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RESUMO

Varios estudos recentes tém demonstrado, de foatia wez mais consistente, que células
originadas na medula éssea participam intensantentegeneracao de varias estruturas do

sistema cardiovascular.

Este estudo teve como objetivo avaliar a exeqtidule e a seguranca do transplante autdlogo
de células mononucleares da medula 6ssea em pEc@ortadores de cardiopatia isquémica

terminal.

Neste estudo controlado, ndo randomizado, o trantplfoi realizado por via percutanea e
transendocardica, utilizando-se o cateter de inje§®GA Myostar Cordis®. Houve a
inclusdo de 21 pacientes, distribuidos em 2 grugago tratado = 14 e grupo controle = 7.
O acompanhamento clinico inicial teve duracdo demEZes, com aplicacdo seriada de
questiondrios de qualidade de vida e realizacaBQl®, ecocardiograma, teste ergométrico,
Holter 24 horas, ECG-AR, cintilografia miocardicant estresse farmacoldgico com
dipiridamol, avaliagdo laboratorial. Todos os exarftgam realizados antes do procedimento
de injecéo e repetidos nos seguimentos de 2; 6reek2s de acompanhamento. Uma nova
coronariografia com ventriculografia esquerda enavo mapeamento eletromecéanico foram

realizados ao final de 4 meses de seguimento.

Os pacientes do grupo tratado apresentaram memomsis de IC e angina apés 2 e 6 meses
de seguimento e melhora significativa no desempémcional, no teste ergométrico. Pela
cintilografia miocardica houve uma reducéo da cagaémica com melhora das atividades
sistdlica e diastélica do VE. Nenhuma destas afers foi observada no grupo controle. O

conjunto de melhoras relatadas se refletiu na da@d de vida.



Vérias sub-populacdes celulares, aléem das progesjt@presentaram co-relacdo positiva

entre a quantidade injetada e o alivio da isqueimsgrvado pela cintilografia miocardica.

Nao foi identificado nenhum efeito adverso gravieadienado ao procedimento proposto,

objetivo primario do estudo.

Mesmo no seguimento de 5 anos ndo se identificamtes adversos provavelmente ou
definitivamente relacionados ao TACMMO. Com retagdqualidade de vida observou-se

uma manutencao dos resultados iniciais.

Concluindo, esta técnica pode ter um potencialaidetrazer beneficio aos pacientes e seus

familiares, bem como a sociedade como um todo.
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ABSTRACT

Several recent studies have demonstrated thatarejisated from bone marrow are
intensely involved in the regeneration of variottactures of the cardiovascular system.
This study aimed to evaluate the feasibility anfétyeof autologous bone marrow
mononuclear cells transplantation in patients \wétere ischemic heart disease.

The study was a non randomized controlled triallsGeansplantation was performed
through percutaneous and transendocardial appraacigy NOGA MyoStar Cordis®
injection catheter. A total of 21 patients werduied and divided into 2 groups: treated
group = 14 and control group = 7. Patients wertgaihy monitored for 12 months and
submitted to quality of life questionnaires, eleaaliogram, echocardiogram, treadmil test,
24 hour Holter monitoring, high resolution eletratiagram, myocardial scintigraphy with
pharmacological stress (dipyridamole) and laboyatests, at baseline, 2, 6 and 12 month
follow up. A new coronary angiography with left waaulography and electromechanical
mapping were performed at 4 month follow-up.

Treated patients had fewer symptoms of heart &gund angina at 2 and 6 month follow-up
and had a significant improvement in treadmill {@stformance. Myocardial ischemic area
was reduced and left ventricle systolic and diasfahction improved. None of these
changes were observed in the control group. Therteg results were reflected by
improvement in quality of life.

Several cell sub-populations, including the progmrsubpopulation, positively correlated
with myocardial ischemia improvement in the scirghy.

There were no serious adverse events either relatibé proposed procedure or to the
autologous bone marrow mononuclear cells transati@mt The initial improvement in

quality of life was maintained up to 5 year folley. This technique may have a unique
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potential to bring benefit to end stage ischemarhfilure patients and their families and

also to the society as a whole.



1. FUNDAMENTOS

O processo aterosclerético é decorrente do acimulo de gordura no sistema arterial
do corpo humano, dificultando o fluxo sanguineo, as vezes impedindo-o, gerando,
portanto, processos de isquemia ou mesmo de necrose decorrentes da auséncia de

sangue por tempo prolongado.

A aterosclerose, apesar de ser uma doenca sistémica, apresenta, dentre suas
caracteristicas, a predilecao, como curioso jogo de azar para a vida, para acometer os
orgaos vitais para a funcionalidade do corpo humano: cérebro, coracao e rins, por
ordem de prevaléncia. O resultado nao poderia ser outro que nao fosse a
caracterizacao desta mazela como a principal causa de morte e morbidade do mundo
contemporaneo, representando grande desafio para os sistemas de satide ao redor do

mundo.

Uma vez que este processo aterosclerético precisa de tempo para se desenvolver,
razoavel compreender que quanto mais idosa a populaciao, maior a chance de se

tornar perceptivel os males desta sindrome degenerativa.

Neste sentido, o aumento da expectativa de vida populacional ao redor do planeta,
ajudou a expor a gravidade desta endemia, tornando-a ainda mais relevante para as
sociedades contemporaneas, agora nao apenas por seu impacto na saude dos
cidadaos, mas também por seu impacto no sistema previdenciario, outro grande

desafio atual e futuro.

Uma das conseqiiéncias mais dramaticas observadas no desenvolvimento da doenca
aterosclerética corresponde ao seu acometimento coronariano. Este pode se

manifestar de forma aguda, como infarto agudo do miocardio (IAM), ou de forma

“Sangue: O Fluido da Vida”



insidiosa com periodos crénicos de isquemia. Ambos os processos tém conseqiiéncias
danosas ao desempenho cardiaco, o primeiro através do desenvolvimento de area
fibrosa que caracteriza o infarto, e, o segundo, através de um processo de
desdiferenciacao dos cardiomiocitos que os leva a, embora vivos, um estado nao
funcional, nao contributivo a mecanica de contracao ventricular (miocardio
hibernante). Estes dois processos levam ao quadro de insuficiéncia cardiaca (IC), de

etiologia isquémica, decorrente do processo ateroscleroético avancado.

2

E como se a isquemia provocada por esse processo obstrutivo fosse aos poucos
gerando perda funcional ndo s6 de oOrgaos, mas também de individuos e da
coletividade nas quais estao inseridos. Esta coletividade se depara com este grande
desafio do mundo moderno através de seu pensamento mecanicista predominante,
iniciado por Renée Descartes e outros grandes filosofos. Natural compreender que,
sob estas influéncias, as primeiras tentativas em contornar este processo tenham sido

fundamentadas em principios absolutamente mecanicos.

Assim foram fundamentados procedimentos tais como Cirurgia de Weinberg,
Cirurgias de Revascularizacao e as Angioplastias. Todos estes procedimentos tém em
comum o fato de buscar uma solucao mecanica para vencer obstrucées em artérias
doentes. Esta era mecanica do tratamento da doenca coronariana trouxe beneficios
incomparaveis para os cardiopatas ao redor do mundo. Tanto a qualidade de vida
quanto a prépria sobrevida foram otimizadas na ultima metade do século passado

com esta abordagem.

Ja no final do século passado, pesquisadores dedicados a area de oncologia
comecaram a focar suas atencOes em um processo bioldgico até entao pouco

estudado: o processo de angiogénese.!

“Sangue: O Fluido da Vida”



Rapidamente, pesquisadores que lidam com doencas isquémicas comecaram a
aplicar o aprendizado deste processo no sentido de desenvolver técnicas terapéuticas
voltadas para estas doencas. Neste periodo, predominam dois nomes: Asahara2 e
Jeffrey Isner.3 Estes pesquisadores iniciaram o capitulo clinico na era biolbégica da
terapéutica da doenca isquémica. Para tal, desenvolveram sistemas de terapia génica,
no sentido de aumentar a expressao de fatores de crescimento envolvidos no

processo angiogénico.

Um segundo capitulo comecou a ser escrito ja neste inicio de século XXI, qual seja, o
da terapia celular voltada para as doencas cardiovasculares. No tocante as
cardiopatias, paralelamente, a terapia celular abre perspectivas para regeneracao das
areas fibrosadas e hibernadas. Modelos experimentais sugerem esta possibilidade de
acao em ambos os mecanismos responsaveis pela disfuncao ventricular na isquémica

cronica.4

“Sangue: O Fluido da Vida”



1.1. TERAPIA CELULAR - FUNDAMENTACAO TEORICA

O implante de células para o tratamento de doencas cardiovasculares encontra-se
sob investigacdo em véarios centros no mundo. Varias linhagens celulares tém sido
investigadas em modelos experimentais 59 e as primeiras séries de casos em
humanos ja foram descritas na literatura.:0-14 Atualmente a maioria dos estudos em
humanos se concentra em células de origem adulta e aut6loga, em oposicao ao uso de
células de origem embrionaria. Duas fontes de células estdo sendo testadas em
humanos até o momento: a musculatura esquelética (origem dos mioblastos)!? e a
medula 6ssea.'4 15 Destas, as primeiras nao se enquadram na definicdo de células-
tronco (CT), o que acontece com as outras.’® O capitulo da terapia celular em

cardiologia nao se iniciou com as CT.

Varios trabalhos na década de 9o utilizaram as células satélites do musculo
esquelético em transplantes celulares para coragoes submetidos a lesdes criogénicas
ou isquémicas.8 1719 Ao contrario do que se observou com mioblastos cardiacos fetais
e CT medulares, nao foi descrito o estabelecimento de juncées comunicantes entre as
células-satélites transplantadas e o miocardio. Naturalmente, o fato das células
transplantadas nao estabelecerem comunicaciao elétrica com os cardiomiocitos é
preocupante, pois ha muito esta descrito que pode resultar no desenvolvimento de

focos arritmicos e em disfuncao ventricular.20-22

O implante de mioblastos nas areas de fibrose realizado durante a cirurgia de
revascularizacao miocardica foi a primeira descricao de terapia celular em humanos
para tratamento de doencas cardiacas.’2 O comportamento eletrofisiologico destas
ilhas de miocardio esquelético em meio a fibrose e mesmo a sua capacidade de
acoplamento com os cardiomidcitos nativos é fonte de pesquisas e provavelmente

“Sangue: O Fluido da Vida”



esta relacionado ao desenvolvimento das arritmias ventriculares malignas que foram
descritas por alguns centros Europeus.23 Conforme veremos abaixo o mesmo nao foi

observado com células-tronco da medula 6ssea (CTMO).

O uso de CT para o tratamento de doencas cardiovasculares tem enorme potencial.
As CT se caracterizam por serem células indiferenciadas, capazes de se auto-
regenerarem e de se diferenciarem em diversas linhagens celulares. Estas células

podem ter origem embrionaria ou adulta.

De acordo com a sua capacidade de auto-renovacao e diferenciacao as CT podem ser

classificadas como toti-potentes, pluri-potentes ou multipotentes:

Células totipotentes tém a capacidade de gerarem, sozinhas, um novo
embrido.

Células pluri-potentes podem proliferar-se indefinidamente in vitro sem
se diferenciar, mas também pode diferenciar-se em diferentes linhagens celulares se
as condicoes de cultivo das células forem modificadas. Sao tipicamente as células-
tronco embrionarias. Recentemente véarias evidéncias indicam que algumas células-

tronco adultas também possuem esta propriedade.

Células multipotentes tém menor capacidade de diferenciacdo e estao,
portanto, destinadas a dar origem a linhagens celulares especificas como, por

exemplo, as células progenitoras de linhagens especificas.

“Sangue: O Fluido da Vida”



1.2.TERAPIA CELULAR COM CELULAS DA MEDULA OSSEA

Quando se fala em terapia com células da medula 6ssea, estamos na realidade
usando um termo genérico que engloba um grande nimero de células. Na pratica
clinica, o que vem sendo realizado, na maioria das vezes, e em todos 0s nossos
pacientes, é a infusao das células mononucleares existentes na medula Ossea. A
metodologia de isolamento das células era a tnica disponivel para uso clinico em

2000, quando elaboramos o protocolo clinico.

Na Tabela 1 estao demonstradas algumas das principais sub-populacoes de células
mononucleares encontradas na medula Ossea, valendo ressaltar que as células
progenitoras somam um pequeno percentual das células mononucleares da medula
Ossea. Outras células tais como mondcitos e linfocitos estao entre estas células. Por
precisao, adotamos o termo “transplante autblogo de células mononucleares de
medula 6ssea” (TACMMO) ou infusdao de “células autélogas mononucleares de
medula 6ssea” (CAMMO). Entre estas se encontram as CTMO, tanto da linhagem
hematopoiética, quanto mesenquimal, caracterizando, portanto, o TACMMO como

um tratamento com CT propriamente dito.

Por outro lado, existem grupos trabalhando com a infusao isolada de células
progenitoras hematopoiéticas da medula 0ssea, através de método que permite isolar
somente as células AC 133 ou CD 3424 25, Até o momento nao se identificou
superioridade desta técnica sobre as CAMMO, embora a primeira seja de maior

custo.

O primeiro relato de caso do uso de CAMMO foi realizado na Alemanha pelo Dr Bodo
Strauer em agosto de 2001,° que realizou a injecdo de CTMO por via coronariana em

um paciente apds o IAM com seguranca.l° Strauer et al selecionou 10 pacientes
“Sangue: O Fluido da Vida”



tratados por angioplastia primaria tardiamente (12 horas). Entre os critérios de
inclusao nao constaram viabilidade miocardica na area infartada ou fracao de ejecao
(FE) do Ventriculo Esquerdo (VE). Os pacientes foram submetidos ao transplante de
células entre 5 e 9 dias apés o IAM. As células foram injetadas pelo limen de um
baldo de angioplastia, o qual foi insuflado no local da lesao responsavel pelo 1AM,
protegido pelo stent ali colocado durante a angioplastia primaria, e o naimero médio
de células foi de 28 + 22 x 10, fracionadas em 6 a 7 injecoes. Os procedimentos
foram realizados com seguranca em todos os pacientes. Ao final de 3 meses os
pacientes apresentaram melhora da contratilidade na area infartada, assim como
reducao do volume sistolico final (reducao de 18%), sugerindo um efeito benéfico no
remodelamento cardiaco. Na analise da perfusdao em repouso com talio houve

reducdo da area com defeito de perfusao em 26%.14

Este inicio precoce levou a terapia com CTMO no IAM a se desenvolver rapidamente,
sendo a situacao clinica mais testada até o momento. A melhor evidéncia disponivel
até o momento é um estudo randomizado, dupo-cego, placebo controlado, que
demonstrou reducao do desfecho combinado de morte e re-internacao por IC, ao

final de um ano de seguimento.26

Nosso grupo, no Hospital Pr6-Cardiaco, quatro meses ap6s Bodo Strauer, conduziu o
primeiro estudo com implante transendocardico, por cateter, de CAMMO em
pacientes com grave IC isquémica sem possibilidade de revascularizacao miocardica

convencional.

Abaixo resumimos os principais estudos publicados no contexto da doencga

coronariana cronica.
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Hamano et al foram o primeiro grupo de pesquisadores a relatar os resultados do
transplante intra-miocardico de CAMMO durante a cirurgia de revascularizacao do
miocardio numa série de cinco pacientes portadores de cardiopatia isquémica grave
com indicacao de cirurgia de revascularizacdo miocardica incompleta.2” Trés dos 5
pacientes tratados obtiveram melhora da perfusdo miocardica nos territorios
injetados, confirmando os resultados de estudos experimentais prévios, em modelos
caninos, de que nao houve nenhuma alteracao prejudicial nos coracoes submetidos a
injecao de células. Estes resultados foram confirmados por um segundo estudo em
humanos, conduzido por Stamm et al, na Universidade de Rostock, Alemanha.24
Neste estudo 6 pacientes foram submetidos ao tratamento per-operatério com
injecoes transepicardicas de células-tronco da medula 6ssea, em areas de fibrose
miocardica, também evidenciando a seguranca do procedimento e a melhora da

perfusao miocardica em 5 dos 6 pacientes, no seguimento de 3-9 meses.

Em 2004 este mesmo grupo da universidade de Rostock publicou os resultados deste
mesmo tipo de procedimento em 12 pacientes com diagnoéstico de IAM subagudo - ha
mais de 10 dias.28 As injecoes de células AC133+ foram novamente realizadas nas
bordas da area de miocardio acinético, durante o procedimento de revascularizacao

miocardica. Houve melhora dos volumes cavitarios e da FE do VE.

Gowdak et al realizaram procedimento semelhante em 10 pacientes, portadores de
cardiopatia isquémica grave, submetidos a revascularizacdio do miocardio
incompleta. Cerca de 130 milhoes de CAMMO foram injetadas nas areas isquémicas
do miocardio nao passiveis de revascularizacao. Este procedimento se mostrou

seguro no seguimento de 1 més.29
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Patel et al demonstraram a seguranca desta técnica em 20 pacientes, com grave
disfuncao ventricular, que foram submetidos a cirurgia de revascularizacao
miocardica incompleta, sem circulacdo extracorpérea. Dez pacientes foram
submetidos a injecdo transepicardica de células CD34+ nas 4&reas nao
revascularizaveis do miocardio e 10 pacientes foram seguidos como controles. Houve

melhora da funcao sist6lica do VE no seguimento de 6 meses.3°

O implante de células da medula o6ssea por via percutanea foi realizado
alternativamente por outros grupos. E importante ressaltar que poucos centros de
pesquisa realizaram TACMMO em pacientes portadores de cardiopatia isquémica
terminal, sem possibilidade de revascularizacdo miocardica, seja percutanea ou

cirargica.

Tse et al (Hong Kong) representam o primeiro grupo de pesquisadores a realizar
TACMMO por via percutanea, utilizando cateteres NOGA de injecao, em pacientes
portadores de angina refrataria e funcao sistélica do VE preservada.3! Estes autores
observaram reducdo da area de isquemia a ressonancia magnética de perfusao (de
8,8% para 5,0%; p=0,004) apos 3 meses, bem como melhora da contratilidade

regional nas areas de miocardio submetidas as injecoes de CAMMO.

Fucks et al representam o segundo grupo de pesquisadores que investigaram a
seguranca e a exeqiiibilidade do TACMMO por via transendocardica em pacientes
portadores de cardiopatia isquémica grave, sem possibilidade de revascularizacao.32
Este grupo dos Estados Unidos, relatou casos de implante de medula total, porém
com resultados inferiores aos outros ensaios publicados, sugerindo que a qualidade
do material aspirado tem importante influéncia nos resultados em longo prazo desta

terapia, porém confirmando a seguranca do procedimento. Mais recentemente
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Beeres et al repetiram este procedimento numa série de 22 pacientes com angina
grave (CCSC III ou IV) apesar do tratamento para doenca coronariana obstrutiva na
dose méxima tolerada. Foram injetados cerca de 100 milhoes de CMMO, distribuidas
em 11+2 injecoes transendocardicas, na area de miocardio hibernante. No
seguimento de 3 meses houve reducdo da area de isquemia pela cintilografia
miocardica com estresse farmacolégico com dipiridamol, assim como melhora dos

sintomas de angina.33

Losordo et al e Tse et al recentemente publicaram os resultados do estudo
randomizado, duplo cego, do transplante de células mononucleares da medula 6ssea,
por via transendocardica, em pacientes também inoperaveis.25 34 Estes estudos sao
os primeiros estudos com desenho duplo-cego nesta populacdo de pacientes graves,

demonstrando beneficio do tratamento com CTMO.

A via intracoronariana tem sido testada como uma alternativa as vias de injecao
transepicardica e transendocardica em pacientes com cardiopatia isquémica grave,
quando o acesso por via intracoronaria a area de miocardio isquémico é factivel.
Strauer et al submeteram 18 pacientes portadores de cardiopatia isquémica
secundaria a infarto do miocardio antigo, variando de 5 meses a 8 anos, ao
transplante intracoronariano de CAMMO (IACT-Study).35 Este estudo demonstrou
além da seguranca do procedimento, regeneraciao do metabolismo celular na area
infartada. Este achado foi corroborado pela melhora da contratilidade global e

segmentar do VE nos pacientes tratados em relacao ao grupo controle.

O estudo mais recente foi realizado por Blatt et al;3® utilizando a injecao
intracoronariana de CAMMO em pacientes portadores de cardiopatia isquémica
grave sem opcao de terapia de revascularizacdo miocardica. Foram estudados 6
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pacientes com classe funcional da New York Heart Association III ou IV, apesar do
tratamento clinico pleno, e que apresentavam FE < 35% pelo ecocardiograma de
estresse com dobutamina. No seguimento de 4 meses houve melhora clinica e
funcional. A FE aumentou significativamente de 25% + 7% para 28% + 8% (p =

.055).

Além dos estudos citados acima, um grupo da universidade de Tel Aviv em parceria
com pesquisadores do Hospital Chao Phya, Bangkok, Tailandia, realizaram o
implante intracoronariano de 25 milhoes de células progenitoras endolteliais
cultivadas por 24 horas a partir de uma amostra de sangue periférico, em uma série
de 17 pacientes portadores de angina cronica refrataria ao tratamento clinico na dose
maxima tolerada. No seguimento de 3 meses houve melhora dos sintomas e da

capacidade de exercicio.3”

A estratégia que apresentou resultados menos promissores até o momento38, embora
com alguns resultados positivos,39 foi a administracao de drogas que estimulam a
medula 6ssea a aumentar sua producdo de células para libera-las na circulacao,

embora alguns grupos ainda trabalhem neste campo.
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1.3.CARDIOPATIA ISQUEMICA GRAVE

Na sociedade ocidental contemporanea observa-se uma crescente prevaléncia da IC,
principalmente na populacido com mais de 65 anos. A Hipertensao Arterial, a
Doenca Arterial Coronaria (DAC) e o diabetes mellitus representam os principais
fatores de risco para o desenvolvimento de IC.4° Ironicamente, com os avancos no
tratamento da DAC houve uma diminuicdo da mortalidade e paralelamente houve
um aumento da prevaléncia da IC, resultante da crescente populacio de

sobreviventes do IAM.

Esta sindrome é, portanto, um mal epidémico neste inicio de século e afeta de 2 a 4
milhGes de pessoas nos Estados Unidos, e cerca de 15 milhGes de pessoas ao redor do
planeta. No Brasil, segundo dados do DATASUS, a IC gera mais de 290.000
internacoes/ano e é a quarta maior causa de internacao hospitalar (2,59% de todas as
internacoes feitas em 2007). Dos mais de R$ 7,6 bilhGes gastos naquele ano com
internacdes hospitalares pelo Sistema Unico de Satide (SUS), cerca de R$ 230
milhGes eram destinados as internacoes devido a IC. Dentre estas internacgoes, 70%
foram de pacientes com mais de 60 anos de idade e houve distribuicao semelhante

entre 0s sexos.4!

Da mesma forma que no Brasil, nos Estados Unidos a IC é a principal causa de
internacao entre os pacientes com mais de 65 anos e, ap6s uma internacao hospitalar
a sobrevida varia de 1,7 e 3,2 anos para homens e mulheres, respectivamente,4° até 6

anos nas séries com melhor pognosticos.42

Os casos mais graves compreendem 10% do total da populacao com IC e além da alta
mortalidade a curto prazo (50% em seis meses), estes casos consomem uma grande

quantidade dos recursos do sistema de satde.43
“Sangue: O Fluido da Vida”
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Com o aumento da expectativa de vida observado no mundo ocidental nas ultimas
décadas, esta incidéncia tende a aumentar, principalmente se considerarmos a
diminuicdo da taxa de mortalidade relacionada ao IAM. Além disso, o
aprimoramento das diversas técnicas de revascularizacao miocardica, percutaneas ou
cirtrgicas, permitiu resultados cada vez mais efetivos quanto a qualidade de vida,

morbidade e mortalidade de coronariopatas agudos e cronicos.44

Devido ao impacto positivo destas técnicas, criou-se uma situacao de exclusao para
0os pacientes que, por motivos técnicos, nao podem ser submetidos a tais
procedimentos. Sao individuos que nao tém acesso a recursos terapéuticos tao
efetivos quanto estes. Entender as caracteristicas clinicas desta populacao é
fundamental para que possamos identificar e desenvolver novas técnicas capazes de

suprir as necessidades desta parcela de pacientes.44

Do aspecto clinico, em termos gerais, estes pacientes sao caracterizados pela
presenca de doenca coronaria de longa duracao, geralmente com historia clinica de
multiplas revascularizacoes, precordialgia grave e incapacitante, e disfuncao sistolica

do VE.

Cerca de 90% destes individuos ja foram submetidos a pelo menos um procedimento
cirargico de revascularizacdo, sendo que aproximadamente a metade deles ja
realizou mais do que 3 procedimentos percutianeos. ApoOs esta realizaciao sucessiva
de técnicas de revascularizacao, o paciente geralmente alcanca um estagio de doenca
caracterizado por: artérias de pequeno calibre, muitas vezes mantidas por extensa
rede de colaterais insuficientes para gerar perfusao adequada aquela determinada
area miocardica; anatomias complexas, muitas vezes envolvendo enxertos arteriais

e/ou venosos, com dificuldade de acesso percutaneo; presenca de doenca arterial
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periférica concomitante, inviabilizando o uso de enxertos arteriais para
revascularizacdo ou o acesso de cateteres de angioplastia; presenca de doenca
aterosclerdtica coronariana grave no leito distal, que atenuam os potenciais

beneficios dos procedimentos de revascularizacao.

Estes pacientes sdo, na maior parte dos casos, do sexo masculino e encontram-se
entre a sexta e a sétima décadas da vida. Noventa e um por cento deles ja sofreram
episodio de IAM. A mesma proporcao apresenta angina classe III ou IV da
classificacdo da Sociedade Canadense de Cardiologia e, da mesma forma, cerca de
95% destes pacientes encontra-se em classe funcional III ou IV da classificacao da
Associacao do Coracao de Nova Iorque. A FE média destes pacientes é de 49,5 +/-

16,4%.

O intenso consumo de medicamentos é também uma realidade na vida destes
pacientes. Quase todos tomam nitratos e 60 a 80% usam beta-bloqueadores
associados a inibidores da enzima de conversao do angiotensinogénio a angiotensina
e diuréticos. Cerca de um terco utilizam digital regularmente e mais de 70% usam
bloqueadores dos canais de calcio. Os sintomas freqiientes, mais de 20 ataques
anginosos por semana, somados ao uso expressivo de medicamentos, devem gerar
além de uma piora na qualidade de vida dos pacientes, um elevado consumo dos

recursos terapéuticos do sistema de satide.

Ha enorme preocupacio com este subgrupo de coronariopatas graves, uma vez que
seu nimero cresce progressivamente como produto dos melhores resultados obtido
com os procedimentos de revascularizacao e com os novos medicamentos utilizados
para prevencao secundaria, que tiveram enorme impacto, tais como os Inibidores de

Enzima Conversora do Angiotensinogénio e os inibidores da Angiotensina II. Da
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mesma forma, velhos farmacos tiveram suas indicacoes expandidas, tais como os
betabloqueadores; outros tiveram sua indicacao ratificada tais como os diuréticos
antagonistas da acao da aldosterona. Outras técnicas cirargicas tém sido
desenvolvidas, além do transplante cardiaco e o implante do coracao artificial. Todas

representam alternativas em uso clinico para minorar os sintomas da IC grave.

Varias novas estratégias terapéuticas vém sendo testadas, da mesma forma, para o
tratamento da angina refrataria cronica, tais como o uso intermitente ou em longo
prazo de uroquinase;45 neuroestimulacdo;4¢ revascularizacao transmiocardica por
laser,47> 48 e neoangiogénese através do implante de fatores de crescimento
endoteliais.49 Nenhuma destas técnicas, no entanto, a despeito de alguns anos de
desenvolvimento, demonstrou efetividade no sentido de alterar o mau progndstico

destes pacientes, de forma a justificar seu emprego clinico.5°

A terapia celular tem significativo potencial de trazer beneficio aos cardiopatas

isquémicos cronicos e seus familiares, bem como a sociedade como um todo.5!
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o. HIPOTESES

Diante do descrito na secao anterior foi levantada (no ano 2000) a seguinte hipotese

que justifica esta linha de pesquisa:

"A cardiomioplastia celular utilizando CAMMO, liberadas por cateteres de injecao
transendocardica, em pacientes com doenca coronaria crénica avancada e disfuncao
ventricular esquerda, viabiliza a melhora clinica destes pacientes, de forma segura.
Esta melhora clinica ocorre através da diferenciacao de células-tronco em miocitos e
células vasculares, gerando um processo de angiogénese, que diminui sua carga
isquémica, bem como de miogénese, através do desenvolvimento de novos miécitos e

regeneracao da funcao contratil".
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3. OBJETIVOS PRINCIPAIS E SECUNDARIOS

3.1.0BJETIVOS PRINCIPAIS

3.1.1 Identificar e quantificar a ocorréncia de eventos adversos considerados
como provavelmente ou definitivamente relacionados ao TACMMO, bem como a
evolucao clinica destes pacientes. As avaliacOes até 360 dias se dao comparativas ao
grupo controle, enquanto os resultados de 5 anos, sem grupo controle, apos o
crossover destes pacientes para o grupo tratado.

3.1.2 Avaliacao da capacidade funcional pela medida do pico de VO2, por meio
do teste ergométrico convencional (protocolo de rampa), antes e nos seguimentos de
2; 6 e 12 meses apd6s o TACMMO em relacao ao grupo controle, e de 5 anos, sem
grupo controle.

3.1.3 Comparacao das areas de viabilidade e isquemia miocardica baseada na
avaliacao da perfusdo através da cintilografia miocardica antes e nos seguimentos de
2; 6 e 12 meses apos 0o TACMMO em relacao ao grupo controle.

3.1.4 Co-relacionar a quantidade e densidade dos principais fenotipos celulares

transplantados com os resultados clinicos.
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3.2. OBJETIVOS SECUNDARIOS

3.2.1. Avaliacdo da evolucao clinica através da quantificacdo dos sintomas
relacionados a isquemia miocardica e insuficiéncia ventricular esquerda, por meio da
Classificacao Canadense de Angina e da Classificacdo da Associacdo do Coracgao de
Nova Iorque, antes e nos seguimentos de 2; 6 e 12 meses ap6s o implante do pool
total de CAMMO, em relacao ao grupo controle, e de 5 anos, sem grupo controle.

3.2.2. Avaliacao dos indices de melhora da qualidade de vida através da aplicacao
dos Questionarios de Qualidade de Vida SF-3652 e Minnesota,53 54 antes e nos
seguimentos de 2 e 6 meses ap6s o implante do pool total de CAMMO, em relagao ao

grupo controle, e de 5 anos, sem grupo controle.
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4. METODOS

A metodologia deste estudo foi previamente relatadass e encontra-se no Anexo IV.1.

Segue abaixo, um breve sumario dos métodos utilizados no protocolo original.

4.1.DESENHO DO ESTUDO

Estudo prospectivo, controlado, nao-randomizado e aberto.

4.2. POPULACAO

Vinte e um pacientes oriundos de servicos terciarios de cardiologia, da rede de
assisténcia publica e privada, foram incluidos neste estudo prospectivo (os 14

primeiros pacientes, grupo tratado; os 7 ultimos pacientes, grupo controle).

Inicialmente todos os individuos foram submetidos a avaliacao clinica e laboratorial,
teste ergométrico, ecocardiograma, cintilografia miocardica e Holter de 24 horas. As
CAMMO foram isoladas, lavadas e diluidas em salina 0,90% para injecao
transendocardica em areas de miocardio viavel no grupo tratado, (15 injecoes de 0,2
ml). Todos os pacientes foram reavaliados ao final de 2; 6; 12 e 60 meses de
acompanhamento. As caracteristicas clinicas dos pacientes estio demonstradas na

Anexo IV.1.
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4.2.1. CRITERIOS DE INCLUSAO:

e DAC cronica com defeito de perfusiao reversivel, detectado pela
cintilografia miocardica (SPECT);

e FEdo VE < 40%;

* Inelegibilidade para revascularizacio miocardica percutanea ou
cirargica, avaliada pela coronariografia;:

 Termo de consentimento livre e esclarecido assinado.

4.2.2. CRITERIOS DE EXCLUSAO:

» Dificuldade em obter acesso vascular para procedimentos percutaneos;

» Histéria de neoplasia ou outra co-morbidade prévia ou concomitante que
pudesse ter impacto na sobrevida em curto prazo deste paciente;

e Arritmias ventriculares malignas;

e Aneurisma do VE;

* Anormalidades laboratoriais inexplicadas;

» Tecido 6sseo com aspecto radiolégico anormal;

» Doenca hematologica primaria;

* TAM nos 3 meses prévios a inclusao no protocolo;

1 A inelegibilidade para procedimentos de revascularizacdo miocardica cirtirgica ou
percutanea foi determinada por 2 comités: um comité cirurgico composto por 2
cirurgioes cardiovasculares e um cardiologista clinico, e um comité
intervencionista formado por 2 cardiologistas intervencionistas e um cardiologista

clinico.
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» Presenca de trombo intraventricular;

» Instabilidade hemodindmica no momento do procedimento;

» Fibrilacao atrial;

* Qualquer condicao que, no julgamento do investigador, pudesse colocar o

paciente em risco.

4.3. EVENTOS ADVERSOS

Foram monitorados os eventos adversos maioresaedains ao ato do implante do material
transplantado bem como a ac&o no organismo desmaneaterial. Para tal finalidade os
pacientes foram submetidos aos seguintes examgsdaroentares seriados: ecocardiograma,
eletrocardiograma e avaliacdo laboratorial, aléniHdiker de 24 horas. Todos estes exames
foram realizados na fase intra-hospitalar, posgmmoento de injecdo e nos seguimentos de

2:4;:6el12 meses.

4.3.1. EVENTOS ADVERSOS MAIORES

» Efeitos adversos maiores relacionados ao implante do material transplantado
e a acao deste material no organism,;

e Morte;

¢ Ruptura miocardica com necessidade de drenagem pericardica;

¢ Formacao de pseudoaneurisma indicando ruptura miocardica;

e Arritmias ventriculares graves (taquicardia ventricular sustentada ou

fibrilagao ventricular);
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* Sindrome de resposta inflamatéria sistémica Tipo 4;

* Morbidade secundéaria ao desenvolvimento de tecidos nao cardiacos.
. IAM;

* Acidente Vascular Cerebral por Embolia;

» Necessidade de revascularizacao;

» Hospitalizacao por angina e/ou IC;

4.3.2. EVENTOS ADVERSOS MENORES

» Efeitos adversos menores relacionados ao implante do material transplantado
e a acao deste material no organismo;

» Derrame pericardico que nao necessite drenagem;

» Taquicardia ventricular ndo sustentada;

» Constatacdo de desenvolvimento de tecidos nado cardiacos, porém sem
morbidade aparente ao paciente;

* Sindrome de resposta inflamatoria Tipos 1, 2 ou 3;

e Agravamento dos sintomas de angina ou insuficiéncia cardiaca, sem

necessidade de internacao hospitalar.

4.3.3. EFEITOS ADVERSOS MAIORES E MENORES RELACIONADOS AOS
OUTROS PROCEDIMENTOS QUE COMPOEM ESTE PROTOCOLO.

Todos os outros procedimentos realizados neste protocolo foram procedimentos de
uso clinico rotineiro, com seus efeitos adversos bem determinados e aceitos pela
sociedade.
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4.4. FASE DE SELECAO

Os pacientes que preencheram os critério de inclusao/exclusao e que assinaram o

termo de consentimento livre e esclarecido foram submetidos aos seguintes exames:

Avaliagdo laboratorial de selecdo do paciente pargrotocolo de pesquisa:
coagulograma; hepatograma; lipidograma e sorolquses hepatites Be C; HIV 1 e 1l
e LUES (VDRL e FTAabs);

* Avaliacédo laboratorial completa incluindo hemograocmenpleto com contagem de
plaguetas; dosagens de uréia, creatinina, glice®dip, potassio, magnésio, assim
como Proteina C Reativa titulada (PCRt) e BNP (dglés "B-type natriuretic
peptide");

» Troponina I; CK-MB massa e PCRt dosados seriadamemtdiatamente apos e 6;
12; 24 e 48 horas apoés o procedimento de injecao;

» Holter de 24-h;

e Teste ergométrico com medida do consumo de O,

» Cintilografia Miocardica (SPECT) e ventriculografia radioisotopica;

* Ecocardiograma transtoracico com Doppler Tecidual;

e Exame fisico completo, incluindo exame neurologico detalhado, a fim de

estabelecer a condicao clinica e neurologica inicial.

Todos os pacientes estavam ha pelo menos 3 meses com o tratamento

medicamentoso na dose maxima tolerada, no momento da inclusao no protocolo.
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4.5. FASE DE TRATAMENTO

Ao completar os testes da fase inicial, os 14 primeiros pacientes foram alocados no

grupo tratado e os 7 seguintes no grupo controle.

O grupo controle nao foi submetido ao aspirado de medula 6ssea bem como nao foi

submetido aos procedimentos da fase de transplante, descritos abaixo:

O TACMMO foi constituido pela puncao da medula 6ssea para retirada do material
medular, seguida do preparo do material para gerar o aspirado medular seletivo, e

posterior implante na area miocardica a ser tratada.

4.5.1. MIELOGRAMA — PUNCAO DA MEDULA OSSEA

Cerca de 4 horas antes do TACMMO, 50 ml de aspirado da medula 6ssea foram
obtidos da crista iliaca posterior, dos pacientes alocados no grupo tratado, sob

anestesia local associada a sedacao/analgesia. 56-6°

EFEITOS ADVERSOS

» Reacao ao anestésico empregado;

* Fratura em ossos muito porosos ou com fibrose acentuada;

» Osteomielite no local da puncao;

* Hemorragia local;

* Penetracao 6ssea com danos a estruturas subjacentes, particularmente em
esterno, em virtude de dispormos de cerca de 1cm de espessura na altura do

segundo interespaco desse osso no adulto.
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4.5.2. O PREPARO DO ASPIRADO MEDULAR SELETIVO

As células mononucleares foram isoladas pelo gradiente de Ficoll-Paque Plus®
(Amersham Biosciences®), exaustivamente lavadas com salina heparinizada
contendo albumina humana 5%, e posteriormente filtradas através de uma peneira
de nylon de 100 um para remover os agregados celulares. Uma pequena fracao da
suspensao de células foi utilizada para citometria e avaliacao da viabilidade celular
pelo método de exclusao, utilizando azul de trypan, com demonstracao de viabilidade

celular superior a 90% (96,2+4,9%), garantindo a qualidade da suspensao.

A caracterizacao dos marcadores de diferenciacao leucocitaria, por citometria de
fluxo, e a avaliacao funcional também foram realizadas em uma fracao das células
obtidas. A capacidade clonogénica dos progenitores hematopoiéticos foi avaliada
pelas unidades formadoras de colonias de granulécitos e macréfagos, conforme
previamente descrito. Culturas de bactérias e fungos das preparacoes de células

clinicamente utilizadas foram realizadas.

4.5.3. PERIODO DO IMPLANTE (GRUPO TRATADO)

Os pacientes alocados no grupo tratado foram transferidos para o laboratoério de
intervencao cardiovascular cerca de 3 horas antes do inicio do procedimento, para
realizacao de coronariografia e ventriculografia esquerda seguida de mapeamento
eletromecanico, a fim de identificar 4reas de miocardio viavel definidas como
voltagem unipolar preservada (>6,9 mV) e atividade mecanica diminuida
(encurtamento linear local <12%). As injecOes transendocardicas, com o cateter
NOGA MyoStar Cordis® (Figura 1 do Anexo II), foram realizadas em pontos com

estas caracteristicas.
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Cada ponto de injecao foi cuidadosamente avaliado antes das injecoes (Figura 2 do
Anexo II ), utilizando-se os seguintes critérios: 1) posicao perpendicular do cateter na
parede do ventriculo esquerdo; 2) excelente estabilidade do cateter (“Loop Stability”

< 4mm) e 3) presenca de extra-sistole ventricular a exteriorizacao da agulha no
miocardio. Foram realizadas 15 injecoes de o0,2ml cada (25.5t 6.3x10°

células/paciente).
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4.5.4. GRUPO CONTROLE

Os pacientes do grupo controle foram submetidos a mesma avaliacao da fase inicial,
excetuando-se o0s procedimentos invasivos (coronariografia e mapeamento
eletromecanico, aspiracao da medula 6ssea e injecao das células mononucleares no

miocardio).

Para comparacao, foram realizados os mesmos exames laboratoriais de controle pos-

procedimento, descritos acima para o grupo tratado, além de um Holter de 24 horas.

4.5.5. METODOS RELACIONADOS AO SEGUIMENTO DE 5 ANOS

Depois de um ano de seguimento, 5 dos 7 pacientes do grupo controle foram
submetidos ao TACMMO conforme previsto no protocolo submetido originalmente a
CONEP, desfazendo o grupo controle. Portanto, o seguimento de 5 anos apresenta
um desenho prospectivo nao controlado. Os dois pacientes do grupo controle que
nao foram submetidos ao TACMMO, nao o foram devido ao fato de um ter falecido

ainda no primeiro ano de avaliacdo e o segundo ter desisitido de participar.
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4.6. FASE DE SEGUIMENTO

Apbs o procedimento, todos os pacientes foram submetidos a avaliacao laboratorial
incluindo hemograma completo, dosagem sérica de Uréia, Creatinina e PCRt. Os
pacientes receberam alta hospitalar 48 horas apos o procedimento, na auséncia de

eventos adversos.

No momento da alta hospitalar, os pacientes foram orientados quanto a
possibilidade de sinais ou sintomas de sindrome infecciosa. Eles deviam verificar a
temperatura axilar diariamente, durante as duas primeiras semanas e reportar
qualquer alteracao ao investigador. O acompanhamento médico foi feito em 1, 2, 4, 6,
e 8 semanas apos o procedimento, e em seguida mensalmente até o final de 6 meses.
Uma nova consulta clinica foi realizada ao final de 12 e 60 meses de seguimento.
Durante as consultas, foi realizado um exame neurolégico detalhado a fim de avaliar
possiveis tromboembolismos cerebrais. Avaliacdo laboratorial completa, idéntica
aquela realizada na fase inicial, incluindo dosagens de PCRt e BNP foi repetida em 2;
6 e 12 meses apos a realizacdo do procedimento. Os pacientes foram submetidos ao
um exame de Holter 24 horas antes e imediatamente ap6s o procedimento de injecao
e em 2; 6 e 12 meses, a fim de detectar possivel arritmia ventricular e/ou disturbio de

conducao.

ECG-AR também foi realizado antes do procedimento de inje¢cao e nos seguimento de

2 e 6 meses apods o procedimento de injecao.

A avaliacao precoce da funcio do VE foi realizada imediatamente apo6s o
procedimento, em 2, 4, 6 e 8 semanas, e em 4 e 6 meses, através de ecocardiograma
com o intuito de se detectar possiveis efeitos das células na integridade miocardica,

assim como detectar derrame pericardico ou pericardite. Avaliacao da funcao
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ventricular através das medidas da FE e dos volumes cavitarios do VE (método de
Simpson) foi realizada antes do procedimento e nos seguimentos de 2; 6; 12 e 60

meses apos o procedimento de injecao.

O pico de VO2 foi determinado por teste ergométrico (protocolo de rampa) antes do

procedimento de injecao e apos 2; 6; 12 e 60 meses.

A monitoracao dos possiveis eventos adversos graves (Anexo III) foi registrada nos

formularios de eventos adversos.

A cintilografia miocardica foi repetida em 2; 6 e 12 meses. O acompanhamento
invasivo, incluindo coronariografia; ventriculografia esquerda e mapeamento
eletromecanico (NOGA MyoStar Cordis[]), foi repetido 4 meses ap6s o

procedimento.

A avaliacao da qualidade de vida foi feita através dos questionarios SF36 (36-Item
Short-Form Health Survey Questionaire) e Minnesota (Minnesota Living With Heart
Failure Questionnaire) em 2; 6; 12 e 60 meses apds o procedimento de injecao

(Anexo V).

4.7. ANALISE DOS DADOS

Um comité de seguranca foi estabelecido para a revisao dos dados. Os exames de
cintilografia miocardica, ecocardiograma, Holter, teste ergométrico e coronariografia

foram analisados de forma independente por examinadores experientes.

4.8. ANALISE ESTATISTICA

As diferencas nas caracteristicas demograficas, entre os grupos, foram avaliadas

através do teste Qui-quadrado ou teste exato de Fisher, quando apropriado. As
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variaveis continuas foram comparadas através do Teste T ou Teste de Mann Whitney,
quando apropriado. A comparacao das mudancas ocorridas entre a fase inicial e o
seguimento de 2; 6 e 12 meses no grupo tratado e no grupo controle foi feita através
do teste ANOVA para medidas repetidas ou teste de Friedman, quando apropriado.
Analise Pos hoc com correcao de Bonferroni foi realizada para variaveis continuas,
com distribuicdo normal. Um valor de p<o0.05 foi considerado estatisticamente

significativo. Todos os testes foram bicaudais.
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4.9. CRONOGRAMA DO ESTUDO: TACMMO PARA PACIENTES
PORTADORES DE CARDIOPATIA ISQUEMICA GRAVE

__Intra-Hospitalar / P6s = Seguimento . 33
. = . Seguimento Mensal - O
Procedimentos S Procedimento semanal g9
< 0h|6h 12h 24h[48h| 12 | 22 4% |62 20| 30 | 4o | 5o | g0 120 60° —
Avaliagéo Clinica X X X X X X XX X X X X X X 14
Avaliagéo*LaboratoriaI X X | X X X | X 5
Completa
CK-massa; Troponina | X XiX X XiX 7
PCRt X X X X X X 6
Avaliagao laboratorial de X 1
Selecédo
ECG X X X X X X X X X X X X X X X X X 16
ECG-AR X X X 3
Holter 24 horas X X X XX 4
Ecocardiograma™* X X X X X X X X X X X X X X 13
SPECT X X X X X 5
Teste Ergométrico X X X X X 5
Coronariografi_a e X X 9
Ventriculografia
Mapeamento Eletromecanico X X
Avaliagdo de Qualidade de Vida: X X X X X 5

* Hemograma completo; glicose; ureia; creatininajcsgubtassio. BNP (do ingléBrain Natriuretic Peptidgfoi dosado somente
antes do procedimento de injecéo e nos seguimdat@s6 e 12 meses ap6s o procedimento.

** 0 Ecocardiograma uni e bidimensional com Dopplerdalizado em todas as consultas de seguimentmaujetivo de se
detectar possiveis eventos tais como pericarditieoame pericardico provocados ou pelo procediongainjecdo ou pela agcdo do
material medular implantado. A quantificagao dazmventricular através da medida da FE e dos \eswavitarios pelo método de
Simpson, para fins deste protocolo, foi realizgunas 2; 6 e 12 meses apés o procedimento deanjega
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5. EXPLICITACAO DOS ASPECTOS ETICOS CONTEMPLADOS

5.1.DOS ASPECTOS BIO-ETICOS

Todas as acOes deste protocolo sdao norteadas pelas regulamentagOes vigentes no
territério nacional, sob a coordenacio da Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa do
Ministério da Satde, através do Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Pro-
Cardiaco. Estes projetos foram amplamente discutidos pela Comissao Cientifica e
pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital Pro6-Cardiaco. Foram posteriormente
aprovados pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP) sob o registro

2613

5.2. CONSENTIMENTO POS-INFORMACAO

Todos os pacientes serdo completamente informados sobre o conteiido da pesquisa
conforme previsto na resolucao 196/96 do Conselho de Satide / Ministério da Saade.
Duas copias do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido serao, portanto, lidas e
assinadas pelo paciente, o qual recebera uma das vias do mesmo. Uma cdpia do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido encontra-se disponivel no Anexo VI

deste projeto de pesquisa.

“Sangue: O Fluido da Vida”

32



5.3. COMITES DE GERENCIAMENTO DO ESTUDO

O estudo foi gerenciado por uma série de comités que compuseram O corpo
executivo. Cada um destes comités foi responsavel por uma dimensao do estudo,
interagindo entre si com a finalidade de garantir alto padrao de qualidade cientifica e
acordo com os principios vigentes de bioética. As fungdes, composicao e
especificacdo de cada um dos comités estao descritas no Anexo I deste projeto de

pesquisa.
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6. RESULTADOS ESPERADOS (NOVOSNPROCESSOS,
PRODUTOS, PUBLICACOES, CAPACITACAO DE RECURSOS
HUMANOS)

Em curto prazo além de demonstrar que terapias celulares com células
mononucleares da medula 6ssea sao seguras e exeqiiiveis nos diversos subgrupos
de pacientes com doenca cardiovascular, sugerir modificacio com
aprimoramento das técnicas especificas, de transplante celular, utilizadas nos
diversos estudos clinicos publicados até o0 momento. Em médio prazo utilizar os
resultados destes estudos clinicos para estudos de fase II / III. Em longo prazo
estender esta terapia a outros centros hospitalares, caso a mesma se mostre

segura e eficaz.

A partir das analises realizadas nestes 5 anos sera possivel sugerir novas técnicas
de separacao celular que possam otimizar os resultados obtidos, varias
publicacgoes ja foram realizadas (conforme exemplificado pelo Anexo IV) e ainda o
serao, novas técnicas de marcacao celular em seres humanos, uma dissertacao de
mestrado, capacitacdo de um grupo de profissionais em terapia celular clinica
viabilizando a aplicagao da técnica em outros centros hospitalares, fornecer dados

clinicos que permitem um estudo de fase II.
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7. RESULTADOS FINAIS

Os resultados dos seguimentos de dois, seis e doze meses deste projeto de pesquisa

foram publicadosss: 61 62 e encontram-se disponiveis no Anexo IV.

De modo sucinto podemos ressaltar que nao houve diferencas quanto as
caracteristicas clinicas entre os grupos (Anexo IV.1). Os pacientes foram tratados de
acordo com a diretriz brasileira para o tratamento de insuficiéncia cardiaca.®3 Todos
os pacientes utilizaram inibidores do sistema renina-angiotensina. Setenta e um por
cento dos pacientes do grupo tratado e 50% dos pacientes do grupo controle estavam
em uso de betabloqueadores. Nao houve diferenca no uso de nitratos, inbidores do
sistema renina-angiotensina, beta bloqueadores ou diuréticos nos 6 meses de

seguimento, conforme demonstrado no Anexo IV.

Nao foi identificado nenhum efeito adverso grave relacionado ao procedimento
proposto, objetivo primario do estudo. Nao foram identificados quaisquer dados
sugestivos de lesdo muscular significativa secundaria as injecdes, bem como, nao
houve desenvolvimento de nenhum tecido estranho aos tecidos que compdem a
estrutura cardiaca. @ Nao foram identificadas arritmias ventriculares graves

importantes, nem reacao inflamatéria secundaria ao transplante.

Ao contréario, os pacientes do grupo tratado evoluiram com melhora nos sintomas
anginosos, bem como aqueles relacionados a IC. No teste ergométrico a melhora do
desempenho dos pacientes foi significativa, o que nao foi observado no grupo
controle que se manteve estavel durante o periodo de seguimento. Quando
submetidos a uma anélise quantitativa realizada pela cintilografia miocardica houve

uma reducdo da carga isquémica de 15% para cerca de 5% da area do ventriculo
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esquerdo. Esta melhora de perfusao resultou numa melhor atividade sistélica do VE
com melhora da FE, como também do desempenho diastolico deste. Todas estas

alteracoes nao foram observadas no grupo controle (Anexo IV.1).

As caracteristicas da populagao celular estao descritas na Tabela 3 do Anexo IV.1. A
viabilidade celular foi acima de 95% (96.2 +- 4.9%), garantindo a qualidade da
suspensao de células. As culturas de fungos e bactérias foram negativas. Ja a Tabela 5
do Anexo IV.2 demonstra que varias sub-populacées, além das progenitoras,
apresentam co-relacdo positiva entre a quantidade injetada e o alivio da isquemia

observado pela cintilografia miocardica.

Nao houve complicacoes maiores relacionadas ao procedimento. Um paciente teve
um episodio transitorio de congestao pulmonar que foi tratado com diuréticos e
dobutamina. Nenhuma arritmia sustentada foi observada durante o procedimento.
Nao foi detectado caso algum de derrame pericardico nos exames seriados de
ecocardiograma realizados nas 48 horas ap6s o procedimento. Todos os pacientes
tiveram alta hospitalar 48 horas apés o procedimento de injecdo conforme previsto

no protocolo.

Um paciente do grupo controle morreu 2 semanas apos a entrada no estudo e nao foi
incluido na analise. Um paciente do grupo tratado morreu na 142 semana de
seguimento por morte sabita, precedida por precordialgia de forte intensidade. Os
familiares recusaram a necrépsia. Porém um segundo paciente do grupo tratado
faleceu 11 meses ap6s o implante, devido a um acidente vascular encefalico

hemorragico, sendo este submetido a autopsia (Figuras 6, 7 e 8 do Anexo II).
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Os pacientes do grupo tratado apresentaram menos sintomas de IC e angina apos 2 e
6 meses de seguimento quando comparados ao grupo controle (p = 0,0001 e 0,008,

respectivamente).

N3ao houve incidéncia de arritmias ventriculares graves na analise pelo Holter de 24h
realizado nas 24 horas imediatamente ap6s o procedimento e nos seguimentos de 2 e
6 meses. Houve uma tendéncia a reducao no namero de extra-sistoles ventriculares
de 4.445+8.512/24h para 941+1.244/24h (p = 0,08) mantendo este padrao até o 6°
més de seguimento. O percentual de extra-sistoles ventriculares nao variou
significativamente de 3,8+6,8% para 0,9+1,14% em 2 meses e para 0,95+1,28% em 6

meses.

No acompanhamento de 6 meses, dentre todos os valores laboratoriais (Tabela 3 do
Anexo IV.2), somente os niveis séricos de creatinina variaram entre o grupo controle
e o grupo tratado. Os niveis séricos de creatinina aumentaram significativamente no
grupo controle quando comparados ao grupo tratado (p = 0,02). Os niveis de PCRt
na avaliacdo inicial e no seguimento de 2 e 6 meses nao apresentaram diferenca
significativa entre os 2 grupos (p=0,8). Houve aumento dos niveis séricos de BNP no

grupo controle em relacao ao grupo tratado, no seguimento de 6 meses (p = 0,003).

Na avaliacdo inicial a geometria ventricular diferiu significativamente entre os
grupos. O grupo controle apresentou volumes sistolico e diastolico finais menores (p
< 0,001) assim como uma FE inicial maior (p = 0,054). No entanto, no seguimento
de 6 meses a FE diminuiu de forma significativa no grupo controle (p = 0,05), 0 que
nao aconteceu no grupo tratado. Os volumes cavitarios se mantiveram inalterados

em ambos os grupos (Tabela 4 do Anexo IV.2).
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O pico de VO2 foi semelhante entre os 2 grupos na avaliacao inicial e ocorreu
aumento significativo apés 2 meses no grupo tratado (de 17,95+8,78 para
23,42+8,30, p = 0,01), que se manteve (24,15+7,50) aos 6 meses de seguimento (p =
0,05), o que nao foi observado no grupo controle (Tabela 4 do Anexo IV.2). Esta
variacdo do pico de VO2 nao foi suficiente para gerar diferenca estatistica
significativa na interacao entre os grupos tratado e controle ao final de 6 meses de

seguimento.

O tamanho do total de defeito de perfusao reversivel (isquemia) e o percentual de
defeito de perfusao em repouso com 50% de atividade (cicatriz) foram semelhantes
entre os grupos na avaliacdo inicial. No grupo tratado houve reducao absoluta,
significativa, de 10% do defeito de perfusao reversivel (p = 0,022) ao final de 2 meses
(reducao relativa de 73%) diferindo de forma significativa em relacdo ao grupo
controle. Ao final de 6 meses, esta reducao absoluta da area isquémica perdeu 4% do
seu impacto inicial, porém, mantendo uma reducao absoluta (em relacao a avaliacao
inicial) de 6% (tabela 4 do Anexo IV.2), bem como uma diferenca significativa em
relacdo ao grupo controle (p=0,05). Na Figura 3 do Anexo II esta ilustrado um

exemplo de resolucao da isquemia infero-lateral em um paciente tratado.

O conjunto de melhoras relatadas se refletiu na qualidade de vida relacionada a
saude de forma que tanto o questionario SF-36, quanto o Questionario de Minnesota
(especifico para sintomas de IC), mostraram melhora significativa nos respectivos

indices durante o periodo de seguimento.

Foi possivel, portanto, observar uma melhora expressiva da qualidade de vida
baseada nos escores do questionario de Minnesota, variando de 50,83+20,55% para

32,38+26,53% (p=0,015) e do SF-36, nas oito dimensoes avaliadas (tabela 1).
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TABELA

1: QUESTIONARIO DE QUALIDADE DE VIDA SF36

APLICADO AOS PACIENTES SUBMENTIDOS AO TRANSPLANTE

AUTOLOGO DE CELULAS DA MEDULA OSSEA.

Inicial 2 meses 6 meses 1 ano 5 anos Friedman
SF36
MédiatDP MédiatDP MédiatDP MédiatDP MédiatDP p#

BPTS 67,30 22,49 91,40 +10,95 81,05 27,31 73,80 +24,02 75,80 £33,90 0.09
GHTS 58,30 20,82 73,10 +16,37 79,40 17,96 65,90 25,20 58,40 17,61 0.01
MHTS 56,80 +23,76 79,60 +19,55 78,00 19,16 74,80 22,55 65,20 15,09 0.001
PFTS 39,00 +25,80 72,50 20,17 76,50 +26,25 70,00 +22,97 58,50 31,15 0.001
RETS 56,67 49,81 83,33 36,00 86,67 +23,31 73,33 +43,89 80,00 +35,83 0.78
RPTS 40,00 44,41 62,50 44,49 77,50 136,23 70,00 43,78 62,50 46,02 0.13
SFTS 57,50 37,82 73,75 +17,13 77,50 19,36 78,75 +25,72 70,00 25,82 0.12
VTS 58,50 #19,73 78,00 +11,35 81,50 +18,72 68,00 +29,65 62,50 21,64 0.05
Média do Somat6rio do Escore de Pontos

SF36SS 57,37 25,30 78,67 #1490 80,92 15,83 73,72 +29,58 69,43 +20,89 0.01

# Teste nao paramétrico de Friedman para medidas repetidas

BPTS: do inglés “Bodily Pain Total Score”; GHTS: do inglés “General Health Total Score”;
MHTS: do inglés “Mental Health Total Score”; PFTS: do inglés “Physical Function Total

Score”; RETS: do inglés “Role Emotional Total Score”; RPTS: do inglés “Role Physical Total
Score”; SFTS: do inglés “Social Function Total Score”; VTS: do inglés “Vitality Total Score”;
SF36SS do inglés “Short Form 36 Summed Score”.
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ACOMPANHAMENTO DE 5 ANOS

Mesmo no seguimento de 5 anos nao se identificou eventos adversos provavelmente
ou definitivamente relacionados ao TACMMO. Com relacao a qualidade de vida
observou-se uma manutencao dos resultados apresentados nos seguimentos mais
curtos, com indices do Questionario de Minnesota significativamente melhores que

antes do procedimento (FIGURA 1).

De forma semelhante, observamos ao final de 5 anos uma manutencao da capacidade
de exercicio destes pacientes ao serem submetidos ao Teste Ergométrico pelo
Protocolo de Rampa, conforme descrito na metodologia. Na figura 2 podemos ver

estes resultados comparados aos seguimentos de mais curto prazo.

Conforme descrito no Anexo IV.1 ha um subgrupo de pacientes que ao serem
incluidos no estudo estavam aguardando transplante cardiaco. Nas Figuras 1 e 2,
também podemos observar os resultados de qualidade de vida e capacidade funcional
avaliada pelo Teste Ergométrico especifica para estes pacientes. Também para este
subgrupo observamos melhores desempenhos ao final de 5 anos do que antes do
procedimento. Interessante observar que 100% destes pacientes mais graves estao

vivos ao final de 5 anos.
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FIGURA 2: PICO DE VO2 NO TESTE ERGOMETRICO, PROTOCOLO
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Ainda com relagao a mortalidade, vemos na Figura 3 a curva de sobrevida para todos
os 19 pacientes incluidos no estudo, mostrando que 52,63% (IC 95% 28,72-71,88%)
destes estdao vivos neste seguimento de longo prazo. A sobrevida esperada para este
grupo ao final de 5 anos, conforme demonstrado na Figura 3, seria de 21,05% (IC
95% 6,56-41,02%) se utilizarmos a taxa de mortalidade anual de 33% observada nos
dados epidemiolégicos nacionais,®4 para pacientes portadores de insuficiéncia
cardiaca de etiologia isquémica. Se utilizarmos a taxa de mortalidade anual de 39,2%
observada na coorte de pacientes, com caracteristicas semelhantes as dos pacientes
incluidos neste estudo, do Instituto Nacional de Cardiologia, a sobrevida esperada

para esta populacao, ao final de 5 anos, seria de 5,26% (IC 95% 0,36-21,43%).65
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FIGURA 3: CURVA DE SOBREVIDA OBSERVADA COMPARADA A
CURVA DE SOBREVIDA ESPERADA DOS PACIENTES SUBMETIDOS
AO TRANSPLANTE AUTOLOGO DE CELULAS MONONUCLEARES DA

MEDULA OSSEA (TACMMO).
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Grupo 1: Grupo de pacientes (n=19) submetidos ao TACMMO. Grupo 2: Curva de
sobrevida esperada para pacientes com caracteristicas semelhantes, cuja mortalidade
anual, com base nos dados epidemiol6gicos nacionais é de 33%.%4 Grupo 3: Curva de
sobrevida esperada para pacientes com caracteristicas semelhantes, cuja taxa de
mortalidade anual, com base nos dados do Instituto Nacional de Cardiologia, é de

39,2%.%5
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8. DISCUSSAO

Foram relatados os primeiros dados da literatura sobre seguimento de 5 anos de
pacientes submetidos ao TACMMO visando o tratamento da IC isquémica terminal.
Os resultados apresentados sugerem a seguranca da metodologia proposta e um
potencial terapéutico a ser investigado, devido a evolucao favoravel que os pacientes
apresentaram. Esta evolucao favoravel se mantém no longo prazo, sendo
caracterizada pela baixa mortalidade observada em relacdo a mortalidade esperada
para este grupo de pacientes4? 65 e existem indicios de haver uma relacdo entre a
obtencao de uma evolucdo clinica favoravel com a quantidade de determinados

fenotipos das CAMMO transplantadas.

A medicina translacional envolve a relacao direta entre pesquisa pré-clinica “in vitro”
e “in vivo”, viabilizando uma troca de informacoes que aperfeicoa o desenho dos
respectivos protocolos no sentido de resolver uma determinada situacao clinica. A
hipétese levantada neste estudo teve total co-relacdo com os achados no modelo
animal, de cardiopatia isquémica cronica, desenvolvido antes deste estudo clinico.
Embora no modelo experimental tenham sido encontrados achados histopatologicos
sugestivos de transdiferenciacao das células de medula 6ssea em cardiomidcitos,
estes achados eram extremamente raros, diferentemente dos achados sugestivos de

angiogénese, muito mais freqiientes.6¢

Diferentemente da enorme discussao que ha na literatura acerca da capacidade, ou
nao, das células de medula 6ssea se transdiferenciarem em cardiomio6citos, ha uma
grande variedade de estudos que demonstram a capacidade angiogénica destas
células.® 6778 O entendimento de que a IC isquémica terminal é decorrente de dois

processos distintos, fibrose e hibernacao miocardica, permitiu o desenvolvimento da
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hipotese do estudo sustentada na melhora funcional das areas de miocardio

hibernante.

Esta melhora funcional, refletida na reducao significativa na isquemia destas areas,
tem paralelo em outras publicagdes, ainda que em pacientes sem insuficiéncia
cardiaca, nas quais a reducdo da area isquémica também foi observada de forma

semelhante ao apresentado no nosso estudo.32 79

Da mesma forma, a auséncia de efeitos adversos graves com a técnica de TACMMO
encontra paralelo em todos estes estudos. A despeito de diversas possibilidades
levantadas, até o momento ainda nao se comprovou qualquer efeito adverso grave.
Uma possivel explicacao para tal fato deriva da observacao de que estas células tém,
fisiologicamente, a funcao do reparo tecidual como demonstrado em diversos
modelos experimentais e humanos. Dentre os Gltimos € interessante observar que o
namero de células progenitoras endoteliais derivadas da medula 6ssea aumenta na
circulacao periférica durante a primeira semana poés infarto agudo do miocardiose.
Ainda mais, a funcionalidade destas células também estid aumentada, demonstrando
a reacao fisiologica de atuacao diante de uma agressao. Interessantemente, em
pacientes do sexo masculino que sao submetidos a transplante cardiaco e recebem
um coracao de uma mulher com sucesso, e que vém a falecer ap6s um curso clinico, é
possivel se identificar, ap6s a morte, células musculares e vasculares no coracao que
apresentam padrao de cromossoma Y nos coragdes femininos.81-83 Esta informacao
sugere fortemente a capacidade do organismo em regenerar o tecido cardiaco ao
contrario do que sempre se acreditou. Esta capacidade regenerativa parece estar
relacionada, ao menos parcialmente, a medula 6ssea, uma vez que o mesmo achado é

possivel de se observar em pacientes submetidos a transplante de medula 6ssea e que
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também vém a falecer. Nestes, encontra-se estrutura cardiaca do mesmo género que
a medula transplantada.84 Importante observar que estes achados se dao sem
nenhum estimulo artificial que mobilize células da medula 6ssea, mas sim, como

uma resposta espontanea do organismo.

Por outro lado, nosso grupo e outros demonstraram através da administracao de
células mononucleares de medula 6ssea marcadas com material radioativo, que elas
migram para o sitio de uma injiria miocardica aguda (Figuras 4 e 5 do Anexo II,

respectivamente).85

Compreender até que ponto, quantitativa e qualitativamente falando, reforcar este
mecanismo, pode ser de auxilio aos pacientes, ¢ um dos desafios a ser investigado
neste campo. A dose de CAMMO utilizadas neste estudo nao difere muito dos
utilizados em outros estudos, e certamente esta é, portanto, uma questao em aberto

que permanece para ser explorada nesta area do conhecimento.

Do ponto de vista qualitativo, para obtencao destes resultados, foi utilizada técnica
de transplante celular que incluiu todas as CAMMO. A co-relacao entre o feno6tipo
das células injetadas e o resultado clinico final obtido sugere que outros efeitos além
de transdiferenciacao em estruturas vasculares (e/ou musculares como veremos mais
adiante) podem estar envolvidos no mecanismo de acdo da terapéutica proposta.
Principalmente efeitos paracrinos através da producao de fatores de crescimento
parecem estar envolvidos no potencial efeito benéfico destas células. Os resultados
aqui demonstrados sugerem que uma melhora qualitativa pode ser alcancada na
medida em que, entre as células injetadas algumas tiveram relacao inversa com a
melhora de varios parametros clinicos. Por outro lado, outras populacoes celulares

demonstraram relacao positiva com os efeitos clinicos observados. Abre-se a questao
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que o aprimoramento de técnicas de selecao para aplicacio em humanos pode fazer
com que seja possivel identificar uma composicao ideal de células que maximize o

efeito desejado.s6

Mesmo no subgrupo mais grave, dentre os pacientes estudados, que apresentavam
VO2 max menor que 14 ml/kg/min, a mortalidade é zero no correr de cinco anos de
seguimento, o que levanta a hipétese de que a terapia celular possa vir a ser, ao
menos, uma ponte que maximize o paciente até a realizacdo do transplante
cardiaco,37 que, em nosso meio, muitas vezes demora anos para acontecer.
Interessante observar que, apos cinco anos, 4 pacientes permanecem com VO2 max
acima do limiar de indicacdo de transplante cardiaco. Nao existem outras
informacOes na literatura, até o momento, para que possamos cotejar estes

resultados com o de outros grupos, o que nos sinaliza cautela ao analisar estes dados.

Se por um lado os dados deste estudo sugerem diferencas qualitativas significativas
entre alguns fenotipos celulares, o mesmo nao podemos afirmar em relacao a via de
administracao escolhida. Seja devido ao fato de nao haver comparacao entre vias
neste estudo, seja porque nao ha na literatura um consenso sobre o significado das
diferentes vias de administracio na doenca coronariana. Nosso grupo fez uma
comparacao quantitativa e qualitativa da retencao de células no coracdo apods
liberacao pela artéria coronariana, pela veia coronariana ou injecao direta
transendocardica, em modelo canino com coracdo normal.88 A maior retencao foi
observada quando a liberacao das células ocorreu pela artéria coronariana, muito
parecida ao observado pela injecdo direta, e, ambas significativamente melhores que
a veia coronariana. Outros modelos experimentais sugeriram uma eficicia maior pela

injecao direta.
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Em humanos nao h4 um estudo que compare diferentes vias de liberacio de CAMMO
na insuficiéncia cardiaca isquémica avancada. O grupo de Dusseldorf recentemente
apresentou dados iniciais de liberagao de CAMMO por via arterial coronariana no
cenario da disfuncao ventricular p6s IAM (até 8 anos), sugerindo beneficio aos
pacientes, o que admite a hipotese desta via também ser funcional para a liberacao
destas células no cenario cronico de doenca.89 .No IAM, nosso grupo recentemente
concluiu um estudo com 50 pacientes para comparar as vias arterial e venosa
coronariana, com resultados significativamente melhores pela primeira. Estes dados
sugerem fortemente que a via arterial seria funcional e mais acessivel por ser técnica

mais simples e de menor custo.

No entanto, as particularidades da populacao deste estudo, com DAC avancada
poderia ser um dificultador técnico para liberagao intra-coronariana. Por outro lado,
Gao et al contestam este conceito por nos levantado, ao realizar estudo clinico com
populacdo semelhante e com liberacdo intra-coronariana.?©¢ Ainda assim, a
oportunidade de colocar as células diretamente no tecido miocardio, continua tendo
seu apelo, mesmo cinco anos depois do primeiro paciente. Também em diversos
aspectos esta técnica vem sendo aprimorada. Esta é, portanto, uma questdo em

aberto que permanece para ser explorada nesta area do conhecimento.

N3ao obstante a necessidade de explorarmos esta questao, nés devemos observar que
o sistema de mapeamento eletro-mecanico utilizado neste estudo trouxe vantagens
adicionais, tal como, oferecer a oportunidade de quantificar as areas de fibrose e o
encurtamento linear local de uma determinada area do coracao. Nesta casuistica,
ambos os parametros melhoraram. Os resultados mostram uma melhora do

encurtamento linear local nas areas injetadas, o que tem sentido com a hipotese aqui
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estudada. O que nado encontra abrigo no consenso atual sobre terapia com CAMMO é

a reducao da fibrose.

Previamente ja tinhamos demonstrado, assim como outros grupos, a excelente co-
relacio entre o mapeamento elétrico a cintilografia miocardica e ressonancia
magnética. Estes estudos sugerem que uma voltagem unipolar menor ou igual a 6,9
mV tem uma sensibilidade e especificidade de 93% e 88% 91, respectivamente para
ressonancia magnética. Em relacao a cintilografia miocardica, o melhor preditor de
viabilidade foi uma voltagem unipolar > 7.1 mV nos dando uma sensibilidade e
especificidade de 70% e 60% respectivamente.92 A despeito desta alta co-relacao,
neste estudo os resultados de ambos os métodos nao s3ao concordantes. A
cintilografia miocardica nao foi capaz de demonstrar, de forma significativa, a
reducao da fibrose, embora, em nameros absolutos isto tenho ocorrido. Esta
discussao provavelmente nao faz sentido, ou seja, comparar os achados de uma
tecnologia emergente ainda pouco conhecida (sem nenhum fundamento tecnolégico
que nos faca clara a idéia de uma acuracia muito superior a tecnologia ja existente),
com os resultados de uma tecnologia que ja esta em uso clinico ha anos. O fato que
fornece subsidios para esta discussao reside no achato anatomo-patologico obtido
em um paciente falecido por acidente vascular cerebral isquémico 11 meses ap6s o
TACMMO (Anexo IV.4). Ainda que nao se possa fazer qualquer especulacao sobre
qual mecanismo se explicam os achados, estes incluem a demonstracao de
pequeninas células, intensamente marcadas com fluorescéncia para diversas
proteinas especificas de cardiomiocitos, tais como desmina e troponina (Figuras 6 e 7
do Anexo II). Ainda mais, as imagens sugerem que estas células se encaminham para
a zona de transicao entre miocardio viavel e fibrose, exatamente onde o mapeamento

elétrico demonstrou melhora significativa do sinal elétrico. Ao lado deste achado
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mais intrigante, observou-se significativo aumento de estruturas vasculares na area
injetada em relacdo as areas que nao receberam CAMMO (Figura 8 do Anexo II).
Estes achados foram muito semelhantes aos observados no modelo pré-clinico com
intensa co-localizacao de células de medula 6ssea com células vasculares e raras com

células musculares.

Mesmo sendo otimistas e considerando o melhor cenario (de que tenha havido
cardiomiogénese nestes pacientes), nao considerariamos que tivesse havido
transdiferenciacao direta das células injetadas em cardiomidcito, mas sim que as
células injetadas tenham deflagrado um processo interno que se mantém ativo (havia
fluorescéncia positiva para Ki67) até 11 meses apés o TACMMO. Certamente antes
que possamos discutir qualquer mecanismo, fato é que, mesmo neste cenario
otimista, ainda nao seria um fendomeno de redugao de fibrose clinicamente tangivel.
Esta é, portanto, uma questao em aberto que permanece para ser explorada nesta
area do conhecimento. Para avancar nesta questao, novas composi¢coes de CAMMO
(conforme mencionado anteriormente), ou mesmo novas células, como
mesenquimais de medula 6ssea ou de tecido adiposo, células progenitoras de tecido
cardiaco ou ainda células geneticamente modificadas, comecam a ser testadas em

seres humanos e continuarao nos proximos anos.

Este cenario otimista com reducao da fibrose pode ser uma explicacao para outro
ponto intrigante que os resultados do estudo apontam: a desproporcional melhora no
desempenho dos pacientes no teste ergométrico, mesmo no acompanhamento de
cinco anos, quando comparado com outros importantes marcadores clinicos como
isquemia ventricular e FE. Ao final do primeiro ano de seguimento os pacientes

apresentam uma perda da melhora na carga isquémica apresentada na avaliacao de
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dois meses, voltando a ter uma carga isquémica similar ao que apresentavam antes
do TACMMO. No entanto, a capacidade funcional dos pacientes mostrava
preservacao do ganho em relacao a antes do TACMMO. E assim se mantém por até

cinco anos.

Interessante observar que nos modelos pré-clinicos 0 mesmo fenémeno é observado,
isto é, uma melhora desproporcional entre o desempenho na capacidade funcional e
a melhora de FE. Ainda mais intrigante, que mesmo os estudos que sao negativos na
avaliacao de transdiferenciacaio de CAMMO em cardiomiocitos, ha melhora funcional

dos animais que recebem estas células.93. 94

Do ponto de vista clinico, outras explicacoes plausiveis sao: mudanca na terapéutica,
o que é minimizado pelo fato destes pacientes terem sido medicados de forma plena
previamente ao procedimento (conforme citado na metodologia) e que a medicacao
teve tendéncia de ser reduzida ou inalterada nestes pacientes, e nao aumentada.
Outra possibilidade: a melhora temporaria da isquemia permitiu o desenvolvimento
de um novo patamar de atividade fisica com o aprimoramento dos coracoes
periféricos e de toda a dinamica funcional. Nesta linha alguns advogam que as
CAMMO injetadas se espalham por todo o organismo e podem ter trazido beneficio
aos pulmoes e fisiologia vascular periférica também (o que sera objeto de avaliacao
em estudo clinico de fase II, ja aprovado para comecar). Ha ainda o grupo que
argumenta que a FE nao é um bom parametro para avaliar a funcao ventricular, bem
como, ha aqueles que entendem que somente a melhora da disfuncao diastolica (que
sempre observamos em todos os modelos clinicos e pré-clinicos nos quais
trabalhamos até hoje) seria suficiente para justificar uma melhora da capacidade

funcional. Estas e outras teorias necessitarao de estudos clinicos mais robustos, do
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ponto de vista do desenho do estudo, para avancar, e estas sao, portanto, questoes

em aberto que permanecem para serem exploradas nesta area do conhecimento.

Obviamente, todas as questoes aqui discutidas devem ser feitas sob o foco de que este
estudo apresenta limitacoes importantes. Tendo sido desenhado em um momento
em que nada tinha sido feito com CAMMO, o objetivo central, conforme diversas
vezes aqui comentado foi observar a exeqiiibilidade e seguranca da técnica proposta.
Para qualquer outro objetivo, o estudo envolve um namero reduzido de pacientes,
bem como, é de desenho aberto, nao randomizado o que obviamente d4 limites a
precisio dos dados observados. Por mais que os analisadores dos testes
complementares tenham permanecido cegos aos testes que estavam analisando,
ainda assim diversos vieses importantes sao possiveis em estudo aberto. Ainda mais

com pequeno namero de pacientes.

Ainda sob este foco, devemos ressaltar a relevancia que estes resultados tém para
esta populacdo de altissima morbi-mortalidade e que nao recebem da tecnologia ja
introduzida na pratica clinica contemporanea uma perspectiva de alivio da sua
condicao. Indiscutivel a necessidade de realizarmos novos estudos clinicos mais
robustos como ja mencionado, mas também fundamental discutirmos se esta
populacido (que nao tem opc¢ao para tratamento e tem uma expectativa de vida menor
do que o tempo previsto para se completar todos os passos requeridos para
introduzir uma nova tecnologia) nao deve merecer uma oportunidade, uma vez
informada claramente de ser um procedimento ainda em desenvolvimento, para
tentar um alivio de sua condicao com a tecnologia aqui apresentada. Esta compaixao
se justifica nestes casos, e nao se justifica sequer discutir esta alternativa em outros

cenarios clinicos, como o infarto agudo do miocardio, onde a pratica clinica
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contemporanea ja oferece belos resultados de reducao de mortalidade, bem como os
pacientes que estao sendo incluidos nos estudos tém uma expectativa de vida

bastante longa, quando comparado aos isquémicos cronicos avancados.

Tal linha de argumentacao se justifica se compararmos a mortalidade da populacao
deste estudo com a mortalidade relatada na literatura nacional4° 65 para populacoes

com as mesmas caracteristicas (Figura 3).

Em resumo, neste seguimento pioneiro de pacientes com IC isquémica crénica
terminal por cinco anos nao foi demonstrado qualquer evento adverso grave
relacionado as CAMMO. Ainda mais, trouxe sugestao de potencial reducao de carga
isquémica, melhora contratil, melhora na capacidade funcional dos pacientes,
refletindo em melhora da qualidade de vida. Estes altimos se mantém por todo o
seguimento. Era o ano de 2001, e o protocolo entregue a CONEP sob o niimero 2613
se perguntava, ja no titulo, “...reconstruindo a vida?”. Talvez ainda seja cedo para
dizer que a resposta a esta pergunta é positiva, mas o livro da reconstrucao da vida

tecidual ja esta nos seus primeiros capitulos.

“Sangue: O Fluido da Vida”

54



9. REFERENCIAS

1 Folkman J. Angiogenesis and its inhibitdraportant Adv Oncol1985:42-62.

2. Asahara T, Bauters C, Pastore C, Kearney M, Ro&dunting S, Ferrara N, Symes
JF, Isner JM. Local delivery of vascular endotHeligrowth factor accelerates
reendothelialization and attenuates intimal hymesigl in balloon-injured rat carotid artery.
Circulation.1995;91(11):2793-2801.

3. Isner JM, Pieczek A, Schainfeld R, Blair R, HaleyAlsahara T, Rosenfield K, Razvi
S, Walsh K, Symes JF. Clinical evidence of angiegen after arterial gene transfer of
phVEGF165 in patient with ischaemic limbancet.1996;348(9024):370-374.

4, Orlic D, Kajstura J, Chimenti S, Jakoniuk I, AndersSM, Li B, Pickel J, McKay R,
Nadal-Ginard B, Bodine DM, Leri A, Anversa P. Bomarrow cells regenerate infarcted
myocardiumNature.2001;410(6829):701-705.

5. Hughes S. Cardiac stem cellsPathol.2002;197(4):468-478.

6. Fuchs S, Baffour R, Zhou YF, Shou M, Pierre A, FO, Weissman NJ, Leon MB,
Epstein SE, Kornowski R. Transendocardial delivefyautologous bone marrow enhances
collateral perfusion and regional function in piggh chronic experimental myocardial
ischemiaJ Am Coll Cardiol2001;37(6):1726-1732.

7. Sakai T, Li RK, Weisel RD, Mickle DA, Kim EJ, TomitS, Jia ZQ, Yau TM.
Autologous heart cell transplantation improves @ardunction after myocardial injuryAnn
Thorac Surg1999;68(6):2074-2080; discussion 2080-2071.

8. Taylor DA, Atkins BZ, Hungspreugs P, Jones TR, Be®iC, Hutcheson KA,
Glower DD, Kraus WE. Regenerating functional mydaam: improved performance after
skeletal myoblast transplantatidwat Med.1998;4(8):929-933.

9. Dutra HS, EI-Cheikh MC, Azevedo SP, Rossi MI, Berog R. Murine
schistosomiasis mansoni: experimental analysiooébmarrow and peripheral myelopoiesis.
Parasitol Res1998;84(8):668-675.

10.  Strauer BE, Brehm M, Zeus T, Gattermann N, HernandleSorg RV, Kogler G,
Wernet P. [Intracoronary, human autologous stenml tahsplantation for myocardial
regeneration following myocardial infarctionPtsch Med Wochenschr2001;126(34-
35):932-938.

11. Tateishi-Yuyama E, Matsubara H, Murohara T, lkedaSbhintani S, Masaki H,
Amano K, Kishimoto Y, Yoshimoto K. Therapeutic angenesis for patients with limb
ischaemia by autologous transplantation of boneamarcells: a pilot study and a
randomised controlled triallhe Lancet2002;360(9331):427-435.

“Sangue: O Fluido da Vida”

55



12. Menasche P. Myoblast transplantation: feasibilggfety and efficacyAnn Med.
2002;34(5):314-315.

13.  Assmus B, Schachinger V, Teupe C, Britten M, LehmBn Dobert N, Grunwald F,
Aicher A, Urbich C, Martin H, Hoelzer D, Dimmeler, Eeiher AM. Transplantation of
Progenitor Cells and Regeneration Enhancement iruteAcMyocardial Infarction
(TOPCARE-AMI). Circulation.2002;106(24):3009-3017.

14. Strauer BE, Brehm M, Zeus T, Kostering M, HernandezSorg RV, Kogler G,
Wernet P. Repair of infarcted myocardium by autolgg)intracoronary mononuclear bone
marrow cell transplantation in humarculation. 2002;106(15):1913-1918.

15. La Russa VF, Schwarzenberger P, Miller A, AgrawalKills J, Weiner R. Marrow
stem cells, mesenchymal progenitor cells, and stomprogeny. Cancer Invest.
2002;20(1):110-123.

16. Dorfman J, Duong M, Zibaitis A, Pelletier MP, Shdmnm D, Li C, Chiu RC.
Myocardial tissue engineering with autologous mgsbimplantationd Thorac Cardiovasc
Surg.1998;116(5):744-751.

17. Chiu RC, Zibaitis A, Kao RL. Cellular cardiomyopigs myocardial regeneration
with satellite cell implantatiorAnn Thorac Surgl995;60(1):12-18.

18. Murry CE, Wiseman RW, Schwartz SM, Hauschka SD. |&&&k myoblast
transplantation for repair of myocardial necrodi€lin Invest1996;98(11):2512-2523.

19. Taylor DA, Silvestry SC, Bishop SP, Annex BH, LilBE, Glower DD, Kraus WE.
Delivery of primary autologous skeletal myoblasi®irabbit heart by coronary infusion: a
potential approach to myocardial rep&roc Assoc Am Physicians997;109(3):245-253.

20. Spear JF, Moore EN. The importance of the elecysiplogic substrates in the
development of ventricular tachyarrhythmiBsR Health Sci J1985;4(2):73-78.

21. Wit AL. Remodeling of cardiac gap junctions: thdat®nship to the genesis of
ventricular tachycardial Electrocardiol.2001;34 Suppl:77-83.

22.  Saffitz JE, Yamada KA. Do alterations in intercilucoupling play a role in cardiac
contractile dysfunction@irculation. 1998;97(7):630-632.

23. Menasche P, Hagege AA, Vilquin JT, Desnos M, Abkefge Pouzet B, Bel A,
Sarateanu S, Scorsin M, Schwartz K, Bruneval P,bBean M, Marolleau JP, Duboc D.
Autologous skeletal myoblast transplantation fowese postinfarction left ventricular
dysfunction.J Am Coll Cardiol2003;41(7):1078-1083.

“Sangue: O Fluido da Vida”

56



24.  Stamm C, Westphal B, Kleine HD, Petzsch M, Kitt@erKlinge H, Schumichen C,
Nienaber CA, Freund M, Steinhoff G. Autologous bom&row stem-cell transplantation for
myocardial regeneratiohancet.2003;361(9351):45-46.

25. Losordo DW, Schatz RA, White CJ, Udelson JE, Vdemasayya V, Durgin M, Poh
KK, Weinstein R, Kearney M, Chaudhry M, Burg A, &atL, Heyd L, Thorne T, Shturman
L, Hoffmeister P, Story K, Zak V, Dowling D, Traws JH, Olson RE, Flanagan J, Sodano
D, Murayama T, Kawamoto A, Kusano KF, Wollins J,WWe Shah P, Soukas P, Asahara T,
Henry TD. Intramyocardial transplantation of augmas CD34+ stem cells for intractable
angina: a phase I/llla double-blind, randomized mdleid trial. Circulation.
2007;115(25):3165-3172.

26.  Schachinger V, Erbs S, Elsasser A, Haberbosch Whiddecht R, Holschermann H,
Yu J, Corti R, Mathey DG, Hamm CW, Suselbeck T, ke¢erN, Haase J, Neuzner J,
Germing A, Mark B, Assmus B, Tonn T, Dimmeler S,ih&® AM. Improved clinical
outcome after intracoronary administration of bom&row-derived progenitor cells in acute
myocardial infarction: final 1-year results of tHREPAIR-AMI trial. Eur Heart J.
2006;27(23):2775-2783.

27. Hamano K, Nishida M, Hirata K, Mikamo A, Li TS, Hata M, Miura T, Matsuzaki
M, Esato K. Local implantation of autologous bonarraw cells for therapeutic angiogenesis
in patients with ischemic heart disease: clinic&l tand preliminary resultslpn Circ J.
2001;65(9):845-847.

28. Stamm C, Kleine HD, Westphal B, Petzsch M, Kitt@erNienaber CA, Freund M,
Steinhoff G. CABG and bone marrow stem cell traasfation after myocardial infarction.
Thorac Cardiovasc Sur@004;52(3):152-158.

29. Gowdak LH, Schettert I, Vieira MC, Rochitte CE, @&AM, Chamone D, Krieger
JE, Ramires JA, Oliveira SA. Intramyocardial Injentof Autologous Bone Marrow Cells
Improves Myocardial Perfusion in Severe Ischemiaii®isease: A 30-Day Assessmeht.
Am Coll Cardiol.2004(82):272A.

30. Patel AN, Geffner L, Vina RF, Saslavsky J, UrscH€l, Jr., Kormos R, Benetti F.
Surgical treatment for congestive heart failure hwitutologous adult stem cell
transplantation: a prospective randomized study. Thorac Cardiovasc Surg.
2005;130(6):1631-1638.

31. Tse HF, Kwong YL, Chan JK, Lo G, Ho CL, Lau CP. Aoggnesis in ischaemic
myocardium by intramyocardial autologous bone mwrraononuclear cell implantation.
Lancet.2003;361(9351):47-49.

32. Fuchs S, Satler LF, Kornowski R, Okubagzi P, WetszBaffour R, Waksman R,
Weissman NJ, Cerqueira M, Leon MB, Epstein SE. &@athbased autologous bone marrow
myocardial injection in no-option patients with atzced coronary artery disease: a feasibility
study.J Am Coll Cardiol2003;41(10):1721-1724.

“Sangue: O Fluido da Vida”

57



33. Beeres SL, Atsma DE, Zeppenfeld K, Van der Laars&/&n den Bergh L, Fibbe
WE, Van der Wall EE, Bax J, Schalij MJ. Intramyatial Injection of Autologous Bone
Marrow-Derived Mononuclear Cells in No-Option Patgewith Chronic Ischemia Reduces
Anginal Symptoms, Improves Left Ventricular Ejectiéraction and Increase Myocardial
Perfusion.The American Heart Association Scientific Sessipd85:Abstract 13.407.

34. Tse HF, Thambar S, Kwong YL, Rowlings P, BellamyNkCrohon J, Thomas P,
Bastian B, Chan JK, Lo G, Ho CL, Chan WS, Kwong RPPérker A, Hauser TH, Chan J,
Fong DY, Lau CP. Prospective randomized trial oecli endomyocardial implantation of
bone marrow cells for treatment of severe coromatgry diseases (PROTECT-CAD trial).
Eur Heart J.2007.

35.  Strauer BE, Brehm M, Zeus T, Bartsch T, Schann@elAntke C, Sorg RV, Kogler
G, Wernet P, Muller HW, Kostering M. Regeneratidnhaman infarcted heart muscle by
intracoronary autologous bone marrow cell trandpl@on in chronic coronary artery disease:
the IACT Study.J Am Coll Cardiol2005;46(9):1651-1658.

36. Blatt A, Cotter G, Leitman M, Krakover R, Kaluski Kilo-Cotter O, Resnick IB,
Samuel S, Gozal D, Vered Z, Slavin S, Shapira Mitracoronary administration of
autologous bone marrow mononuclear cells afteratidn of short ischemia is safe and may
improve hibernation and ischemia in patients w#bhemic cardiomyopathyAm Heart J.
2005;150(5):986.

37.  Tresukol D, Battler A, Czeiger D, Porat Y, Belkin, Bulga V, Chaitiraphan S.
Intracoronary Injection of Autologous Blood-Born@dbthelial Progenitor Cells Improves
Symptoms of Severe Angina Pectorlfie American Heart Association Scientific Sessions.
2005:Abstract 20978.

38.  Hill JIM, Syed MA, Arai AE, Powell TM, Paul JD, ZaoG, Read EJ, Khuu HM,
Leitman SF, Horne M, Csako G, Dunbar CE, Waclawi,MCannon RO, 3rd. Outcomes
and risks of granulocyte colony-stimulating facitopatients with coronary artery diseage.
Am Coll Cardiol.2005;46(9):1643-1648.

39.  Valgimigli M, Rigolin GM, Cittanti C, Malagutti PCurello S, Percoco G, Bugli AM,
Della Porta M, Bragotti LZ, Ansani L, Mauro E, Laanchi A, Giganti M, Feggi L, Castoldi
G, Ferrari R. Use of granulocyte-colony stimulatfagtor during acute myocardial infarction
to enhance bone marrow stem cell mobilization iméns: clinical and angiographic safety
profile. Eur Heart J.2005;26(18):1838-1845.

40. Kannel WB. Incidence and epidemiology of heart ui@l Heart Fail Rev.
2000;5(2):167-173.

41. DATASUS. Morbidade Hospitalar do SUMinistério da Saude[web page].
Available at:  http://tabnet.datasus.gov.br/cgi/tabcgi.exe?sikfonf.def Accessed
26.08.2008, 2008.

“Sangue: O Fluido da Vida”

58



42.  Schocken DD. Epidemiology and risk factors for hdature in the elderlyClin
Geriatr Med.2000;16(3):407-418.

43. McMurray JJ, Stewart S. Epidemiology, aetiologyd grognosis of heart failure.
Heart.2000;83(5):596-602.

44, Lorenzo Negrete JA. [Treatment of terminal phasasohemic cardiopathy]Arch
Cardiol Mex.2001;71 Suppl 1:S106-110.

45.  Schoebel FC, Leschke M, Jax TW, Stein D, Strauer BEronic-intermittent
urokinase therapy in patients with end-stage cosoagtery disease and refractory angina
pectoris--a pilot studyClin Cardiol. 1996;19(2):115-120.

46.  Shuang W, Shiying F, Fengqi L, Renhai Q, LanfengaM,qin L, Xu W. Use of a
high thoracic epidural analgesia for treatmentraf-stage congestive heart failure secondary
to coronary artery disease: effect of HTEA on CHiEJ Cardiol.2008;125(2):283-285.

47. Diegeler A, Schneider J, Lauer B, Mohr FW, Kluge Ransmyocardial laser
revascularization using the Holium-YAG laser foeatment of end stage coronary artery
diseaseEur J Cardiothorac Surgl998;13(4):392-397.

48. Krabatsch T, Tambeur L, Lieback E, Shaper F, HeRerTransmyocardial laser
revascularization in the treatment of end-stageorwamy artery diseaseAnn Thorac
Cardiovasc Surgl998;4(2):64-71.

49. Losordo DW, Vale PR, Symes JF, Dunnington CH, EE&8K0, Maysky M, Ashare
AB, Lathi K, Isner JM. Gene therapy for myocardialgiogenesis: initial clinical results with
direct myocardial injection of phVEGF165 as soleerpy for myocardial ischemia.
Circulation. 1998;98(25):2800-2804.

50. Ahn A, Frishman WH, Gutwein A, Passeri J, NelsonTHierapeutic angiogenesis: a
new treatment approach for ischemic heart disgaese+ Cardiol Rev2008;16(4):163-171.

51. Seeger FH, Zeiher AM, Dimmeler S. Cell-enhancenséattegies for the treatment of
ischemic heart diseaddat Clin Pract Cardiovasc Me@007;4 Suppl 1:5110-113.

52.  John E. Ware, Kristin K. Snow, Kosinski M. SFf36Health Survey: Manual and
Interpretation Guide. Lincoln, RI: QualityMetriccorporated. 2002;1993.

53. Rector TS. Improvement in resource utilization, Igquaof life, and self-care in
patients referred to an advanced heart failureccl@irculation. 1993;100(18):Supplement I-
100.

54,  Rector TS, Ormaza SM, Kubo SH. Patient’s self-assest of their congestive heart
failure. Part 2: content, reliability and validity a new measure, The Minnesota Living with
Heart Failure Questionnairgeart Failure.1987;1:198-209.

“Sangue: O Fluido da Vida”

59



55. Perin EC, Dohmann HF, Borojevic R, Silva SA, SoAsa Mesquita CT, Rossi Ml,
Carvalho AC, Dutra HS, Dohmann HJ, Silva GV, BelémVivacqua R, Rangel FO,
Esporcatte R, Geng YJ, Vaughn WK, Assad JA, MeaqudT, Willerson JT.
Transendocardial, autologous bone marrow cell plangation for severe, chronic ischemic
heart failureCirculation.2003;107(18):2294-2302.

56. Longacre TA FK, Crago S, et al. Hematogones: a iparimeter analysis of bone
marrow precursor cell®lood.1989;73:543.

57.  Bain B. The bone marrow aspirate of healthy subj&tJ Haematol1996;94:206.

58. Gruppo R, Lampkin B, Granger S. Bone marrow celityfa determination:
comparison of the biopsy, aspirate, and buffy ddktod.1977;49:29.

59. Hyun BH SA, Hanau CA. Fundamentals of bone marrosnenation. Hematol
Oncol Clin North Am1994;8:651.

60. Humphries J. Dry tap bone marrow aspiration: chhisignificance Am J Hematol.
1990:247.

61. Perin E. Transendocardial injection of autologowsanuclear bone marrow cells in
end-stage ischemic heart failure patients: one-f@kw-up. Int J Cardiol. 2004;95 Suppl
1.545-46.

62. Dohmann HF, Perin EC, Takiya CM, Silva GV, Silva,Sousa AL, Mesquita CT,
Rossi MI, Pascarelli BM, Assis IM, Dutra HS, Assisl Castello-Branco RV, Drummond C,
Dohmann HJ, Willerson JT, Borojevic R. Transendd@dr autologous bone marrow
mononuclear cell injection in ischemic heart falupostmortem anatomicopathologic and
immunohistochemical finding€irculation.2005;112(4):521-526.

63. [Review of the Il Guidelines of the Sociedade Beama de Cardiologia for the
diagnosis and treatment of heart failuig Bras Cardiol.2002;79 Suppl 4:1-30.

64. Neto JMR. A dimensao do problema da insuficiéneiai@aca no Brasil e no Mundo.
Rev. Soc. Cardiol. Estado Sdo Paw604(1):1-10.

65. Rocha AS, Dassa NP, Pittella FJ, Barbosa ON, Bl Tura B, Silva PR. High
mortality associated with precluded coronary arteypass surgery caused by severe distal
coronary artery diseas€irculation.2005;112(9 Suppl):1328-331.

66. Olivares EL, Ribeiro VP, Werneck de Castro JP, RibKC, Mattos EC, Goldenberg
RC, Mill 3G, Dohmann HF, dos Santos RR, de Carv#ilp Masuda MO. Bone marrow
stromal cells improve cardiac performance in healéatcted rat heartAm J Physiol Heart
Circ Physiol.2004,287(2):H464-470.

“Sangue: O Fluido da Vida”

60



67. Asahara T, Takahashi T, Masuda H, Kalka C, Chetwlaguro H, Inai Y, Silver M,
Isner JM. VEGF contributes to postnatal neovas@adtion by mobilizing bone marrow-
derived endothelial progenitor celEMBO J.1999;18(14):3964-3972.

68. Asahara T, Masuda H, Takahashi T, Kalka C, Pagio@ilver M, Kearne M, Magner
M, Isner JM. Bone marrow origin of endothelial pengor cells responsible for postnatal
vasculogenesis in physiological and pathological ovascularization. Circ Res.
1999;85(3):221-228.

69. Tomita S, Li RK, Weisel RD, Mickle DA, Kim EJ, Saka&, Jia ZQ. Autologous
transplantation of bone marrow cells improves dadadneart function.Circulation.
1999;100(19 Suppl):11247-256.

70. Kobayashi T, Hamano K, Li TS, Katoh T, KobayashiMatsuzaki M, Esato K.
Enhancement of angiogenesis by the implantatisetifoone marrow cells in a rat ischemic
heart modeld Surg Res2000;89(2):189-195.

71. Hamano K, Li TS, Kobayashi T, Kobayashi S, MatsudMkEsato K. Angiogenesis
induced by the implantation of self-bone marrowlscel new material for therapeutic
angiogenesiLCell Transplant2000;9(3):439-443.

72.  lkenaga S, Hamano K, Nishida M, Kobayashi T, Li K8payashi S, Matsuzaki M,

Zempo N, Esato K. Autologous bone marrow implantatinduced angiogenesis and
improved deteriorated exercise capacity in a rahamic hindlimb modelJ Surg Res.

2001;96(2):277-283.

73. Kocher AA, Schuster MD, Szabolcs MJ, Takuma S, BafkD, Wang J, Homma S,

Edwards NM, Itescu S. Neovascularization of iscleemiyocardium by human bone-
marrow-derived angioblasts prevents cardiomyocyteptosis, reduces remodeling and
improves cardiac functioiNat Med.2001;7(4):430-436.

74. Hamano K, Li TS, Kobayashi T, Tanaka N, Kobayashv&tsuzaki M, Esato K. The
induction of angiogenesis by the implantation afobagous bone marrow cells: a novel and
simple therapeutic metho8urgery.2001;130(1):44-54.

75.  Kamihata H, Matsubara H, Nishiue T, Fujiyama S,t$smi Y, Ozono R, Masaki H,
Mori Y, Iba O, Tateishi E, Kosaki A, Shintani S, kbhara T, Imaizumi T, lwasaka T.
Implantation of bone marrow mononuclear cells inschemic myocardium enhances
collateral perfusion and regional function via sgigply of angioblasts, angiogenic ligands,
and cytokinesCirculation.2001;104(9):1046-1052.

76. Asahara T, Isner JM. Endothelial progenitor cells ¥ascular regenerationl
Hematother Stem Cell R&X02;11(2):171-178.

77. Hamano K, Li TS, Kobayashi T, Hirata K, Yano M, Kah M, Matsuzaki M.
Therapeutic angiogenesis induced by local autolsdgmne marrow cell implantatioAnn
Thorac Surg2002;73(4):1210-1215.

“Sangue: O Fluido da Vida”

61



78.  Tateishi-Yuyama E, Matsubara H, Murohara T, lkedaSbhintani S, Masaki H,
Amano K, Kishimoto Y, Yoshimoto K, Akashi H, Shimad, Ilwasaka T, Imaizumi T.
Therapeutic angiogenesis for patients with limbh&samia by autologous transplantation of
bone-marrow cells: a pilot study and a randomisedntrolled trial. Lancet.
2002;360(9331):427-435.

79. Tse HF, Thambar S, Kwong YL, Rowlings P, BellamyNi;Crohon J, Bastian B,
Chan JK, Lo G, Ho CL, Lau CP. Safety of cathetesdoaintramyocardial autologous bone
marrow cells implantation for therapeutic angiogesiddm J Cardiol.2006;98(1):60-62.

80.  Shintani S, Murohara T, Ikeda H, Ueno T, Honma &tdk A, Sasaki K, Shimada T,
Oike Y, Imaizumi T. Mobilization of endothelial pyenitor cells in patients with acute
myocardial infarctionCirculation.2001;103(23):2776-2779.

81l. Quaini F, Urbanek K, Beltrami AP, Finato N, Beltia@A, Nadal-Ginard B, Kajstura
J, Leri A, Anversa P. Chimerism of the transplartiedrt.N Engl J Med2002;346(1):5-15.

82. Laflamme MA, Myerson D, Saffitz JE, Murry CE. Evitke for cardiomyocyte
repopulation by extracardiac progenitors in traasfgd human heartsCirc Res.
2002;90(6):634-640.

83. Muller P, Pfeiffer P, Koglin J, Schafers HJ, Sedlanh Janzen |, Urbschat S, Bohm
M. Cardiomyocytes of noncardiac origin in myocardiopsies of human transplanted
hearts Circulation.2002;106(1):31-35.

84. Deb A, Wang S, Skelding KA, Miller D, Simper D, Giap NM. Bone marrow-
derived cardiomyocytes are present in adult humearth A study of gender-mismatched
bone marrow transplantation patier@&.culation.2003;107(9):1247-1249.

85. Mesquita CT, Correa PL, Felix RC, Azevedo JC, Al%Dliveira CC, Sousa AL,

Borojevic R, Dohmann HF. Autologous bone marrow orarclear cells labeled with Tc-
99m hexamethylpropylene amine oxime scintigraplgrahtracoronary stem cell therapy in
acute myocardial infarctiod. Nucl Cardiol.2005;12(5):610-612.

86. Dohmann HF, Silva SA, Souza AL, Rossi MI, Takiya CBorojevic R. Bone-
marrow mononuclear cell therapy of severe ischemeiart failure.C R Biol. 2007;330(6-
7):543-549.

87. Silva GV, Perin EC, Dohmann HF, Borojevic R, Sil8d, Sousa AL, Assad JA,
Vaughn WK, Mesquita CT, Belem L, Carvalho AC, DommaHJ, Barroso do Amaral E,
Coutinho J, Branco R, Oliveira E, Willerson JT. i@ser-based transendocardial delivery of
autologous bone-marrow-derived mononuclear cells patients listed for heart
transplantationTex Heart Inst J2004;31(3):214-2109.

88. Silva SAA, Jodo A R ; Moreira, Rodrigo C ; Tuchébi® A A ; Camacho, A. A. ;
Verney, Rodrigo ; Borojevic, Radovan ; Dohmann, $lafernando Safety Study for

“Sangue: O Fluido da Vida”

62



Intracoronary Delivery of Autologous Bone MarrowliSan Chronic Chagas Disease Dogs
Model. Journal of Cardiac Failure2005;11:138-138.

89. Brehm M, Strauer BE. Stem cell therapy in postictian chronic coronary heart
diseaseNat Clin Pract Cardiovasc Me@006;3 Suppl 1:5101-104.

90. Gao LR, Wang ZG, Zhu ZM, Fei YX, He S, Tian HT, ZAgaNK, Chen Y, Xu HT,
Yang Y. Effect of intracoronary transplantation afitologous bone marrow-derived
mononuclear cells on outcomes of patients withatfry chronic heart failure secondary to
ischemic cardiomyopathy.he American journal of cardiolog2006;98(5):597-602.

91. Perin EC, Silva GV, Sarmento-Leite R, Sousa AL, ldbWM, Muthupillai R, Lambert
B, Vaughn WK, Flamm SD. Assessing myocardial viapiand infarct transmurality with
left ventricular electromechanical mapping in patsewith stable coronary artery disease:
validation by delayed-enhancement magnetic res@nanicnaging. Circulation.
2002;106(8):957-961.

92. Samady H, Liu YH, Choi CJ, Ragosta M, Pfau SE, GemW, Powers ER, Kramer
CM, Wackers FJ, Beller GA, Watson DD. Electromectan mapping for detecting
myocardial viability and ischemia in patients wilevere ischemic cardiomyopathihe
American journal of cardiology2003;91(7):807-811.

93. Mollmann H, Nef HM, Kostin S, von Kalle C, Pilz Weber M, Schaper J, Hamm
CW, Elsasser A. Bone marrow-derived cells contebuto infarct remodelling.
Cardiovascular researcl2006;71(4):661-671.

94. Merx MW, Zernecke A, Liehn EA, Schuh A, Skobel EutBbach B, Hanrath P,
Weber C. Transplantation of human umbilical veidahelial cells improves left ventricular
function in a rat model of myocardial infarctiorBasic research in cardiology.
2005;100(3):208-216.

“Sangue: O Fluido da Vida”

63



ANEXO I — COMITES DE GERENCIAMENTO

CoMITE COORDENADOR

INTEGRANTES: Hans Fernando Rocha Dohmann, Radovan Borojevic, Suzana
Alves Silva, Hans Jurgen F Dohmann.

Responsavel pela coordenacdo das acOes previstas neste protocolo,
supervisionando a execucao dos diversos comités e gerando interacao entre eles que
garanta a execucdo adequada de suas atribuicoes. Também foi responsavel pela
analise dos dados fornecidos pelo Comité de Assessoria em Exames Complementares
que gerou os resultados deste estudo, apos terem sido analisados criticamente pelo
Comité de Seguranca e pelo Comité de Etica em Pesquisa.

COMITE ADMINISTRATIVO

INTEGRANTES: Francisco Eduardo Guimaraes Ferreira, Evandro Ruas, Paulo
Alves.

Responsavel pelo gerenciamento das acoes administrativas que garantiram a
execucao do protocolo. Garantiu a contratacao de servicos quando necessario, a
disponibilizacdo de dados administrativos, bem como qualquer relacao juridica que se fizesse
necessaria por relagao com este protocolo.

COMITE DE ETICA EM PESQUISA
INTEGRANTES: Lucia Pimenta, Alfredo Potsch, Ana Liacia Cascardo.

Responséavel pelo cumprimento das a¢oes previstas neste protocolo sob o ponto de
vista da qualidade da metodologia de pesquisa, bem como dos principios bio-éticos.
Relacionou-se com a Comissio Nacional de Etica em Pesquisa garantindo a execucio da
regulamentacdo nacional vigente. Recebeu os dados clinicos do Comité de Gerenciamento
dos Casos e filtrou qualquer informacao, ou falta de, que pudesse ter algum
comprometimento ético aos pacientes.

COMITE DE SEGURANCA

INTEGRANTES: Roberto Esporcatte, Ricardo Mourille, Evandro Tinoco Mesquita,
Luis Antonio Campos, Antonio Claudio Nobrega.

Este Comité foi responsavel por participar da elaboracao do protocolo de pesquisa,

pontuar, discutir e considerar todos os aspectos de seguranca dos pacientes relacionados ao
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protocolo de pesquisa; Também foi responséavel por monitorar os dados do estudo e decidir,
com autonomia, a continuidade ou nao do mesmo;

Recebereu os resultados dos exames complementares fornecidos pelo Comité de
Assessoria em Exames Complementares para analise critica dos resultados e posterior
encaminhamento ao Comité de Etica em Pesquisa.

Foi Responséavel por analisar eventuais casos de 6bito, classificando-os;

Este comité tinha por responsabilidade checar as notificacoes pelos investigadores

principais de todos os EAS, EAGs e intercorréncias no decorrer do estudo e acompanhar o
desdobramento dos mesmos;

COMITE DE INTERVENCAO CARDIOVASCULAR
INTEGRANTES: André Luiz Silveira Sousa, Joao Alexandre Assad, Rodrigo Verney
Castelo Branco, Carlos Henrique Falcao, Nelson F. Durval Gomes de Mattos,

Luis Antonio Carvalho, Constantino Gonzales Salgado, André da Fonseca Feijo.

Responsavel pelas acoes clinicas que envolveram intervencoes cardiovasculares
percutdneas ai incluidos os transplantes de células por via intra-coronariana e os
estudos hemodinamicos, bem como qualquer intervencao terapéutica que fosse
necessaria em eventuais complicacoes dos pacientes.

COMITE DE GERENCIAMENTO DOS CASOS
INTEGRANTES: Ana Guimaraes, Andréa Ferreira Haddad, Alcione Moraes Braga.
Responsavel pelo acompanhamento dos pacientes desde a sua internacao, devendo

garantir o recolhimento dos dados de internacao, bem como da fase pés hospitalar. Tinha
por objetivo detectar precocemente qualquer complicacdao advinda do estudo.

COMITE DE ARRITMIAS
INTEGRANTE: Roberto Sa, Eduardo Saad, André D’Avila.

Responsavel pela detecgao, identificacio e manuseio de arritmias cardiacas
nos pacientes que participaram deste protocolo.

ComiItk CLINICO
INTEGRANTES: Suzana Alves Da Silva, Fabio Tuche, Rodrigo Carvalho, Andrea

Ferreira Haddad e Fernando Oswaldo Dias Rangel.
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Responsavel pelo acompanhamento clinico dos pacientes, sendo responsavel
pelo tratamento dos pacientes que tenham tido qualquer complicacao. Agia quando
solicitado pelo Comité Coordenador, e também foi responsavel por analisar eventuais
casos de 0Obito, classificando-os.

COMITE DE SELECAO
INTEGRANTES: Andréa Ferreira Haddad e Suzana Alves da Silva

Os pacientes candidatos ao estudo serao selecionados para participarem do
protocolo de pesquisa caso nao tivessem qualquer outra possibilidade de
revascularizacdo miocardica, percutanea ou cirargica, definida pela avaliacao do
filme de cateterismo realizado dentro do prazo de no maximo 12 meses prévios a
selecao e apresentassem sintomas de angina e/ou insuficiéncia cardiaca congestiva
apesar do tratamento medicamento pleno, além de FE do VE < 50% no
ecocardiograma ou ventriculografia. Uma vez selecionados para o protocolo, o filme
de cateterismo fora apresentado ao Comité de Parecer para Inclusao/Exclusdo no
Protocolo de Pesquisa.

COMITE DE PARECER PARA INCLUSAO / EXCLUSAO

INTEGRANTES: Edson Nunes, Alexandre Siciliano, Celso Garcia, Marco Aurélio
Fernandes, Luis Antonio Campos, Pedro Nogueira, André Sousa, Joao
Alexandre, Rodrigo Verney, André Feijo, Carlos Falcao, Nelson Mattos, Luis
Antonio Carvalho, Suzana Alves Silva, Hans Dohmann, Fernando Oswaldo Dias
Rangel.

Este comité foi composto por especialistas em cardiologia clinica e
intervencionista e por especialistas em cirurgia cardiaca e foi responsavel pelo
parecer que definia se a anatomia coronariana do paciente era revascularizavel ou
nao. Cada paciente selecionado para o protocolo de pesquisa pelo Comité de Selecao
teve seus exames complementares e filme de caterismo avaliado por pelo menos 1
cardiologista clinico e 2 intervencionistas ligados ao Laboratério de Intervencao
Cardiovascular do Hospital Pr6-Cardiaco e por pelo menos 1 cardiologista clinico da
Unidade de P6s-Operatorio do Hospital Pro-Cardiaco e 2 cirurgioes cardiacos de
referéncia do Hospital Pr6-Cardiaco. Cada avaliacao foi dada na forma de parecer.

COMITE DE CIRURGIA CARDIACA
INTEGRANTE: Edson Nunes, Celso Garcia e Alexandre Siciliano.

Responsavel por qualquer parecer ou acao cirdrgica que se fizesse necessaria na
vigéncia de eventual complicacao.
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COMITE DE ASSESSORIA EM EXAMES COMPLEMENTARES

INTEGRANTE: Claudio Tinoco Mesquita, Luciano Belém, Arnaldo Rabischoffisky,
Fernanda Belloni Nogueira, Julio Tolentino, Ricardo Vivaqua, Amarino C.
Oliveira Junior, André Sousa, Joao Alexandre Assad e Rodrigo Verney Castelo
Branco, Maria Licia Furtado de Mendonca, Daniel Bezerra.

Este Comité foi composto por especialistas nos exames complementares descritos neste
protocolo. Foi responsavel pela qualidade metodoldgica destes exames e pela avaliacao dos
resultados de forma independente. Cada um destes assessores foi responsavel pelo
encaminhamento dos resultados ao Comité de Seguranca, que, apds a respectiva anélise,
encaminhou os dados para o Comité de Etica em Pesquisa. Apos os dados terem sido
analisados criticamente por ambos os Comités, o Comité Coordenador péde proceder com as
analises que geraram os resultados deste estudo.

» Tomografia com Emissdo de Pésitrons
* Ressonancia Nuclear Magnética

* Cintilografia Miocardica

* Ventriculografia Radioisotopica

* Ecocardiografia

* Angiografia

* Doppler Transcraniano

» Eletroencefalograma

ASSESSORIA ONCOLOGICA
INTEGRANTE: Carlos Andrade.

Responsavel por todas as acées que envolveram oncologia clinica,seja na fase de selecao, seja
em qualquer parecer que se fizesse necessario nas demais fases.

COMITE DE AVALIACAO PSICOLOGICA E DE QUALIDADE DE VIDA
INTEGRANTE: Christine da Motta Rutherford.

Responsavel pelo acompanhamento e avaliacao psicologica e da qualidade de vida dos
pacientes.

CoMITE DE MANIPULACAO CELULAR

INTEGRANTE: Maria Izabel Doria Rossi, Rosana Bizon.
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Responsavel pelas a¢cdes que envolviam a manuseio, assim como o preparo do material
aspirado da MO para obtencao da solu¢@o a ser transplantada.
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ANEXO II - IMAGENS

Figura 1 - Imagens 3 horas ap6s administracao intra-coronaria de células mononucleares de
medula 6ssea marcadas com 99mTc-HMPAO e SPECT perfusional.

Perfusao ‘Stem cell

D =D~

Lateral

~COoOFOQ—0

®xOT Db

R
e
v
e
r
s
e

=0 == D =D =

“Sangue: O Fluido da Vida”

69



Figura 2 - Fusao das imagens de perfusao obtidas através do SPECT perfusional (A) e das
células mononucleares de medula 6ssea marcadas com 9gmTc-HMPAO (B) 3 horas apoés a
administragao intra-coronariana.

A. SPECT perfusional.

Row B - Rest [Fused]

B. Imagem de células mononucleares de medula 6ssea marcadas com 9gmTc-HMPAO 3
horas ap6és administracao intra-coronaria. Impregnacao do material radioativo na area
correspondente ao infarto na figura

C. Fusao das imagens A. e B, demonstrando fixacao das células marcadas com 9g9gmTc-
HMPAO exatamente na area correspondente ao infarto agudo do miocardio, 3 horas apds a
administracao das células.
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Figura 3 - Exemplo de cintilografia miocardica ap6s o tratamento com CMMO. A area
branca representa a area de isquemia inicial que desaparece no seguimento de 2 meses.

“Sangue: O Fluido da Vida”

71



Figura 4 — Cateter de Injecao MyoStar® Chordis.

O cateter de injecao foi posicionado dentro do ventriculo esquerdo com uma técnica
semelhante a da angiografia ventricular. A ponta do cateter ao tocar a superficie do
endocardio foi cuidadosamente avaliada antes de cada injecao:

Posicao da ponta do cateter perpendicular a parede do VE;

Excelente “loop stability” (< 4);

Voltagem unipolar no sitio da injecao >6.9 mV;

Presenca de extra-sistole ventricular apos extensao da agulha garantindo que
a mesma alcangou o miocardio.

PN
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Figura 5 - Mapeamento eletromecanico do Ventriculo Esquerdo através do NOGA
MyoStar® Chordis. A. Imagem da area de injecao na parede infero-lateral do ventriculo
esquerdo. Os pontos pretos demonstram os pontos de injecao das CMMO. B. Imagem do
seguimento de 4 meses pos injecao transendocardica das CMMO, demonstrando melhora da
performance contratil (areas coloridas em verde, azul e roxo em ordem progressiva de forca
contratil) na area de miocardio correspondente.

A. Local das injecdes B. Sequimento de 4 meses

Linear Local Shmfeni[?y Map(%)

1.00 em

Sagittal(¥):0.0; Cord o606 20.0 Valume : 192.31 m) 1.00 cm

‘, s
1 Sagittal(¥):176.1; Coronal{X): P=174.1 Yolume : 254.56 mh |
“ “ \’
‘ S s

“Sangue: O Fluido da Vida”

73



Figura 6 - Analise histopatologica da parede antero-lateral do ventriculo esquerdo que
recebeu as injecoes transendocardicas com células mononucleares da medula 6ssea, em um
paciente do grupo tratado do protocolo do TACMMO para pacientes portadores de
cardiopatia isquémica cronica que faleceu 11 meses ap6s o tratamento. A imagem demonstra
aumento da trama vascular em meio a fibrose miocardica através de coloragao por Tricromo
Gomori.
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Figura 7 - Analise histopatologica da parede antero-lateral do ventriculo esquerdo que
recebeu as injecoes transendocardicas com células mononucleares da medula 6ssea, em um
paciente do grupo tratado do protocolo do TACMMO para pacientes portadores de
cardiopatia isquémica cronica que faleceu 11 meses ap6s o tratamento. A imagem demonstra
hipertrofia da parede vascular e de células perivasculares, marcadas em vermelho com fator
VIII e alfa-actina de musculo liso.
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Figura 8 - Analise histopatologica da parede antero-lateral do ventriculo esquerdo que
recebeu as injecoes transendocardicas com células mononucleares da medula 6ssea, em um
paciente do grupo tratado do protocolo do TACMMO para pacientes portadores de
cardiopatia isquémica cronica que faleceu 11 meses apoés o tratamento. Marcacgao para
vimentina, desmina e troponina demonstrando reagao positiva na parede vascular e em
células fibroblastoides do intersticio.
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ANEXO III - DEFINICAO DE EVENTOS ADVERSOS

Classificacao dos eventos adversos:

s CAUSALIDADE
A. Relacionados ao procedimento de puncao da medula 6ssea.

Eventos causados diretamente ou indiretamente pelo procedimento de puncao da
medula 6ssea tais como fratura 6ssea, osteomielite no local da punc¢ao, hemorragia
local, penetracao 6ssea com danos a estruturas subjacentes, etc.

B. Relacionados ao procedimento de injecao.

Eventos causados diretamente ou indiretamente pelo procedimento de injecao,
incluindo o procedimento de cateterismo e a injecao das CMMO per si, tais como
pseudoaneurisma; hematoma retroperitoneal; perfuracdo miocardica; rotura
coronariana; dissec¢ao coronariana; tamponamento cardiaco; complicacoes cérebro-
vasculares tais como acidente vascular cerebral e outros tipos de embolizacao
sistémica; etc.

C. Relacionados a acao das células mononucleares da medula 6ssea no
organismo.

Eventos adversos causados direta ou indiretamente pela acido ou das células
mononucleares no organismo ou da solucdo contendo células tais como
desenvolvimento de tecido cardiaco anormal ou desenvolvimento de tecido nao
cardiaco no local do implante; sindrome de resposta inflamatoria tipo IV; embolismo
periférico; reducao do fluxo coronariano; infarto agudo do miocardio; etc.

D. Nao relacionados aos procedimentos do protocolo de pesquisa.

Qualquer evento adverso observado que nao possa ser correlacionado a nenhum dos
itens acima.

“Sangue: O Fluido da Vida”

77



s INTENSIDADE

I. Leve
II. Moderada
III. Grave

Eventos Adversos Considerados Graves

Um evento adverso grave é qualquer evento que seja fatal ou ameace a vida, requeira
ou prolongue a internacao, resulte em incapacidade ou desabilidade significativa ou
persistente. Eventos médicos graves sao aqueles que podem nao ser imediatamente
ameacadores da vida, mas sao claramente de significado clinico maior, podem ser
potencialmente grandes para o sujeito da pesquisa ou outros na opiniao do
investigador. Eles podem prejudicar o paciente, e podem necessitar intervencao para
prevenir outros eventos adversos graves. Cancer normalmente sera considerado
evento adverso grave bem como qualquer morbidade secundaria a desenvolvimento

de tecido nao cardiaco no local do implante.

EAG.1.
EAG.2.
EAG.3.
EAG.4.
EAG.5.
EAG.6.
EAG.7.
EAG.8.
EAG.9.

EAG.10.

EAG.11.

EAG.12.
EAG.13.
EAG.14.

EAG.15.

EAG.16.

EAG.17.

EAG.18.
EAG.109.
EAG.20.
EAG.21.
EAG.22.
EAG.23.

Internagao Hospitalar.

Acidente Vascular Encefalico que resulte em seqiiela neuroldgica.
Descompensacao de Insuficiéncia Cardiaca.

Angina Instavel.

Arritmia ventricular grave.

Infarto Agudo do Miocardio.

Angioplastia coronariana.

Cirurgia de revascularizacao miocardica.

Reducao do fluxo coronariano.

Trombocitopenia (< 100.000/mm3).

Tamponamento Cardiaco.

Lesoes estruturais cardiacas agudas.

Choque cardiogénico.

Choque circulatoério por causa nao cardiogénica.
Sepsis.

Sindrome de resposta inflamatoria tipo 4.

Pericardite.

Fratura Ossea.

Osteomielite no local da puncao.

Hemorragia grave.

Penetracao 6ssea com danos a estruturas subjacentes.
Morbidade secundaria a desenvolvimento de tecido nao cardiaco.
Morte.
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Definicao dos Eventos Adversos Graves:

EAG.1. Internacao Hospitalar

Internacao hospitalar por qualquer causa sera considerada Evento Adverso Grave. O
motivo da Internacao Hospitalar sera classificado da seguinte forma: por
insuficiéncia cardiaca congestiva descompensada; por angina instavel; por infarto
agudo do miocardio; outros motivos.

EAG.2. Acidente Vascular Encefalico que resulte em seqiiela
neurologica.

Acidente Vascular Encefalico isquémico ou hemorragico que resulte em seqiiela
neurologica sera considerado Evento Adverso Grave. Seqiliela neurolbégica sera

definida como o desenvolvimento de qualquer déficit motor persistente com prejuizo
funcional.

EAG.3. Descompensacao de Insuficiéncia Cardiaca.
Descompensacao de Insuficiéncia Cardiaca sera considerada evento adverso grave

quando houver piora de classe funcional de Insuficiéncia cardiaca para NYHA III ou
IV, com indicacao de internacao hospitalar para o seu tratamento.

EAG.4. Angina Instavel.

Piora de classe funcional de angina para CCSC III ou IV ou II ou IIIB; II ou IIIC, com
indicacao de internacao hospitalar para o seu tratamento.

EAG.5. Arritmia ventricular grave.

Para fins deste protocolo serdao assim consideradas a taquicardia ventricular
sustentada de alta freqiiéncia e a fibrilacdo ventricular.

EAG.6. Infarto agudo do miocardio.
Conforme as diretrizes da Sociedade Brasileira de Cardiologia o diagnostico de

Infarto Agudo do Miocardio serd dado pela presenca de: a) histéria clinica de
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desconforto precordial sugestivo de isquemia; b) alteracoes em tragcados seriados de
eletrocardiograma; e c) aumento e queda dos marcadores de mionecrose (Troponina
I e CKMB).

Pelo menos um dos seguintes critérios deve estar presente: a) sintomas isquémicos; b)
desenvolvimento de ondas Q patologicas no eletrocardiograma; ou c) alteracoes
eletrocardiograficas indicativas de isquemia (elevacao ou depressao do segmento ST).

O IAM pos injecao de CMMO assim como o IAM pos angioplastia serao definidos
como elevacao dos niveis de CK-MB ou Troponina > 3 vezes o limite superior da
normalidade e > 50% que o valor prévio a angioplastia ou o surgimento de onda Q
(>0,04 segundos de duracdo ou com uma profundidade acima de 1/4 da amplitude
onda R correspondente) em duas ou mais derivacoes contiguas dentro das 24 horas
apos o procedimento.

O IAM recorrente sera definido como desconforto isquémico recorrente no repouso
ou descompensac¢ao hemodinamica quando acompanhado de:

1) Ou por novo Supra de ST ou por supra de ST recorrente, com > 0,i1mV em
qualquer derivacao contigua, com duracao de no minimo 30 minutos.

2) E/ou surgimento de nova onda Q patologica (>0,04 segundos de duracao ou com
uma profundidade acima de 1/4 da amplitude onda R correspondente) em
qualquer derivacao contigua.

3) Ou o surgimento de BRE completo dentro das 18 horas apés o diagnoéstico do
IAM.

E associado a elevacao enzimatica de CK-MB ou Troponina > 2 x o limite superior da
normalidade ou acima de 50% em relacdo ao nivel mais baixo de marcadores de
mionecrose prévios, dosados apds o paciente ter se recuperado de um evento agudo
recente.

O IAM recorrente podera ser secundario a trombose aguda intra stent.

EAG.7. Angioplastia coronariana.
Necessidade de novo procedimento de intervenc¢ao coronariana com ou sem implante
de stent, para o tratamento de complicacoes relacionadas ao procedimento ou nao. A
nova angioplastia coronariana seré classificada como re-intervencao ou nao do vaso

relacionado ao infarto. No caso de re-intervencao do vaso relacionado ao infarto sera
feita nova classificacdo quanto a re-intervencao ou nao da lesao alvo.

EAG.8. Cirurgia de revascularizacao miocardica.
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Necessidade de cirurgia de revascularizacao do miocardio urgente ou eletiva, para o
tratamento de complicacoes relacionadas ao procedimento ou nao.

EAG.9. Reduciao do fluxo coronariano.

Reducao do fluxo coronariano em uma classe TIMI. Fluxo TIMI 2 sera caracterizado
como TIMI frame count inferior a 40.

EAG.10. Trombocitopenia (< 100.000/mm3).

Sera considerada trombocitopenia grave a queda do namero de plaquetas abaixo de
100.000/mm3 mensurado em EDTA.

EAG.11. Tamponamento Cardiaco.

Tamponamento cardiaco de qualquer etiologia, inflamatério ou nao, que resulte em
indicacao de drenagem para o seu tratamento.

EAG.12. Lesoes estruturais cardiacas agudas.

Serao consideradas lesoes estruturais cardiacas agudas qualquer lesao estrutural do
coracao secundaria ao procedimento de injecao ou nao, tais como:

e Perfuracao miocardica, com ou sem tamponamento cardiaco, em regiao
relacionada ao infarto, sera considerada nao relacionada ao
procedimento de injecao ou a acao das células no organismo.

» Insuficiéncia mitral aguda secundaria a complicacées do infarto agudo
do miocardio ou nao. Rotura de musculo papilar em regiao relacionada
ao infarto agudo do miocardio sera considerada nao relacionada ao
procedimento de injecao ou a acao das células no organismo.

» Defeito do septo ventricular em regiao relacionada ao infarto agudo do
miocardio sera considerado nao relacionado ao procedimento de injecao
ou a acao das células no organismo.

EAG.13. Choque cardiogénico.

Choque cardiogénico é definido como choque circulatério secundario a faléncia de
bomba cardiaca, definido como hipotensao arterial mantida (PA sist6lica < = 90 mm
Hg por >= 30 minutes), acompanhada de sinais de hipoperfusao periférica (alteracao
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do nivel de consciéncia, vasoconstriccao periférica, extremidades frias, pele imida,
oliguria). Esta entidade clinica é nao responsiva as medidas de ressuscitacao
volémica, com um indice cardiaco < 2.2 1/min/m?2. Pacientes que necessitem suporte
circulatério mecanico ou farmacologico, superior a 1 hora, para manter a pressao
arterial serao também incluidos nesta categoria.

EAG.14. Choque circulatdrio por causa nao cardiogénica.

Choque nao cardiogénico é definido como choque circulatério ndo secundario a
faléncia de bomba cardiaca. Sera definido como hipotensao arterial mantida (PA
sistolica < = 90 mm Hg por >= 30 minutes), acompanhada de sinais de hipoperfusao
periférica (alteracio do nivel de consciéncia, vasoconstriccdo periférica,
extremidades frias, pele imida, oliguria). Esta entidade clinica é nao responsiva as
medidas de ressuscitacido volémica, com um indice cardiaco >= 2.2 1/min/mz2.
Pacientes que necessitem suporte circulatério farmacoldgico, superior a 1 hora, para
manter a pressao arterial serao também incluidos nesta categoria.

O choque circulatério nao cardiogénico sera classificado como choque obstrutivo

(como por exemplo, no tamponamento cardiaco, no embolismo pulmonar, etc) ou
distributivo (como por exemplo, na sepsis).

EAG.15. Sepsis.
Sepsis sera considerada evento adverso maior se preencher os critérios de sepsis
grave do “American College of Chest Physician” e “Society of Critical Care Medicine”,
1992, que associa a definicao de sepsis a disfunciao de pelo menos um 6rgao alvo.
Sepsis sera definida como sindrome secundaria a resposta do hospedeiro a infeccao,
com liberacdo de citoquinas e outros mediadores inflamatoérios. Deve, portanto,
preencher pelo menos quatro parametros de sepsis:
Parametros gerais — febre, calafrio, taquicardia, taquipnea, leucocitose.

Parametros inflamatérios — Elevacao de PCRt e/ou pré-calcitonina.

Parametros hemodinamicos — Aumento do débito, cardiaco, diminuicao da
resisténcia vascular sistémica, baixo consumo de oxigénio.

Parametros metabolicos — Aumento da necessidade de insulina.

Parametros de perfusao tecidual — Alteracao do nivel de consciéncia, reducao do
débito urinario, pele fria e tmida.

Parametros de disfuncdo organica — Aumento da uréia e creatinina, diminuicao da

contagem plaquetéria ou outras anormalidades da coagulacao, hiperbilirrubinemia.
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EAG.16. Sindrome de resposta inflamatoria tipo 4.
A presenca do tipo 4 de Sindrome de Resposta Inflamatoria Sistémica, bem como a

presenca de sepse secundaria ao implante sera considerada como evento maior, na
auséncia de outras causas identificadas para o quadro clinico.

EAG.17. Pericardite.
O Derrame pericardico sera classificado como tardio ou precoce. Derrame
pericardico tardio sera considerado aquele de qualquer etiologia que se manifeste
apoOs as seis primeiras horas decorridas do implante intracoronariano de CMMO.

Sera considerado relacionado ao implante das CMMO caso nao apresente qualquer
outro motivo 6bvio.

EAG.18. Fratura ossea.

Fratura provocada pelo procedimento de puncao da medula 6ssea.

EAG.19. Osteomielite.

Osteomielite relacionada ao procedimento de punc¢ao da medula 6ssea.

EAG.20. Hemorragia grave.
Hemorragia grave sera definida como queda na Hemoglobina > 5 mg/dl ou no HT >

15% com sitio de sangramento identificado ou presenca de hemorragia intracraniana,
retroperitoneal ou intraocular ou ainda necessidade de hemotransfusao.

EAG.21. Penetracao 6ssea com danos a estruturas subjacentes.

Penetracao 6ssea com danos a estruturas subjacentes secundarios ao procedimento
de puncao da medula 6ssea.

EAG.22. Morbidade secundaria a desenvolvimento de tecido nao
cardiaco.
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Qualquer morbidade secundaria ao desenvolvimento de tecidos nao cardiacos no
local do implante.

EAG.23. Morte.

Seré classificada quanto ao momento do 6bito, bem como quanto a etiologia. Neste
sentido, com relagdo ao momento sera classificada como na fase hospitalar ou na fase
de seguimento. Sendo na fase hospitalar serd novamente classificada quanto ao
momento relacionado ao implante: no poés-implante imediato (até 6 h apds o
implante) ou no pos-implante tardio (no periodo intra-hospitalar, depois de
decorridos 6 horas ap6s o implante),

Com relacao a etiologia seré classificada como sendo cardiaca ou nao cardiaca.

A morte cardiaca sera classificada como morte elétrica ou por faléncia mecanica e se
é secundaria ao implante ou acao das células no organismo ou nao.

A classificacdo da morte de cada um dos pacientes sera feita pelo Comité de
Seguranca Clinico, através da analise dos relatorios de eventos adversos graves, ou de

entrevista com os pesquisadores, caso necessario.

S6 as mortes cardiacas relacionaveis ao implante serao registradas como evento
dentro dos objetivos primarios deste estudo quanto a seguranca.

Obito naqueles pacientes considerados de alto risco para morte sdbita, ndo sera
considerado evento adverso relacionado ao implante no caso de morte subita na fase
de seguimento.
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ANEXO IV — ARTIGOS PUBLICADOS

Artigos publicados referentes ao “TACMMO em pacientes portadores de
cardiopatia isquémica terminal.”

1. Perin EC, Dohmann HF, Borojevic R, Silva SA, Sousa AL, Mesquita CT, et al.
Transendocardial, autologous bone marrow cell transplantation for severe, chronic
ischemic heart failure. Circulation 2003;107(18):2294-302.

2. Perin EC, Dohmann HF, Borojevic R, Silva SA, Sousa AL, Silva GV, et al. Improved
exercise capacity and ischemia 6 and 12 months after transendocardial injection of
autologous bone marrow mononuclear cells for ischemic cardiomyopathy. Circulation
2004;110(11 Suppl 1):11213-8.

3. Dohmann HF, Perin EC, Borojevic R, Silva SA, Souza AL, Silva GV, et al. [Sustained
improvement in symptoms and exercise capacity up to six months after autologous
transendocardial transplantation of bone marrow mononuclear cells in patients with
severe ischemic heart disease]. Arq Bras Cardiol 2005;84(5):360-6.

4. Dohmann HF, Perin E, Takiya CM. Transendocardial Autologous None Marrow
Mononuclear Cell Injection in Ischemic Heart Failure: Post-Mortem
Anaomopathological and Immunohistochemical Findings. Circulation 2005.
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ANEXO V — QUESTIONARIOS DE QUALIDADE DE VIDA

Questionarios de qualidade de vida:

1. SF36 (36-Item Short-Form Health Survey Questionnaire)
2. Minnesota (Minnesota Living With Heart Failure Questionnaire)
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ANEXO VI - TERMO DE CONSENTIMENTO

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido:

TACMMO em pacientes portadores de cardiopatia isquémica terminal
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica
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