram incluidos aqueles
individuos que concordaram em participar do estudo e assinaram livremente o termo de
consentimento informado. Todos 0s pacientes receberam prescricdo medicamentosa de acordo
com as diretrizes vigentes, e receberam recomendagfes para abandono de tabagismo e
alcoolismo, inicio de dieta adequada e para alteracdes de estilo de vida, incluindo evitar
sedentarismo. O estudo estava em acordo com a Declaracdo de Helsinki, e foi aprovado pelo
Comité de Etica do Hospital Agamenon Magalhdes (SUS-PE) e pelo CONEP (Protocolo
34/07).
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Todos os individuos recrutados foram submetidos a um questionario com varidveis
bioldgicas (idade, sexo), clinicas (sintomas e sinais, doengas associadas e medicagdes em uso)
e epidemiolodgicas (procedéncia, tempo de diagnostico da doenca, tempo de inicio de
tratamento clinico), bem como a exame clinico. Os questionarios e o exame clinico foram
aplicados pelo médico entrevistador do grupo. As informagdes dadas e os resultados do
exame clinico foram colocados em banco digital de dados. Todos os individuos foram
submetidos a avaliacGes ecocardiografica e por ressonancia magnética cardiaca (RMC), antes

do inicio do procedimento de transplante e 90 dias ap6s o seu término.

Os objetivos e a metodologia do ensaio clinico, os riscos e potenciais beneficios da
intervengdo ou ndo-intervencdo, o esclarecimento sobre o perfil aberto do estudo, o principio
da voluntariedade e o sigilo das informacdes, o tipo de acompanhamento médico e o direito
de deixar o estudo foram devidamente esclarecidos ao voluntario adulto, o qual assinou um

termo de consentimento, concordando em participar da pesquisa (Apéndice A).
5.3 Formagcao dos grupos

Foram considerados para a selecdo dos grupos sexo e idade dos individuos, de forma a
se obter nos dois grupos um namero semelhante de homens e mulheres, e um ndmero similar
de individuos por faixa etaria. Dentre os 25 voluntarios, foram sorteados 15 pacientes para o
grupo intervencéo, para serem submetidos a tratamento otimizado para cardiopatia isquémica
elou IC, puncdo de medula Gssea, dois cateterismos e implante intracoronario de tecido
medular, e 10 pacientes para o grupo controle, para receberem tratamento clinico otimizado
para cardiopatia isquémica e/ou IC, mas ndo foram submetidos ao transplante. O responsavel
clinico recrutou os pacientes, e realizou toda a avaliacdo clinica inicial e durante o seguimento
de 90 dias.

No grupo controle, dois pacientes selecionados decidiram apds algumas semanas nao
mais participar do estudo, e foram excluidos. No grupo de intervengdo, quatro pacientes
tiveram que ser tardiamente excluidos da analise, por desisténcia (1 paciente), e por
redefinicdo do diagnostico da cardiopatia durante a avaliagdo hemodinamica prévia ao

implante (3 pacientes).

Foram assim avaliados integralmente no estudo dezenove pacientes, sendo onze
pacientes pertencentes ao grupo experimental, 0os quais receberam o tratamento clinico para

cardiopatia isquémica cronica mais o transplante autologo intracoronario, e oito pacientes
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pertencentes ao grupo controle, os quais receberam unicamente o tratamento clinico para

cardiopatia isquémica crénica.
5.4 Preparacdo para o implante intracoronario

Todos os pacientes do grupo submetido ao implante intracoronario foram internados na
Unidade Coronéria do Hospital Agamenon Magalhdes, 3-7 dias antes do seu inicio, e entéo
submetidos a reavaliagBes clinica, eletrocardiografica, radioldgica, ecocardiogréfica,
bioquimica e hematimétrica. Dois cateterismos cardiacos eram entdo programados para cada
paciente, em dias distintos, o primeiro visando avaliacdo diagnostica e terapéutica prévias ao
implante, e o segundo, para o implante intracoronario propriamente dito. O primeiro
cateterismo, realizado 24-72 horas antes do segundo, visava assegurar para as artérias
responsaveis pela irrigacdo da area infartada a perviedade necessaria para a realizacdo do
implante intracorondrio no cateterismo seguinte. Procedimentos de dilatacdo e/ou
desobstrucdo de artérias responsaveis pela irrigacdo do segmento miocardico infartado, com
ou sem a colocagdo de stents intracoronarios, eram realizados neste primeiro cateterismo, se
assim fossem considerados necessarios pelo cardiologista clinico e por dois
hemodinamicistas. Os pacientes eram posteriormente submetidos a recuperacdo pos-
anestésica e estabilizacdo clinica, retornando a seguir para a Unidade Coronéria. Além de
consideracdes sobre a adequacdo do procedimento de implante intracoronario para cada
paciente individualmente, eram também realizadas avaliacdo, discussdo e escolha do leito(s)
arterial(is) mais apropriado(s) para a intervencdo, e uma vez indicado, o cateterismo para o

implante era realizado no dia seguinte.
5.5 Coleta de material medular

No dia do cateterismo para o implante, encontrando-se sob otimizacéo terapéutica plena
e sem sinais clinicos de angina e/ou insuficiéncia cardiaca descompensada, o paciente do
grupo intervencao era encaminhado para o Bloco Cirurgico, para a puncdo da medula éssea e
extracdo do material medular. Ainda na Unidade Coronaria, o paciente recebia 2 mg de
midazolam por via intravenosa para sedacéo, e era entdo conduzido para o Bloco Cirdrgico,

apos confirmacdo de saturacdo de hemoglobina maior ou igual a 95%, pelo oximetro de pulso.

No Bloco Cirdrgico, sob supervisdo e acompanhamento de anestesiologista,
cardiologista, hematologista e enfermeira especializada, o paciente era colocado em decubito

ventral, com auxilio de coxins para exposi¢do das cristas iliacas posteriores, e submetido a
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antissepsia da regido lombosacra com solugdo de Povidine iodado, no lado direito da crista
iliaca posterior. O paciente era entdo submetido a anestesia local, com 10-20 ml de xilocaina.
Em sentido perpendicular a superficie corporal, as agulhas de puncdo medular eram
introduzidas na regido da crista iliaca, sendo entdo realizadas pelo menos 4 (quatro) puncdes
na area, com seringas de 20 ml heparinizadas, sendo retirados cerca de 5-10 ml de tecido
medular em cada seringa, perfazendo um total de 40-60 ml. Limpeza da area com solugdo
antisséptica e curativo compressivo eram realizados a seguir. Apés estabilizacdo clinica na
Sala de Pos-operatério e Recuperacdo Pds-anestésica, 0 paciente era re-encaminhado a
Unidade Coronéria, na qual ficava ainda em observacdo clinica por cerca de uma hora, antes
de ser encaminhado para o procedimento de cateterismo cardiaco e implante intracoronario.
As seringas heparinizadas contendo o tecido medular retirado eram mantidas sob leve
homogeneizacdo a temperatura ambiente, por alguns minutos, antes do transporte das mesmas

para o Laboratério de Terapia Celular, realizado logo em seguida.
5.6 Filtracéo do tecido medular para o implante intracoronario

No Laboratério de Terapia Celular, uma aliquota de 10 ml do material medular retirado
era prontamente adicionada ao meio Bact/Alert FA (Biomérieux, Durham, NC/USA - lote
1019007), visando a execucdo de testes microbiolégicos. A medula 6ssea (MO) era entdo
filtrada, utilizando-se filtros com poros de 100 um (Cell Strainer — 100 um, ref. 352360, Bd
Falcon/USA), acoplados a tubos Falcon de 50 ml. Eram entdo preparadas trés seringas com
capacidade de 10 ml, contendo cinco ml de filtrado medular cada, as quais eram
acondicionadas em termobox, a temperatura ambiente, e encaminhadas ao Setor de
Hemodindmica do Hospital Agamenon Magalhdes, destinadas ao implante intracoronario.
QOutros 10 ml da MO filtrada eram adicionados ao meio Bact/Alert FA, sendo entdo as
seringas com as aliquotas pré e pos-filtracdo obtidas encaminhadas para controle de qualidade
e testes microbiologicos na Unidade Laboratorial CERPE, do Hospital Esperanca (Recife-
PE). O restante da MO filtrada era encaminhada ao Laboratorio de Biologia Molecular do
Instituto de Medicina Integral Professor Fernando Figueira (Recife-PE), para quantificagcdo de
células CD34+, utilizando-se reagentes (anticorpos e tampdes) e equipamentos Facscalibur

fornecidos pela Becton Dickson do Brasil.
5.7 Implante intracoronario de tecido medular

No Laboratério de Hemodinamica, sob supervisao e/ou atuacdo de cardiologista clinico,
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dois cardiologistas hemodinamicistas, médico anestesiologista e enfermeira especializada, 0s
pacientes do grupo intervencdo eram submetidos ao segundo cateterismo cardiaco, quando
entdo era realizada a aplicacdo de 5-15 ml do filtrado medular, com microcateter e por via
intracorondria, em uma ou mais das artérias corondrias identificadas pelo estudo
cinecoronariografico realizado 24-72 horas previamente como sendo o (s) leito (s) arterial (is)
mais adequado (S) e seguro (s) para recepcdo do implante na area fibrética. Apds o(s)
implante(s), o paciente era submetido a observacdo clinica por uma hora ou mais no

Laboratorio de Hemodinamica, e a seguir era reencaminhado a Unidade Coronéria.
5.8 Seguimento pos-implante

Todos o0s pacientes dos grupos intervencdo e controle foram submetidos a
acompanhamento clinico, bioquimico e eletrocardiografico ambulatorial por pelo menos 90
dias apo6s o implante intracoronario, e a uma nova avaliacdo por RMC e por ecocardiograma

apos este periodo.
5.9 Ressonancia magnética cardiaca e ecocardiograma transtoracico

As ressonancias magnéticas cardiacas (RMC) foram obtidas com um equipamento de
1.5 tesla (Intera - Philips Medical Systems, Best, The Netherlands). Os volumes ventriculares
esquerdos foram obtidos e calculados como previamente descrito “>*'. A presenca do infarto
do miocardio foi demonstrada apds a administracdo do meio de contraste (gadolinio-DTPA).
O tamanho do infarto foi apresentado como o valor percentual da quantidade do realce tardio
pelo meio de contraste no miocardio de acordo com o método de escore visual
semiquantitativo *2. Os ecocardiogramas bidimensionais transtoracicos foram obtidos com
um scanner Vivid 7 (GE Vingmed Ultrasound) e os volumes ventriculares esquerdos foram

calculados de acordo com a regra de Simpson modificada .

5.10 Andlise estatistica

A anélise estatistica foi estabelecida para tentar detectar uma diferenga significativa na
FEVE basal e apds 3 meses do implante intracoronario. Uma diferenca clinicamente
importante foi definida como uma diferenca entre a FEVE basal e trés meses de 5 pontos
percentuais entre 0 grupo intervencdo e o controle. Dada a dificuldade em se estabelecer a
gaussianidade de amostras pequenas, tais como a do presente estudo, foram utilizados

métodos ndo-paramétricos de boa sensibilidade para amostras de tamanho reduzido
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(Coeficiente de Correlagdo de Spearman, Teste Mann-Whitney U e Teste de Wilcoxon).
Valores de p menores ou iguais a 5% ou 0,05 foram considerados estatisticamente

significantes. As analises foram realizadas com o software Statsoft Statistica, verséo 8.0.



30

6 RESULTADOS
6.1 Caracteristicas clinicas dos grupos

As caracteristicas dos 19 pacientes observados no estudo ndo diferiram
fundamentalmente entre os dois grupos de analise. A média de idade foi de 53,2+9,25 anos
nos 11 pacientes do grupo intervengdo e de 58,6+13,71 anos nos 8 pacientes do grupo
controle (p=0,44). Os demais pardmetros iniciais avaliados também ndo apresentaram

diferencas significativas entre os grupos (tabela 1).

Tabela 1. Caracteristicas clinicas dos grupos experimental e controle

Controle Experimental (n=11) Teste Mann-Whitney
. (n=8) U
Parametro
.. L p exato
Média DP Média DP z

2*1
Idade (Anos) 58,6 13,71 53,2 9,25 0,828 0,44
Peso (Kg) 67,4 11,98 76,3 11,16 -1,531 0,13
Altura (cm) 162,1 7,86 160,9 12,93 -0,042 0,97
IMC (kg/m2) 25,9 5,96 30,0 6,91 -1,073 0,31
Glicose (mQ) 100,9 66,18 117,3 42,43 -1,766 0,09
Freqliéncia Cardiaca (BPS) 69,3 13,84 75,0 13,33 -1,041 0,31
PA Sistélica (mm Hg) 132,5 15,81 123,2 19,01 1,069 0,31
PA Diastélica (mm Hg) 80,0 5,35 79,5 12,74 0,287 0,84

6.2 Resultados da filtracdo de medula déssea

O numero total de células obtidas através da puncdo da medula e quantificadas ap6s a
filtracdo variou de 0,1 a 50 x 10° por ml, sendo em média 0,5% (1% a 0,2%) de células
CD34+. O contelido de células CD34+ efetivamente infundido variou de 0,1 a 47 x 108
células, apresentando uma mediana de 0,5 x 10® células CD34+ infundidas. O volume de
filtrado de medula déssea infundido para cada paciente variou de acordo com a necessidade de
se abordar individualmente uma ou duas artérias coronarias. Foi utilizado um volume de 5 ml
para situagdes em que uma Unica artéria foi abordada, e de 5 ml ou 10 ml por artéria quando
duas artérias receberam a injecdo de material. A decis@o quanto a utilizacdo do volume mais
apropriado e seguro para o respectivo leito arterial era efetuada no exame hemodinamico
realizado na véspera do implante. O volume individual foi de 5 ml em 9 pacientes que
receberam injecdo em uma artéria, 10 ml em um paciente onde houve injecdo em duas artérias

(5 mI+5 ml), e de 15 ml em um paciente onde houve injecdo em duas artérias (10 ml+5 ml).
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Em nenhum paciente foi necessario realizar a aplicagdo em mais de duas artérias (tabela 2) .

Tabela 2. Quantificacdo de células extraidas da MO e de CD 34+ transplantadas em 11 pacientes

Células CD34+

Pacientes Ja"?'egﬁéeé‘s‘lii % CD3a+ (xC 1[2)%/4;“) ir\é‘ﬁlnudniq;o transplantadas
(x 10%/ml) (em milh&o)
1 50000 0,94 470,00 10 4700,00
2 125 1,01 1,26 15 18,94
3 4375 0,31 13,56 5 67,81
4 1200 0,82 9,84 5 49,20
5 2300 0,46 10,58 5 52,90
6 2300 0.2 4,60 5 23,00
7 4000 0,22 8,80 5 44,00
8 4450 0,58 25,81 5 129,05
9 975 0,26 254 5 12,68
10 23000 0,34 78,20 5 391,00
11 21000 0,4 84,00 5 420,00

6.3 Resultados das avaliacdes por imagem

Pela RMC, os grupos se mostraram comparaveis, com os valores de fracdo de ejecdo do
ventriculo esquerdo (FEVE), volume diastélico final (VDF), tamanho da &rea infartada, massa
e massa por area de superficie corporal ndo diferindo significativamente entre os dois grupos
na avaliacdo basal (tabela 3). O valor médio basal para a FEVE foi de 36,19+10,36 para o
grupo intervencdo, e de 33,14+15,82 para o grupo controle (p=0,66). Também ndo houve
diferenca significativa entre os dois grupos para os valores de VDF (p= 0,37), para o tamanho
do infarto (p= 0,53), massa (p=0,18) e massa por area de superficie corpdrea (p=0,11).

Tabela 3: Estatistica descritiva dos parametros cardiacos por RMC antes da intervengéo

Grupo de Controle (n=08) Grupo Experimental (n=10) Teste Mann-Whitney U

Parametro cardiaco b exato
Média DP Min Max Média DP Min  Max z p 2*1
Fracdo de Ejecéo (%) 33,14 15,827 10,7 56,3 36,19 10,36 36,2 21,2 -0,444 0,66 0,7
VDF do VE (ml) 186,13 53,767 103 276,6 166,82 34,128 166,8 1158 0,889 0,37 041
VDF VE por Area (ml/m2) 110,66 40,865 63,19 197,6 92,48 14,396 925 6852 1,333 0,18 0,2
VSF do VE (ml) 130,81 62,199 458 247,1 1084 35627 1084 57,8 1,066 0,29 0,32
VSF VE por Area (ml/m2) 78,62 45404 281 1765 60,15 17,996 60,2 342 1066 029 0,32
Massa (g) 124,39 43,422 64,4 1989 9844 17,233 984 738 1,333 0,18 0,2
Massa por Area (g/m2) 7356 28,772 38,8 1241 5487 8,696 549 40,77 1599 011 0,12

Avrea Infartada (%) 135 13,32 0 37 13,1 9,398 3 28 -0,621 0,553 0,54
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A evolugdo comparativa entre os periodos pré e pos-intervencdo em cada grupo mostrou
modificacOes significativas em relacdo ao periodo pré-intervencdo em ambos os grupos, com
elevacdes da FEVE, da massa e da massa por area, e com reducdo do VDF e do didmetro da
area infartada. Na comparagdo por RMC entre os grupos intervencdo e controle 90 dias apds
o transplante, embora ndo tenham sido observadas diferengas significativas quanto a FEVE,
VDF e quantidade percentual da area infartada, foram detectadas reducgdes significativas da
massa e da massa por area de superficie corporea no grupo intervencdo (p= 0,05 e p=0,03,

respectivamente) (tabela 4).

Tabela 4. Estatistica descritiva dos parametros cardiacos por RMC ap6s a intervencao

Grupo de Controle (n=08) Grupo Experimental (n=10)  Teste Mann-Whitney U
Parametro Cardiaco Média DP Min Méx Média DP Min Méx  z p P S’:ito
Fragdo de ejecdo (%) 40,3 1594 146 63,3 4241 11,42 23,7 559 -027 08 0,83
VDF do VE (ml) 160,38 51,48 89,6 2338 156,72 54,64 53,4 2356 -0,27 0,8 0,83
VDF VE por area (ml/m2) 96,04 37,39 495 167 86,91 28,26 31,6 1242 0,444 0,7 0,7
VSF do VE (ml) 101,68 54,69 34,6 1996 9391 43,05 23,6 149,6 0,178 0,9 0,9
V/SF VE por area (ml/m2) 61,7 39 19,1 14257 52,14 23,11 14 7957 0,355 0,7 0,76
Massa (@) 185,38 535 105 2782 1415 2757 104 1966 1,955 0,1 0,05
Massa por area (g/m2) 109,26 32,67 64,5 158,64 7899 14,56 57,6 1024 2221 O 0,03
Avrea infartada (%) 11,13 1262 O 34 115 8515 3 26 -094 04 0,36

N&o se observou correlagdo entre o aumento da FEVE observado pela RMC com o
volume infundido (R=0,20 e p=0,58), com a concentracdo de células CD34" injetadas (R=-
0,48; p=0,16), com a concentracdo de células ndo CD34" (R= -0,38; p=0,28), com 0 volume
de filtrado infundido (R= 0,20; p=0,58), e com a quantidade de células ndo CD34" injetadas
(R=-0,47; p=0,17). Foi observada uma correlagcdo negativa entre a quantidade de células
CD34+ injetadas com os valores de VDF (R= -0,62; p=0,05), VDF por area (R= -0,67 ; p=
0,03), e volume sistdlico final/area (VSF/area) (r=-0,66; p=0,04) (tabela 5).

O VDF (R=-0,62 ; p=0,05), o VDF/area (R=-0,66; p= 0,04) e o VSF/area (R=-0,62;
p= 0,05) também apresentaram uma correla¢do negativa com o percentual de células CD 34"
obtido no filtrado medular de cada paciente. Tambem foi observada uma correlagdo negativa
entre a concentracdo por ml das CD34" injetadas com a VDF/area (R= -0,64; p= 0,05) e com
a VSF/area (R=-0,62; p=0,05).

A avaliacdo ecocardiografica mostrou um valor de FEVE basal de 48,15 +13,7 para o

grupo experimental e um valor de FEVE de 51,58 + 14,4 para o grupo controle (p= 0,69 na
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comparacao entre os dois grupos). O VDF foi de 180,5+ 65,2 ml para o grupo experimental e
de 196,4 + 74,5 para o grupo controle (p= 0,69). Na avaliacdo de 90 dias p0s-intervencao, 0s
valores ecocardiograficos de FEVE e volume diastlico final também n&o diferiram

significativamente (p= 0,53 e p=0,96, respectivamente) entre 0s grupos.
6.4 Efeitos adversos

Durante um implante na artéria descendente anterior de um volume de 5 ml do filtrado
medular, um paciente de 44 anos, do sexo masculino, com grave disfuncéo sistélica de VE
(FEVE de 0,15), insuficiéncia cardiaca classe funcional Il e extensa fibrose em parede
anterior do VE (35%), decorrente de um episddio de infarto agudo do miocérdio ocorrido 12
meses antes, apresentou parada cardiaca por fibrilacdo ventricular, a qual se mostrou refratéaria
ao tratamento com desfibrilacdo elétrica, antiarritmicos e medidas gerais de ressuscitacao
cardiopulmonar. O paciente evoluiu com chogue cardiogénico, assistolia e 6bito, o qual
ocorreu ap6s duas horas de esforgos terapéuticos da equipe médica presente ao implante.
Ocorrido no quarto procedimento de transplante autologo intracoronéario efetuado no estudo, o
episodio foi formalmente comunicado ao Comité de Etica em Pesquisa do Hospital

Agamenon Magalhdes.

Durante a inflacdo do baldo do cateter de angioplastia e durante a introdugdo do
microcateter para a aplicacdo intracoronaria do tecido medular, todos os onze pacientes
submetidos ao procedimento tiveram episddios de dor toracica de intensidade variavel, ao
lado de elevacdes transitorias do segmento ST, no entanto ndo foi possivel a identificacdo
clinica de infarto agudo miocardico em nenhum dos pacientes avaliados, incluindo o paciente
citado que apresentou fibrilagdo ventricular, muito embora uma avaliacdo postmortem do

mesmo nao tenha sido possivel.

Tabela 5: Correlacdo de Spearman entre parametros cardiacos e parametros do material infundido em 10
pacientes do grupo intervencao

N° de Células Néo-

Variago N° de Células CD34+ CD34+ Total de células
Rho p Rho p Rho p
Fracdo de ejecdo (%) -0,47 0,17 -0,38 0,28 -0,39 0,27
VDF do VE (ml) -0,62 0,05 -0,30 0,40 -0,34 0,34
VDF VE por 4rea (ml/m’) 0,67 0,03 0,37 0,29 0,41 0,24
VSF do VE (ml) -0,61 0,06 -0,28 0,43 -0,33 0,35
VSF VE por area (mllmz) -0,66 0,04 -0,36 0,31 -0,40 0,26
Massa (g) -0,19 0,60 -0,22 0,53 -0,21 0,56
Massa por area (g/mz) -0,27 0,45 -0,31 0,38 -0,30 0,39

Area infartada -0,05 0,89 0,14 0,70 -0,12 0,74
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6.5 Resultados do procedimento de aspiracio da medula

A aspiracdo de medula oOssea foi realizada com sucesso, em todos o0s pacientes
submetidos ao implante, em procedimento Gnico e no proprio dia da intervencdo, nao tendo
sido necessarias repeticbes do procedimento de aspiracdo. Nenhuma contaminagdo foi
observada nas culturas realizadas na medula dssea antes ou apos a filtracdo e encaminhamento

para o implante.
6.6 Seguimento clinico

Nos 18 pacientes que foram ao final avaliados integralmente com os processos de
selecdo, avaliacdo por exames de imagem, procedimento completo de transplante, evolucao
clinica e reavaliagdo com ressonancia e ecocardiograma, ndo houve desisténcias ou falhas no
comparecimento as consultas nem a realizacdo dos exames de imagem para controle e
avaliacdo do implante. Nestes pacientes, tanto no periodo de implante quanto nos 90 dias de
observacdo, também ndo foi observada nenhuma condicdo clinica cardiocirculatéria imediata
ou tardia decorrente das intervengdes de angioplastia com baldo e/ou colocagdo de stents

realizadas previamente ao implante intracoronario.

Nenhuma outra complicacdo clinica que pudesse ser atribuida ao procedimento foi
detectada, durante os 90 dias de evolucdo pos-implante. Uma paciente do grupo experimental
apresentou recidiva de angina pectoris, a partir do segundo més pés-implante, no entanto o
quadro foi rapidamente controlado, em regime extra-hospitalar, com a reintroducdo de
betabloqueadores, 0s quais haviam sido inadvertidamente suspensos pela paciente. Uma outra
paciente do grupo experimental, diabética, foi hospitalizada por conta de pielonefrite aguda,
cerca de 45 dias ap0s o implante, apresentando resposta satisfatoria ao tratamento antibidtico
e obtendo alta hospitalar, sem seqelas, apds 15 dias de internamento. No presente estudo,
também ndo foi observado o surgimento de neoplasias ou altera¢cdes autoimunes no periodo

de seguimento clinico pds-transplante.
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7 DISCUSSAO

O resultado satisfatorio (90,9%) com as intervencdes realizadas nos pacientes com lesdo
segmentar pos-infarto mas sem IC classe funcional I11/1V levam a crer que a IC em si, € ndo o
procedimento intervencionista, foi 0 maior preditor prognostico imediato no presente estudo.
O obito que ocorreu durante um implante intracoronario pode ser atribuido as alteracdes
hemodindmicas e isquémicas decorrentes do implante em si, mas também a grave
insuficiéncia cardiaca classe funcional I11/IV de que era portador o paciente. Neste paciente, 0
quarto voluntario do estudo a ser submetido ao procedimento, a magnitude da dor torécica e
as variagdes do segmento ST durante as intervencOes pré-implante e no proprio implante
intracoronario ndo diferiram sobremaneira do que foi observado nos demais pacientes, muito
embora o quadro clinico do implante intracoronario tenha culminado com a grave arritmia

ventricular observada.

A limitante insuficiéncia cardiaca deste paciente, decorrente de extensa area de infarto
(35%) em parede anterior do ventriculo esquerdo, foi provavelmente a maior responsavel pela
parada cardiaca por fibrilacdo ventricular, seguida de assistolia, durante a intervencédo
coronaria. O paciente em questdo tinha um dano miocardico acentuado, evoluindo com
FEVE de 15%, uma das mais reduzidas nos pacientes do estudo, e ja preenchia critérios para

ser submetido a um transplante cirdrgico.

Ressalte-se que apds o episédio de fibrilagdo ventricular neste paciente, outros 7
pacientes foram submetidos ao procedimento integral de transplante neste estudo, juntando-
se a outros trés transplantes que ja& haviam sido realizados, todos sem quaisquer
intercorréncias maiores. Além destes, acrescente-se que no presente trabalho um outro
implante foi realizado com pleno sucesso, em mais um voluntario, um paciente de 47 anos
com infarto miocardico cicatrizado, e também sem quadro de IC grave. Este paciente evoluiu
com resultado imediato pos-implante e evolucédo clinica de 90 dias plenamente satisfatorios,
mas foi excluido da analise, por ndo ter realizado a RMC pdés-implante dentro do prazo
estabelecido de 90 dias.

Portanto, embora um resultado desfavoravel de um implante intracoronario num
paciente com IC grave deva ser considerado desafiador, visto que um maior beneficio de um
procedimento potencialmente reparativo do miocardio seja aguardado justamente nos

pacientes com maior limitacédo cardiaca, deve-se pontuar que pacientes com IC avancada tém
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maior risco para intervencdes quaisquer, e que um maior nimero de individuos com IC grave

deva ser observado, em estudos similares.

Além da seguranca e viabilidade do procedimento, também foram observadas neste
estudo as respostas clinica e radioldgica a administracdo de tecido medular potencialmente
reparativo. Embora nem todos os pacientes tivessem historia de revascularizacdo cirdrgica ou
hemodinidmica prévia, todos os pacientes avaliados tinham infarto miocérdico ocorrido ha
pelo menos 90 (noventa) dias, sendo portanto considerados como portadores de infarto

subagudo ou crénico cicatrizado.

Observa-se que a perda muscular aguda e a evolucdo para fibrose miocérdica residual
ndo sdo evitadas integralmente em pacientes submetidos a terapia trombolitica quimica ou
mecanica na fase aguda, seja por eventual ineficacia da trombolise ou por sua
indisponibilidade em tempo habil, até seis horas apds o infarto. Apesar da reducdo da
prevaléncia de dano miocardico residual pos-infarto, reconhecida desde o estabelecimento da
terapéutica trombolitica para o infarto agudo do miocardio nos anos 80, a crescente incidéncia
de infarto agudo miocéardico faz persistir ainda um grande nimero de pacientes com sequela
miocardica pos-infarto, para os quais o tratamento trombolitico na fase aguda ndo teve a
eficacia desejavel, ndo estava disponivel ou mesmo ndo foi realizado. A persisténcia de
fibrose miocéardica poés-infarto num determinado individuo propicia as bases para 0 assim
chamado remodelamento cardiaco, e para o consequente surgimento de graus varidveis da

sindrome de insuficiéncia cardiaca *°.

Os estudos experimentais e clinicos com células-tronco tém procurado testar a hipotese
de que o tecido fibroso residual pos-infarto possa ser substituido por tecido funcionante,
contribuindo para que a evolugdo para insuficiéncia cardiaca possa ser evitada ou atenuada

nos pacientes infartados. Embora ainda haja resultados controversos > %

guanto a eficacia do
uso da terapia celular no infarto do miocardio, a eficacia do transplante autélogo na fase

cronica do infarto ja foi observada e relatada *°.

Ainda que alguns estudos ndo demonstrem resultados positivos quanto a
pluripotencialidade das células-tronco hematopoiéticas, varios trabalhos experimentais e
ensaios clinicos utilizando-se o implante das CT da MO no infarto do miocérdio e nas
miocardiopatias sdo estimulantes quanto & eficacia deste método 33 47 48 49.50.51.52 Deye se

levar em consideracdo que diferentes tipos celulares da medula dssea tém sido sendo testadas
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como reparativas do miocardio (mononucleares, mesenquimais e hematopoiéticas), e que 0s

transplantes tém sido testados em diferentes modelos de doenca cardiaca.

Também se observa nos estudos uma preocupacdo em se estimar a quantidade de
células consideradas progenitoras presentes nas aliquotas de medula 6ssea administradas, com
0 objetivo de se administrar um grupo particular de células com eficacia de regeneracéo
tecidual previamente definida. No entanto, ndo se encontra ainda estabelecido se a
regeneracdo tecidual € unicamente - ou mesmo predominantemente - devida a atuacdo das
células administradas, devendo ser amplamente considerada a hipotese de que fatores

13, 15, 28, 29, 30, 31, 32

extracelulares ainda ndo completamente identificados atuem de modo

indispensavel ou mesmo preponderante na resposta tecidual detectada.

A grande maioria dos cardiomiocitos ndo tem capacidade de regeneracdo apds um
infarto do miocardio, o que usualmente leva a deterioracdo da atividade contratil e ao
remodelamento ventricular. De modo anélogo ao que se considera ocorrer nos transplantes de
medula dssea para as doencas hematoldgicas, os autores do presente estudo consideram a
possibilidade de que fatores humorais diversos contidos no estroma medular tenham acéo
proeminente e mesmo predominante no processo de recrutamento e nas diversas etapas de

diferenciacéo do endotélio vascular e/ou cardiomidcitos 2% 2" %34,

No entanto, na amostragem reduzida do presente estudo, nao foi possivel observar uma
correlacdo do volume do filtrado medular completo infundido - o qual potencialmente
carrearia o estroma, fatores extracelulares e células-tronco mesenquimais - com indicadores
funcionais cardiacos. Por outro lado, ficou evidenciada uma correlacdo negativa entre alguns
indicadores, tais como VDF, VDF/area e VSF/area, e a quantidade de células CD 34"
infundidas, dados relevantes que confirmam uma possivel eficacia regenerativa destas células,
ja observada noutros estudos 2. Tais significantes achados de correlacdo das células-tronco
hematopoiéticas CD34" com indicadores funcionais cardiacos poderdo ser demonstrados de
modo ainda mais consistente em amostras maiores, trazendo contribuicdo relevante sobretudo

para ensaios clinicos com terapia celular que incluam pacientes com insuficiéncia cardiaca.

De modo similar, a significativa diferenca na reducdo da massa (p=0,05) e da massa do
VE por &rea de superficie corporea (p=0,03) do grupo experimental em relagdo ao grupo
controle observada na reavaliagdo por RMC 90 dias ap0s o implante indicam que a técnica

aqui testada também podera demonstrar resultados ainda mais consistentes em relacdo aos
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indicadores de melhora da funcdo cardiaca, com um numero maior de pacientes sendo

observados.

Trés pacientes com miocardiopatia dilatada foram inadvertidamente selecionados para
este estudo, apresentando-se com dados clinicos, enzimaticos e eletrocardiograficos
considerados no processo de selecdo como compativeis com infarto prévio do miocéardio
(infarto antigo em parede anterior, em dois casos, e infarto antigo em parede inferior, em um
caso). A informacdo trazida pelos cateterismos pré-implante nos trés pacientes foi de
coronarias normais e ventriculo esquerdo difusamente dilatado, sem comprometimento
segmentar. Além da ocasional semelhanca na apresentacdo clinica, a fibrose miocérdica é
resultado final comum as duas situacdes, miocardiopatia priméaria e cardiopatia isquémica,
podendo eventualmente existirem dificuldades na distincdo diagndstica, mesmo com a
utilizacdo de avaliacdes de alta especificidade, tal como a RMC, técnica utilizada neste

estudo.

As limitagdes do presente estudo estdo ligadas principalmente as dificuldades de
guantificacdo e identificacdo das células progenitoras administradas. Marcadores
imunofenotipicos especificos do estroma medular e demais células progenitoras medulares,
tais como células-tronco hematopoiéticas outras que ndo CD34" (células Thy-1'°, células c-
Kit) >, além de células endoteliais e mesenquimais **, poderdo ser Gteis para padronizaco
futura da técnica aqui empregada. Por sua vez, aspectos ligados a resposta clinica e/ou
tecidual dependentes de um maior ou menor intervalo de tempo entre o episddio pregresso de
infarto agudo do miocardio e o momento do implante intracoronario podem ter influéncia no

sucesso do transplante, e ndo foram considerados no presente estudo.

Pacientes acometidos de infarto miocéardio transmural desenvolvem fibrose miocardica
segmentar, que serd responsavel pela remodelacdo cardiaca e surgimento de futura
insuficiéncia cardiaca. A leséo fibrotica é considerada ndo-funcional e irreversivel, e somente
o0 transplante cardiaco cirdrgico pode ser considerado curativo para esta condi¢do. Buscou-se
no presente estudo a avaliacdo da seguranca e viabilidade de um procedimento inovador para
o0 tratamento da cardiopatia isquémica crénica, baseado no transplante autélogo de medula
Ossea. Intervengdes terapéuticas convencionalmente utilizadas na fase fibrética e cronica do
infarto miocardico costumam apresentar limitada eficicia, e sdo usualmente restritas ao

tratamento da sua consequente expressdo clinica maior, a insuficiéncia cardiaca.



39

Tem sido demonstrado que o tratamento precoce do dano miocardico pos-infarto é de
fundamental importancia para se evitar o remodelamento cardiaco e a propria evolugdo para a

sindrome clinica de 1C % ¥,

Portanto, os resultados de seguranca e exequibilidade
satisfatorios observados no presente trabalho em pacientes com lesdo miocéardica pos-infarto e
ainda sem ICC CF IIl/IV poderdo apresentar importancia consideravel para estudos

posteriores que visardo estabelecer a eficacia do procedimento.

Os resultados obtidos com o presente ensaio clinico podem assim contribuir para o
estabelecimento futuro de uma nova terapéutica, de custos reduzidos, pelo Sistema Unico de
Saude, a qual poderd demonstrar eficacia para extensao de sobrevida e melhora da qualidade
de vida do elevado e crescente nimero de portadores de cardiopatia isquémica crbnica no

pais.
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8 CONCLUSAO

O transplante autélogo de um composto de células-tronco e tecido estromal de medula
0ssea, por via intracoronaria, mostrou-se exequivel e seguro em pacientes com infarto

miocardico cicatrizado e sem insuficiéncia cardiaca grave associada.

A intervencdo intracoronaria se mostrou exequivel, mas ndo segura, hum paciente com
infarto antigo do miocardio e com insuficiéncia cardiaca CF 111/IV associada. Para este tipo
especifico de pacientes, o procedimento empregado no presente estudo ndo foi observado

como recomendavel.

Embora ndo tenha sido detectada uma diferenca estatisticamente significante dos
achados por RMC no periodo pos-transplante do grupo experimental em relagdo ao grupo
controle com respeito a FEVE, VDF e tamanho da area do infarto, foi observada uma
significativa reducdo da massa (p=0,05) e da massa do VE por area de superficie corporal
(p=0,03) no grupo experimental em comparagdo com o grupo controle. A realizagdo de
estudos outros, desenhados para testar a eficacia do procedimento, é fortemente recomendéavel

e devera ser estimulada.
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Apéndice A - Termo de consentimento livre e esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

(1) DADOS DE IDENTIFICAGAO DO SUJEITO DA PESQUISA OU RESPONSAVEL LEGAL:

NOME DO PACIENTE:

Carteira de ldentidade (RG):

Sexo: Data de nascimento:
Endereco:

Bairro: Cidade:
Estado: CEP:

Telefone: DDD ()

RESPONSAVEL LEGAL:

Natureza (grau de parentesco, tutor, curador etc.)

RG: Sexo: Data do nascimento:
End.:

Bairro: Cidade:

Estado: CEP:

Telefone: DDD ()

(2) DADOS SOBRE A PESQUISA CIENTIFICA:

Titulo do protocolo de Pesquisa: “EXEQUIBILIDADE E SEGURANCA DO TRANSPLANTE
AUTOLOGO INTRACORONARIO DE CELULAS-TRONCO E TECIDO ESTROMAL DA MEDULA
OSSEA NA CARDIOPATIA ISQUEMICA CRONICA”.

Local da Pesquisa:
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Pesquisador:

Cargo/Funcéo:

Inscricdo Conselho Regional:

Duracéo da Pesquisa: 03 meses

(3) INFORMACOES DE NOMES, ENDERECOS E TELEFONES DOS RESPONSAVEIS PELO
ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA, PARA CONTACTO EM CASO DE INTERCORRENCIAS
CLINICAS E REACOES ADVERSAS:

Informacdes iniciais.

O coracdo é fortemente agredido quando a pessoa tem um infarto. Nesta doenca, uma ou mais
artérias do coragédo ficam entupidas por codgulos ou gordura, e pode surgir uma situagdo de urgéncia
muito grave, podendo inclusive levar ao 6bito. Felizmente, com o moderno tratamento, a maioria dos
pacientes consegue sobreviver a um infarto. No entanto, mesmo aquelas pessoas que sobrevivem
podem ter problemas no futuro. O principal problema é denominado insuficiéncia cardiaca. Nesta
situacdo, 0 coracdo vai progressivamente crescendo e se dilatando, atingindo grandes proporcdes.
Quando o 6rgao esta nesta situacdo, € muito comum que a pessoa doente tenha inchag@es nas pernas e
no restante do corpo, além de sensacOes de fraqueza, canseira, batedeiras e falta de ar. Felizmente, a
medicina ja conseguiu progressos consideraveis para melhorar a qualidade de vida e aumentar a
sobrevida das pessoas nesta fase de insuficiéncia cardiaca. No entanto, se vocé participa do
Ambulatério de Insuficiéncia Cardiaca do Hospital Agamenon Magalhdes ou outro ambulatério e
ainda continua com uma qualidade de vida ruim, apesar de cumprir regularmente com as orientagdes

de seu médico, nos estamos propondo um tratamento complementar.

Existe uma nova modalidade de tratamento para os individuos com formas graves de doenca
do coragdo. Varios experimentos em animais com o uso de células-tronco da medula 6ssea ja foram
realizados, com resultados promissores. Atualmente, j& ha pesquisas em andamento também com

seres humanos no tratamento de pacientes infartados, os quais recebem no coragdo uma aplicacdo de
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fragmentos da medula 6ssea, a qual contém as chamadas células-tronco. Estes experimentos, mais 0s
achados descritos na literatura médica, justificam a pesquisa de diferentes formas de tratamento para
0s pacientes como o(a) senhor (a) que tenham sofrido um infarto no passado.

Baseados nestes dados, o Hospital Agamenon Magalhdes, a Fundacdo Hemocentro de
Pernambuco (HEMOPE) e o NESC/Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes/FIOCRUZ estardo
realizando uma pesquisa pioneira no mundo, e vocé esta sendo convidado a participar de um estudo
visando o transplante de tecido medular para o coracdo. Antes de vocé decidir participar neste estudo,
é importante que vocé leia atentamente as informagdes a seguir referentes ao estudo para o qual vocé
foi convidado a participar. O investigador do estudo discutira com vocé quaisquer dividas que vocé

tenha sobre este consentimento ou sobre o proprio estudo.

A cardiomioplastia com tecido extraido de medula éssea € um procedimento experimental que
consiste numa tentativa de implantar no seu coragdo novas células, estimuladas por fatores existentes
na medula dssea. Dentre estes fatores, ha as células-tronco, que tém a capacidade de criar novas
células musculares e vasos no seu coragdo, substituindo aquela area de células musculares mortas
(fibrosadas ou cicatrizadas) por células musculares vivas, que tenham capacidade de se contrairem e

de bombear o0 sangue necessario para todo o organismo.

Além da utilidade das chamadas células-tronco medulares para recompor o coracdo, €
provavel que fatores outros do tecido medular, ou seja, ndo necessariamente as células que chamamos
células-tronco, também tenham grande influéncia na regeneracdo cardiaca. Ou seja, a medicina ainda
ndo sabe se o0 que realmente melhora o coracdo doente sdo as células-tronco aplicadas, ou se sdo
substancias existentes na parte do tecido medular que fica ao redor destas células-tronco, substancias

que seriam tdo responsaveis pela melhora quanto as proprias células-tronco aplicadas.
Explicacdo do estudo.

Primeiramente, deve ficar claro que o(a) sr. (a) esta sendo convidado a participar de um estudo
que vai testar a seguranca e a eficacia do transplante de tecido da medula ¢ssea. E importante dizer
que ndo ha qualquer garantia de que o (a) sr. (a) terd qualquer beneficio direto neste estudo. Ainda
mais, € um estudo que ndo pode prever com certeza 0s Seus riscos porque o nimero de pacientes ja

submetidos a este procedimento é ainda muito pequeno.

Por outro lado, uma vez o (a) sr. (a) aceitando participar deste estudo, o(a) sr. (a) serad
submetido a varios exames antes do implante de tecido medular 6sseo regenerador. Todos estes
exames (eletrocardiograma, ecocardiograma, exames de sangue) sdo exames utilizados normalmente
na rotina dos medicos, e servirdo para garantir que o(a) sr. (a) terd beneficio com o transplante de

medula dssea e que terd o menor risco possivel. O (a) sr. (a) ndo tera quaisquer despesas com a
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realizacéo destes exames.

Uma vez que o(a) sr. (a) concorde em participar do estudo, o (a) sr. (a) sera submetido(a) a
retirada do tecido regenerador de sua medula G6ssea através de uma puncdo por agulha realizada sob
efeito de sedativos e analgésicos, por um especialista em hematologia. A preparagdo do material
medular que sera injetado no coracgdo sera feita no laboratério, enquanto o (a) sr. (a) estard sendo
submetido a um cateterismo, por meio do qual n6s iremos liberar o tecido medular para dentro das
coronérias, que levam o sangue para todo o coracdo. Depois do implante do tecido medular
regenerador, o (a) sr. (a) ficard internado por um periodo de mais 48 (quarenta e oito) horas. Neste
periodo o (a) sr. (a) sera observado e serdo realizados outros exames de sangue. Depois da alta
hospitalar, serdo realizadas consultas e exames ndo-invasivos periodicamente, até serem completados

03 meses apods o procedimento de transplante de tecido medular regenerador, quando o estudo termina.

Dentre estes exames, 0 cateterismo cardiaco é o Unico que é considerado invasivo e consiste
na colocagdo de um cateter em uma artéria na virilha, o que permite levar o cateter até as artérias
corondrias, para visualizagdo destas. Este procedimento é frequentemente utilizado para verificar a
existéncia de obstrugdes nas coronérias, e as vezes, para efetuar o tratamento destas obstrucfes. No
caso do presente estudo, tem-se por finalidade verificar o estado destas corondrias. Se houver
obstrucdo, o paciente serd informado das mesmas e sera orientado quanto ao tratamento especifico
posteriormente. No entanto, se o médico detectar que ha alguma urgéncia, o (a) sr. (a) recebera
tratamento imediato. Este procedimento, considerado de baixo risco, tem no entanto a possibilidade de
trazer complicacBes associadas ao mesmo, como sangramento na virilha, geralmente de pouca
expressdo, com dor local e hematoma, contornados com tratamento local. Outras complicacBes séo

ainda mais raras.

Vocé provavelmente continuara tomando todas as medicacGes que tomava anteriormente.
Como esta é uma nova forma de tratamento para o coracdo, existe a possibilidade de complicacdes
relacionadas ao procedimento, incluindo aquelas relacionadas ao cateterismo e complicacdes
relacionadas as injecdes do tecido medular regenerador. Durante todo o periodo do estudo, o(a) sr. (a)
terd acesso 24 horas por dia a uma enfermeira pesquisadora do hospital, para tirar qualquer divida. Em
alguns momentos, esta enfermeira fard contacto com o(a) sr. (a) independentemente de ter sido

chamada.

Se o(a) sr. (a) aceitar participar do estudo, ira participar de um sorteio por uma técnica
especial, com o objetivo de nos dizer se o(a) sr. (a) vai fazer parte do grupo que vai ser submetido ao
cateterismo e receber células-tronco e o tecido ao redor destas células, ou se o(a) sr. (a) vai fazer parte
do grupo controle, que ndo vai ser submetido ao cateterismo e serd observado com o tratamento

clinico convencional.
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Como ndo h& certeza de que esse tipo de tratamento ira trazer beneficios ao(d) sr(a),
precisamos de um grupo chamado controle, para avaliarmos a real eficécia do tratamento que estamos
propondo, através da comparacdo dos resultados entre os dois grupos. A participacdo neste estudo,
seja no grupo controle ou no grupo tratado com tecido da medula Gssea, é extremamente importante
para 0 avango da ciéncia nesta area de pesquisa, com potencial beneficio para milhares de pacientes
que tenham o mesmo problema que o(a) sr.(a) e que futuramente possam ser submetidos a este tipo de

tratamento, se os resultados positivos do implante de tecido medular 6sseo se confirmarem.

Sua participagdo ou ndo neste estudo de nenhum modo afetara a qualidade do seu tratamento
presente ou futuro. Vocé podera solicitar ao médico pesquisador o seu desligamento do estudo a
gualquer momento. Se vocé tiver davidas, pergunte ao seu médico e ele Ihe explicard com detalhes
tudo o que vocé quiser saber sobre este estudo. Somente através de estudos como este é que 0s
médicos poderdo descobrir novas e melhores formas de tratar este tipo de problema em vocé e em
outros pacientes com problemas semelhantes ao seu. Além disso, o(a) sr.(a) tera o beneficio de estar
sendo acompanhado por especialistas em cardiologia, além de seu préprio médico, incluindo exames

complementares diversos para avaliacdo do seu coragdo, sem qualquer énus adicional.

Explicacdo sobre o procedimento e seus riscos.

O procedimento é dividido em duas etapas: a retirada de tecido da medula 6ssea, e o implante
de tecido da medula éssea no seu coracdo. A retirada do tecido medular ésseo sera realizado sob
anestesia, através de puncdo da medula (parte interna) do seu 0sso da bacia. A preparacdo das células
que serdo injetadas no coracdo sera feita no laboratdrio, a0 mesmo tempo em que o cateterismo esta
sendo realizado. Este procedimento é semelhante aos ja realizados para os transplantes de medula
Ossea, utilizados em larga escala na medicina de hoje. Ndo constitui nenhuma novidade no meio
médico, além de oferecer baixissimo risco de complicac6es. Estes riscos envolvem perfuragdo 6ssea e

infeccdo do 0sso, e ocorrem em menos de 1% dos casos.

O implante do tecido medular no seu coracdo sera realizado durante o cateterismo, por um
especialista em medicina intervencionista. O tecido medular sera liberado dentro das artérias
coronérias que levam sangue para todo o seu coragdo. Acreditamos que as células e o tecido ao redor
destas células tém a capacidade de substituir areas de fibrose por células e tecido muscular saudavel,

capaz de exercer sua funcdo normal de contracéo.

Os riscos do implante medular em seres humanos sdo muito pouco conhecidos. Existem seres
humanos que ja receberam tecido da medula 6ssea no coragdo por meio de um procedimento igual ou
semelhante ao que estamos propondo ao(a) sr.(a), e ainda outros que as receberam através de
procedimento cirtrgico, durante operagdes de ponte de safena. N&do houve qualquer complicagdo

relatada até o momento, embora o0 nimero de pacientes efetivamente estudado ainda seja pequeno para
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que possamos afirmar qualquer coisa com respeito as complicagdes. De todo modo, podemos imaginar
algumas complicacOes possiveis de ocorrer, além das ja& descritas: inflamagdo no coracdo, levando a
um enfraquecimento do seu masculo, com possivel rompimento deste musculo, aparecimento de

arritmias graves, infec¢do no coragao e crescimento de tecido ndo-cardiaco no seu coragéo.

Beneficios que vocé podera obter.

Embora ndo haja nenhuma garantia de que o(a) sr.(2) tera beneficios com este estudo, é
possivel que ocorra melhora parcial ou total da fun¢do do musculo do coragdo e dos sintomas
decorrentes destas anormalidades, tais como sensagdo de cansago, falta de ar, inchago nas pernas e
outros. Da mesma forma, o acompanhamento clinico muito detalhado que o(a) sr.(a) recebera durante
0s 03 meses de duracdo do estudo poderdo ser de auxilio no tratamento da sua doenga,
independentemente do beneficio direto do procedimento. Este acompanhamento clinico podera
permitir a identificacdo de complicagdes naturais ou de agravamento da sua doenca de forma mais

precoce, permitindo uma a¢do médica mais eficaz nestes casos.

Direitos do paciente.

A sua participacdo é inteiramente voluntaria. Durante o estudo, o(a) sr.(a) devera se sentir
livre para questionar o que desejar a enfermeira do estudo, e caso ndo se considere suficientemente
esclarecido podera solicitar o contacto direto com o médico da pesquisa. Uma vez aceitando participar
desta pesquisa, o(a) sr.(a) devera se sentir livre para abandonar o estudo a qualquer momento do curso
deste, sem que isto afete 0 seu cuidado ou tratamento futuro neste hospital. O seu médico também

podera retira-lo do estudo a qualquer momento, se ele julgar que seja necessario para o seu bem estar.

Caso surja alguma davida quanto a ética do estudo, o (a) sr.(a) devera se reportar ao Comité de
Etica em Pesquisas envolvendo seres humanos — subordinado ao Conselho Nacional de Etica em
Pesquisa, 6rgdo do Ministério da Salde, através de solicitacdo a enfermeira pesquisadora, que estara
sob contacto permanente, ou contatando diretamente o coordenador do referido comité deste hospital,
que lhe seréa informado pela enfermeira pesquisadora. O(a) sr.(a) tem direito ao completo sigilo de sua
identidade quanto a sua participacdo neste estudo, incluindo a eventualidade da apresentagdo dos

resultados deste estudo em congressos médicos e jornais cientificos.

Diante do exposto nos pardgrafos anteriores, eu, firmado abaixo, (primeiro nome e
0] 0] £<] 0T 1= TSP co
ncordo em participar do estudo “EXEQUIBILIDADE E SEGURANCA DO TRANSPLANTE
AUTOLOGO INTRACORONARIO DE CELULAS-TRONCO E TECIDO ESTROMAL DA
MEDULA OSSEA NA CARDIOPATIA ISQUEMICA CRONICA”. Eu fui completamente

orientado pela equipe médica que esté realizando o estudo, de acordo com sua natureza, proposito e
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duracdo. Eu pude questiona-lo sobre todos os aspectos do estudo. Além disto, ele/ela me entregou uma
copia da folha de informagdes para os participantes, a qual li, compreendi e me deu plena liberdade
para decidir acerca da minha espontanea participacao nesta pesquisa.

Depois de tal consideragdo, concordo em cooperar com 0s investigadores e informa-los
imediatamente sobre qualquer anormalidade observada.

Estou ciente de que sou livre para sair do estudo a qualquer momento, se assim desejar.

Minha identidade jamais sera publicada e os dados colhidos permanecerdo confidenciais.
Concordo que estes poderdo ser examinados por pessoas envolvidas no estudo com autorizagdo
delegada do investigador e por pessoas representantes do Ministério da Salde. Eu concordo que ndo

procurarei restringir o uso que se fara sobre os resultados do estudo.
Data e assinatura procedem que este tenha sido “Lido e Aprovado”;

Investigador:

Data:

Assinatura;

Testemunha:

Data:

Assinatura;

Participante:

Data:

Assinatura:




