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RESUMO

IMPACTO DA TERAPIA ANGIOGENICA SOBRE O TRATAMENTO DA
ISQUEMIA CRITICA DE MEMBROS INFERIORES EM MODELO ANIMAL.
Paulo Eduardo Ocke Reis
Orientadores: Prof. Dr. Radovan Borojevic
Prof. Dr. Sang Won Han

Resumo da Tese de Doutorado submetida ao Programa de P6s-Graduacdo em
Ciéncias Morfoldgicas, Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade Federal
do Rio de Janeiro (UFRJ), como parte dos requisitos necessarios a obtencao

do titulo de Doutor em Ciéncias Morfoldgicas.

Objetivo: Este estudo visa a pesquisar da terapia angiogénica para isquemia
arterial critica periférica de membros inferiores em modelo animal. Metodologia:
Camudongos BALB/c machos, com peso entre 20 e 25 g, com 10-12 semanas,
foram anestesiados e as artérias femoral, femoral profunda e poplitea foram
ligadas e seccionadas. Foram divididos em quatro grupos: | — recebendo
células mononucleares da medula é6ssea (CMMO), Il — recebendo vetor
plasmidial codificando para sintese do GM-CSF e células mononucleares da
medula 6ssea (UP-mGM + CMMO), Ill — isquémicos sem terapia e IV - controle.
Células adultas foram obtidas de camundongos BALB/c isogénicos através da
técnica de “flushing” e separadas pelo gradiente Ficoll. O vetor plasmidial de
expressao com o gene GM-CSF (uP-mGM) foi produzido baseado nas técnicas
de DNA recombinante. Para a terapia celular, foram injetados no musculo
quadriceps direito, logo apds a realizacdo da isquemia, 5x 10° CMMO, diluidas
em 50 uL de PBS. A terapia génica foi realizada pela injecdo de 100 pg de
vetor plasmidial em 100 pL de PBS no musculo quadriceps da pata esquerda,
em seguida realizamos a eletroporacdo. Foram aplicados trés pulsos de 80
Volts com 20 ms de duracdo e 1 s de intervalo. Os efeitos terapéuticos foram

avaliados durante quatro semanas, através de uma escala visual baseada no
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grau de isquemia, da seguinte forma: pata hipofuncional, sem necrose, no
estagio (1); necrose falangeal no (2); necrose acima do tornozelo no (3) e
atrofia (necrose) total da pata no (4). Apds quatro semanas, foi avaliado o grau
de atrofia e forca muscular pela mensuracao da forca do musculo gastrocnémio
verificados no aparelho medidor de forga antes do deslocamento cervical dos
animais. A seguir, os musculos gastrocnémio e quadriceps foram pesados e o
material encaminhado para histologia. Resultados: Na analise clinica descritiva,
verificamos que nenhum grupo tratado teve necrose total das patas. Na anélise
estatistica do peso e forgca muscular verificamos que o peso do musculo
gastrocnémio dos animais tratados foi significativamente maior que o0 né&o
tratado assim como e o0 peso do musculo quadriceps, assim como 0s testes
funcionais. A histologia demonstrou valores estatisticos significativos em
relacdo a presenca de vasos, regeneracao e infiltracdo de gordura. Concluséo:
Os resultados demonstraram claramente um maior comprometimento muscular
do grupo néo tratado. A terapia combinada demonstrou beneficio, mas os
resultados indicam que a aplicacdo de CMMO sozinha, foi mais efetiva do que
as terapias combinadas. Foi verificado nesse modelo, angiogénese terapéutica

nos grupos tratados comparando ao grupo isquémico.
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ABSTRACT

IMPACT OF ANGIOGENIC THERAPY ON THE TREATMENT OF CRITICAL
ISCHEMIA OF THE LOWER LIMBS IN ANIMAL MODELS.

Paulo Eduardo Ocke Reis
Advisers: Prof. Dr. Radovan Borojevic
Prof. Dr. Sang Won Han

Abstract of the Thesis submitted to the Post-Graduate Program of
Morphological Sciences, Institute of Biomedical Sciences, Federal University of
Rio de Janeiro (UFRJ), as part of requirements to obtain the title of Doctor in

Morphological Sciences.

» Objective: This study addressed the question of angiogenic therapy for
critical peripheral arterial ischemia of lower limbs in animal models.
Methodology: 10-12 week old male BALB/c mice, weighing from 20 g to
25 g, were anesthetized and the femoral, deep femoral and popliteal
arteries were ligated and severed. Animals were divided into four groups:
| treated with bone marrow mononuclear cells -CMMO, Il — with
plasmidial vector coding for GM-CSF and bone marrow mononuclear
cells (uP-mGM + CMMO), lll — ischemic with no treatment and IV —
control. Adult cells were obtained from isogenic BALB/c mice with the
flushing technique and separated by Ficoll gradient. The plasmid
expression vector with the GM-CSF (uP-mGM) gene was produced
based on the recombinant DNA techniques. For the cell therapy, 5 x 10°
CMMO diluted in 50 uL PBS were injected into the right quadriceps
muscle immediately after ischemia. The gene therapy was carried out
through the injection of 100 pg of plasmid vector in 100 uL PBS in the left
leg quadriceps muscle, immediately followed by electroporation. Three
80 Volt pulses, with 20 ms duration and at 1s intervals, were applied. The
therapeutic effects were evaluated during four weeks, by means of a
visual scale based on the degree of ischemia, as follows: hypofunctional

leg, without necrosis, as stage (1); phalangeal necrosis at (2); necrosis
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above the ankle at (3) and total atrophy (necrosis) of the leg at (4). After
four weeks, the degree of atrophy and muscular strength were
monitored, by measuring the strength of the gastrocnemius muscle,
verified on the strength measurement apparatus before the animals’
cervical dislocation. The gastrocnemius and quadriceps muscles were
weighed and the material forwarded for histology. Results: At descriptive
clinical analysis we verified that none of the treated groups had total
necrosis of the legs. At statistical analysis of weight and muscular
strength, we observed that the weight of the gastrocnemius muscle and
the weight of the quadriceps muscle were higher in treated animals.
Functional assays showed the same results. Histology showed
statistically significant values in relation to the presence of regenerated
vessels and fat infiltration. Conclusion: The results show clearly greater
muscular impairment in the untreated group. Combined therapy showed
benefits but the results indicate that CMMO applied alone is more
effective than both applied simultaneously. In this model therapeutic

angiogenesis was verified compared to the ischemic untreated group.
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LISTA DE ABREVIACOES, SIGLAS E SIMBOLOS

Ang-1: Angiopoietina -1

bFGF: Basic Fibroblast Growth Factor

BMMC: Células Mononucleares da Medula Ossea
CEP: Células Endoteliais Progenitoras

CML: Célula Muscular Lisa

CMO: Células da Medula Ossea

CMV: Citomegalovirus

CT: Células-Tronco

CTMO: Células-Tronco da Medula Ossea

DNA: Acido Desoxirribonucléico

DAOP: Doenca Arterial Obstrutiva Periférica

FE: Fracdo de Ejecao

FGF: Fibroblast Growth Factor

FGF- 2: Fibroblast Growth Factor-2

GM-CSF: Granulocyte Macrophage - Colony Stimulating Factor
HAS: Hipertenséo Arterial Sistémica

HIF: Hipoxia — Inducible Factor

HIF - 1: Hipoxia — Inducible Factor-1

HIF-1a: Hipoxia — Inducible Factor (fracdo proté€ica no citoplasma)
HGF: Hepatocyte Growth Factor

Hz : Hertz

hVEGFi6s : Human VEGF 145

IAM: Infarto Agudo do Miocardio



IE-HCMV : Immediate-early Human CMV

ITB: indice Tornozelo - Brago

MCP-1: Proteina Quimioativa de Mondcitos

MGM-CSF: murine GM-CSF

mg: Miligramas

mm?** Milimetros Cubicos

MMPs: Metaloproteinases

ml: Mililitros

MO: Medula Ossea

ms: Mili-Segundos

mRNA : RNA-mensageiro

n : Total de Pacientes

NO: Oxido Nitrico

O, : Oxigénio

P: Probabilidade

Pb : Pares de bases

PBS: Phosphate - Buffered Solution

pVAX :Introgen (Vetor plasmidial construido no laboratério CINTERGEN)
RNA: Acido Ribonucleico

TCO,: Presséo de Oxigénio Transcutaneo

TNF-a: Fator de Necrose Tumoral

TACT: Therapeutic Angiogenesis Using Cell Transplantation
TACMMO: Transplante Autélogo de Células Mononucleares da Medula Ossea
TASC- Trans-Atlantic Inter Society

uP- Vetor plasmidial
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uP-mGM: Vetor Plasmidial que expressa mGM-CSF
uP-VEGF:Vetor Plasmidial que expressa hVEGFi¢s
V: Volts

VPF: Vascular Permeability Factor

VEGF: Vascular Endothelial Growth Factor
>: Maior

<: Menor

A

: Maior ou Igual A

<: Menor ou Igual A

Kg: Microgramas

ul: Microlitros.

1. INTRODUCAO

1.1 FUNDAMENTOS

O tratamento atual da isquemia critica dos membros inferiores consiste
numa tentativa universal e agressiva de salvamento destes. Apesar do
conhecimento de fatores que contribuem no desenvolvimento da doenca
isquémica de membro inferior, algumas limitagbes s&o encontradas
principalmente na identificacdo da populagdo com maior risco de amputacédo e
na prevencdo da progressdo da doenca vascular. Os fatores de risco
identificados para a doenca arterial obstrutiva periférica (DAOP) sé&o
essencialmente os mesmos que promovem a aterosclerose. O tabagismo
confere ao paciente trés vezes mais risco de desenvolver sintomas isquémicos
dos membros inferiores que pacientes ndo fumantes. O estudo de Framingham
demonstrou ainda que a chance de fumantes desenvolverem DAOP é duas
vezes maior que de desenvolverem doenca arterial coronariana [Kannel et al.,
1985; Murabito et al., 1997].
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Pacientes com diabetes correm o risco duas vezes maior de
apresentarem doenca arterial periférica que pacientes ndo diabéticos. A
resisténcia a insulina, a intolerancia a glicose e a hiperinsulinemia foram
consideradas fatores de risco para a DAOP. A hiper-homocisteinemia é
reconhecida como fator de risco, com 0 aumento maior que seis vezes no
desenvolvimento da doenca aterosclerdtica, bem como a lipoproteina-A que
acima de 30 mg /dL é um forte fator de risco independente para DAOP [Kannel
et al., 1985]. Além disso, a associacdo entre a hipertrigliceridemia e a
progressdo da aterosclerose carotidea e coronariana esta bem estabelecida
em sua relacdo com a doenca de membros inferiores [Martin et al., 1986;
Blauw et al., 1997]. O papel da hipertensdo arterial sistémica (HAS) no
desenvolvimento da doenca € motivo de debate, com os estudos de
Framingham e Finnish chegando a conclusdes opostas [Murabito et al., 1997].
A HAS pode ter tanto relacdo de causa quanto de efeito. Sabe-se que o
controle agressivo da pressdo em pacientes hipertensos recentemente
diagnosticados pode reduzir a perfusdo, gerando descompensacdo do
membro, tornando-o sintomatico. Quando estes fatores de risco acima
mencionados coexistem, 0 risco relativo de desenvolvimento de DAOP
aumenta substancialmente. A combinacdo de qualquer fator de risco com
tabagismo praticamente triplica a probabilidade de doenca arterial de membros
inferiores [Murabito et al., 1997].

E importante ressaltar a crescente mortalidade na populagdo com
doenca vascular periférica devido a influéncia do membro isquémico sobre o
sistema cardiovascular. Possivelmente, o aumento do risco para infarto agudo
do miocéardio (IAM) e acidente vascular cerebral nesta populacdo esteja
relacionado ndo somente a um estado de aterosclerose sistémica, mas
também a um estado pro-inflamatério crénico induzido pela isquemia de
membros inferiores, com geracao de grande quantidade de radicais livres de
oxigénio [Murabito et al.,1997;Dormandy et al.,2000].

O que parece bem estabelecido é que a DAOP coexiste freqiientemente
com a doenca aterosclerotica cerebral e coronariana. O diagndéstico da doenca
arterial coronariana concomitante pode ser estabelecida pela historia clinica,
exame fisico e eletrocardiograma em 40% a 60% dos pacientes com

claudicagéo intermitente [Murabito et al., 1997]. Em metanalise desenvolvida

17



pelo consenso do Trans-Atlantic Inter-Society (TASC), pode-se concluir que
aproximadamente 60% dos pacientes com DAOP tém doenca arterial
coronariana significativa, doenca cerebrovascular ou ambas, enquanto 40%
dos que tém doenca cerebrovascular ou coronaria irdo desenvolver DAOP.
Apesar da demonstracdo da intima relagdo entre estas patologias, o impacto
da modificacdo dos fatores de risco cardiovasculares sobre a historia natural da
vasculopatia periférica € desconhecido [Murabito et al., 1997; Dormandy et al.,
2000].

A principal manifestagéo clinica da doenca é a claudicagdo intermitente,
definida como a dor das pernas que piora com a marcha e melhora apés a
interrupcdo da mesma. E causada pela isquemia e pela insuficiéncia arterial
periférica, que progride lentamente. Cerca de 5% dos homens e 2,5% das
mulheres acima de 60 anos tém claudicacao intermitente. A prevaléncia é pelo
menos trés vezes maior quando se considera a populacdo de pacientes

sintomaticos e assintomaticos submetidos a testes diagndsticos nao invasivos.

Num periodo de 5 a 10 anos, cerca de 70% destes pacientes
permanecerdao assintomaticos ou oligossintomaticos, mas 30% apresentardo
sintomas progressivos e terdo indicacao de revascularizacao arterial. Cerca de
20% destes evoluirdo da claudicacdo intermitente para a isquemia critica do
membro e os 10% restantes terdo indicacdo de amputacdo menor, um ou mais
pododéctilos ou parte do pé, com uma incidéncia abaixo de 4% para
amputacdo maior, na perna ou coxa. A associacdo de diabetes mellitus e o
habito do fumo sdo os maiores agravantes para a DAOP, proporcionando uma
evolucdo mais rapida da doenca. [Rutherford et al. 1986; Dormandy et al.,
1999; Dormandy et al., 2000; Norgren et al., 2007].

O indice Tornozelo / Brago (ITB), cuja mensuracdo é realizada através
do aparelho de Doppler-som, é obtido tendo como parametro a pressao
sistélica, dividindo-se o maior valor mensurado nas artérias da perna pelo
maior mensurado na artéria braquial, devendo ser realizado de rotina nesses
pacientes. Dormandy demonstrou que um ITB de 0,5 no diagnostico inicial € o
indicador prognoéstico mais significativo para a deterioragcdo da DAOP e a

necessidade de intervencéo [Dormandy et al., 1999].
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Muitos pacientes sintométicos tém grave limitagdo funcional, incluindo
incapacidade de deambular; de manter uma vida independente, associada a
uma sobrevida diminuida. Uma revisdo de mais de 24 estudos pelo TASC
determinou as taxas de mortalidade de 5, 10 e 15 anos de pacientes com
DAOP sintométicos em 30%, 50% e 70% respectivamente. O ITB também se
mostrou importante ao determinar associagao de seus valores menores que 0,5
com doenca arterial coronariana mais grave e a aumento da mortalidade.
Pacientes com ITB igual ou menor a 0,3 tem taxas de sobrevida
significativamente menores que aqueles dentre a faixa de 0,31 a 0,9
[Rutherford et al. 1986; Dormandy et al., 1999; Dormandy et al., 2000; Norgren
et al., 2007].

Apesar dos esfor¢cos para revascularizacdo do membro isquémico, o
tratamento cirargico pode evitar a amputacdo, mas ndo necessariamente
resulta em deambulacdo e em vida independente, embora o aprimoramento
das diversas técnicas de revascularizacdo (percutaneas minimamente
invasivas ou cirurgicas) ter permitido resultados cada vez mais efetivos quanto
ao salvamento do membro isquémico [Bosch et al., 1999]. Independente disso,
mesmo em casos de sucesso cirlrgico, a caracteristica difusa da doenca
arterial implica em outras co-morbidades acima enumeradas, mantendo altas
taxas de morbidade e mortalidade nestes vasculopatas graves [Rutherford et
al. 1986; Dormandy et al., 1999; Dormandy et al., 2000; Norgren et al., 2007].
Estes pacientes sdo, na maior parte dos casos, do sexo masculino e
encontram-se entre a sexta e a sétima décadas da vida. O intenso consumo de
medicamentos é também uma realidade na vida destes pacientes. Quase todos
tomam medicamentos de acéo cardiovascular devido a propria doenca vascular
e as outras condi¢cbes co-morbidas, tais como nitratos, inibidores da enzima
conversora do angiotensinogénio e diuréticos. Mais de 70% usam
blogueadores dos canais de célcio. Os sintomas frequentes, a limitacdo
funcional e a dependéncia fisica 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 saude.

Vérios estudos tém demonstrado que a mortalidade operatéria, a
permanéncia hospitalar e a sobrevida em longo prazo tém melhores resultados

nos pacientes submetidos a revascularizagdo do membro ao invés da
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amputacao, [Rutheford et al., 1986; Dormandy et al., 2000; Spichler, 2003;
Norgren et al., 2007]. Os custos da amputacdo comparados a cirurgia de
revascularizacdo, embora ndo avaliados por estudos randomizados, €
consistentemente maior e esta longe de representar o desejado dos pacientes,
seus medicos e familiares [Spichler, 2003].

O diagnostico tardio das lesdes que levam a amputagdo ainda € o mais
prevalente, determinado por motivos basicamente sociais como desinformacao
da populacado, auséncia de prevencédo e infra-estrutura do sistema de saude.
Como exemplo, dentre casos de isquemia critica atendidos pelo sistema Unico
de salde, a amputacdo priméria (menor ou maior) esta indicada para a
resolucao da patologia do membro em mais da metade dos casos.

Assim, o investimento social e a melhoria da formacéo profissional
devem ser buscados. A distribuicdo da informacédo e a busca do diagndstico
precoce conduzirdo a reducgdo nos elevados indices de amputacao.

Para os diversos estagios da progressdo da doenca arterial existem
diferentes condutas terapéuticas. Pacientes oligossintomaticos ou com
claudicacdo leve, que ndo geram modificacdes nos habitos de vida diarios,
devem ser tratados conservadoramente através de modificacbes de habitos
nocivos e do uso de medicamentos vasoativos. Pacientes com claudicacdo
incapacitante para pequenas distancias, com dor em repouso ou lesdes
isquémicas nos membros inferiores, sdo candidatos a revascularizacao (Tabela
1). Rutheford propds uma nova classificacdo clinica mais abrangente que néo
utilizaremos [Rutheford et al., 1986]. A classificagcdo que empregamos para o
estadiamento da DAOP ¢é a classica de Fontaine, que tem a vantagem de ser

de facil compreenséo.

Tabela 1: Classificacéo de Fontaine
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Estagio | Assintomatico
Estagio Il Claudicacao Intermitente

e Limitante

e Incapacitante
Estagio Il Dor Isquémica em repouso
Estagio IV Lesdes Troficas

# Em negrito, o grupo que mais frequentemente é candidato a
procedimentos de revascularizacao.

A revascularizagdo cirurgica dos membros inferiores pode ser realizada
através de dois métodos, basicamente. Um deles € o método classico que
consiste na utilizacdo de enxertos venosos ou proteses. O outro método aplica
técnicas endovasculares (utilizagcdo de bainhas, guias, cateteres e stents),
acessando 0s vasos pela técnica percutanea por punc¢do com agulha ou
disseccdo minima dos vasos.

Ambos tém suas aplicacbes bem determinadas, embora as indicacdes
de uma técnica ou outra possa variar de acordo com as caracteristicas de cada
caso e experiéncia do cirurgido [Norgren et al., 2007] .

No segmento infrapopliteo (mais freqiente segmento afetado nos
pacientes com diabetes), os resultados com o uso de proteses sdo pobres,
sendo a cirurgia realizada na maioria das vezes com a interposi¢céo de enxertos
Venosos entre artérias pérvias. A paténcia dessa cirurgia € variavel e, em
muitos casos, as falhas de enxertos na evolucédo do paciente sdo evidenciadas.
Novas intervencbes estdo sempre sendo propostas, uma vez que existam
indicativos de novos processos isquémicos, ou falhas dos enxertos prévios.

E importante ressaltar que a evolugdo da doenca aterosclerética néo foi
interrompida e o paciente pode precisar de novas intervencées. Nesse caso, a
opcédo endovascular, ou seja, minimamente invasiva é muito atraente no que se
refere a procedimentos com menor trauma cirdrgico, seja para tratar as
complicagbes do procedimento inicial ou reintervengbes devido a evolugdo
inexoravel da doenca aterosclerdtica. A intengcdo com a revascularizacao € de
permitir ao paciente autonomia, principalmente nos idosos, mesmo que seja
apenas por algum tempo nos estagios mais avancados de isquemia [Norgren et
al., 2007] .
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Com o avanco tecnolégico e dos recursos profissionais atuais, a
tendéncia é que os pacientes isquémicos apresentem melhores progndsticos
na manutencdo da integridade de seus membros através de um
acompanhamento mais estreito. Porém, na evolucdo da doenca arterial, que
depende de diversos fatores relacionados ao acompanhamento do paciente,
suas condic¢des clinicas e sociais, ndo sdo raros 0s casos em que as opc¢oes
para o tratamento cirdrgico da isquemia se esgotam. Por vezes, apés a
realizacdo sucessiva de procedimentos, o paciente geralmente alcanca um
estagio de doencga caracterizado por artérias de pequeno calibre, muitas vezes
mantidas por extensa rede de colaterais insuficientes para gerar perfusao
adequada aquela area tecidual, anatomias complexas, muitas vezes
envolvendo enxertos arteriais e/ou venosos trombosados, com dificuldade de
acesso percutaneo; auséncia de enxertos venosos viaveis na utilizacdo para a
revascularizacéo; presenca de doenca grave no leito distal que atenuam os
potenciais beneficios dos procedimentos [Rutherford et al. ,1986; Second
European Consensus, 1991] . Nesse contexto, passa a existir uma classe de
pacientes isquémicos que ndo sdo candidatos ao tratamento cirdrgico e que
sofrem com a progressao da doenca isquémica. Para este tipo de pacientes,
algumas estratégias terapéuticas farmacoldgicas vém sendo aplicadas, tais
como a utilizacdo de prostaglandinas por via intravenosa, intra-arterial ou por
via oral mais recentemente, porém com resultados ainda limitados e em analise

[Second European Consensus, 1991].

As implicacdes terapéuticas dos fatores de crescimento angiogénicos foram
identificadas pelos estudos pioneiros de Folkman [Folkman, 1971].
InvestigagOes posteriores estabeleceram a possibilidade da utlizacdo de
formulacbes de fatores de crescimento angiogénico recombinantes com o
objetivo de desenvolver ou aumentar a rede de colaterais em modelos animais
de isquemia crbnica miocardica ou de membro inferior. Foi denominada entéo,
angiogénese terapéutica [Takeshita et al., 1994] . E o crescimento de novos
vasos nos tecidos a partir de vasos pré-existentes. Atuando no tratamento da
isquemia critica dos membros e que associada ao controle dos fatores de risco,

incentivo a pratica de exercicios e terapia farmacolégica, pode ser uma
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alternativa para melhorar o fluxo sangiiineo nas extremidades dos membros
inferiores [Takeshita et al., 1994].

Mais recentemente, alternativas relacionadas a terapia celular e terapia
génica comecaram a serem desenvolvidas. Asahara e colaboradores foram os
primeiros a demonstrarem que o sangue periférico contém células endoteliais
progenitoras (CEP) que podem se diferenciar em diferentes fungdes [Asahara
et al.,, 1997] em modelo animal. A neovascularizacdo pos-natal ocorre por
migracao e proliferacdo de células endoteliais locais e através da diferenciacao
das CEP derivadas da medula 6ssea em pacientes com isquemia critica de
membros sem opc¢ao de tratamento cirdrgico [Sprengers et al., 2008] .

Nos ultimos anos, estudos in vitro e in vivo tém sido publicados
sugerindo o potencial do uso de células-tronco (CT) com esta finalidade. O
transplante autélogo de células mononucleares da medula 6ssea (TACMMO)
tem demonstrado um grande potencial terapéutico tanto in vitro quanto in vivo
para doenca arterial periférica [Asahara et al., 1997,1999 e 2000; Asahara e
Isner, 2002; Shi et al., 1998; Buschmann e Schaper, 2000; Carmeliet e Luttun,
2001; Ikenaga et al., 2001; Iba et al., 2002; Tateishi-Yuyama et al, 2002; Al-
Khaldi et al., 2003; Saigawa et al., 2004; Reis, 2005; Huang et al., 2007,
Emmerich, 2005 ; Aradjo et al., 2005; Yoshida, 2005; Kajigushi et al., 2007; Van
Huyen et al., 2008; Van Tongeren et al., 2008 ; Sprengers et al., 2008].

1.2. DESENVOLVIMENTO

1.2.1 TERAPIA CELULAR & TERAPIA GENICA

As CT caracterizam - se por serem células indiferenciadas, capazes de
se auto-regenerar e de se diferenciar em diversas linhagens celulares
[Weissman, 2000]. Estas células podem ter origem embrionaria ou adulta. De
acordo com a sua capacidade de auto-renovacéo e diferenciagéo, as CT
podem ser classificadas como toti-potentes, pluri-potentes ou multi-potentes:

1. As células toti-potentes tém a capacidade de gerarem

sozinhas todos os tecidos de um novo embrido.
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2. As células pluri-potentes proliferam por longo prazo in vitro
sem se diferenciar, mas também podem diferenciar-se em linhagens celulares
se as condi¢des de cultivo das células forem modificadas. S&o caracteristicas
de células-tronco embrionarias. Varias evidéncias indicam que algumas
células-tronco adultas também possuem esta propriedade.

3. As células multi-potentes tém capacidade mais reduzida para
diferenciacéo, estando destinadas a linhagens celulares especificas.

As células pluripotentes, teoricamente, podem gerar todos os tipos
celulares e possuem uma alta capacidade de proliferacdo em um estado
indiferenciado por um periodo prolongado em cultura [Weissman, 2000]. Estas
células derivam preferencialmente de tecidos embrionarios, principalmente da
massa interna do blastocisto [Donovan e Gearhart, 2001]. Recentemente,
células pluripotentes tém sido identificadas na medula 6ssea (MO) adulta
[Reyes et al., 2001; Kucia et al.,2007] e também no sangue de corddo [Kucia et
al., 2007] .

Organismos adultos tém a capacidade de auto-regenerar determinados
tecidos como a pele, o epitélio intestinal e principalmente o sangue, que tém
suas células constantemente destruidas e renovadas num complexo e
finamente regulado por processo de proliferacdo e diferenciacdo celular.
Durante décadas estudou-se o processo de hematopoese a partir de CT multi-
potentes, localizadas no interior dos 0ssos, que sé&o capazes de dar origem a
células progressivamente mais diferenciadas e com menor capacidade
proliferativa [Weissman, 2000] .

O processo de renovacdo celular é tdo intenso que, diariamente, 23
novas células sanguineas entram na circulacdo. E verdadeiramente
assombroso que o organismo consiga manter um processo proliferativo tao
exuberante sob controle, impedindo, em circunstancias normais, que o numero
de células produzidas exceda o necessario e que as células liberadas na
circulacdo estejam no estagio correto de diferenciacao.

A nocao de que varios tecidos e 6rgdos do corpo humano, como o
figado, musculo esquelético, pancreas, e sistema nervoso, tém estoque de
células-tronco com uma capacidade limitada de regeneracdo tecidual apos
injuria é razoavelmente recente. Ainda mais recente € a idéia de que as CT

presentes nestes varios 0rgaos sdo nao apenas multi-potentes, no sentido de
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gue podem gerar as células constitutivas daquele 6rgao especifico, mas
também pluri-potentes, em que também podem gerar células de outros érgaos
e tecidos [Shi et al, 1998 ; Asahara et al, 2002 ; Al-Khaldi et al, 2003 ] .

Obviamente, a possibilidade de utilizar as proprias células de individuos
adultos resolveria simultaneamente os dois principais problemas enfrentados
pela bioengenharia: a rejeicdo imunoldgica de transplantes heterélogos e as
objecdes ético-religiosas do uso de material fetal. Varios estudos vém
demonstrando de forma cada vez mais consistente que células originadas na
medula dssea participam intensamente da regeneracgdo de varias estruturas do
sistema cardiovascular [Shi et al., 1998; Asahara et al., 2002; Al-Khaldi et al.,
2003; Jain, 2003]. O numero de células endoteliais progenitoras circulantes
aumenta em resposta a isquemia e sao atraidas para os sitios de isquemia em
isquemia de membro inferior e miocardio [Shintani et al., 2001; Sprengers et al.
,2008] .

Na década de 90, foram utilizadas para aplicacdo em tecido cardiaco, as
células satélites do musculo esquelético em transplantes celulares para
coracOes submetidos a lesdes criogénicas ou isquémicas. Entretanto, ao
contrario do que se observou com os mioblastos cardiacos fetais e as CT
medulares, ndo foi descrito o estabelecimento de juncdes comunicantes entre
as células satélites transplantadas e o miocardio, o que resultou em focos de
arritmia. O uso de CT pluri-potentes para o tratamento de doencas
cardiovasculares tem demonstrado um enorme potencial terapéutico. Os
estudos in vitro e in vivo demonstram que as células mononucleares da medula
o0ssea podem diferenciar-se em cardiomidcitos e vasos sanguineos [Jackson et
al., 2001].

O implante de mioblastos nas areas de fibrose realizado durante a
cirurgia de revascularizacdo miocardica foi a primeira descricdo de terapia
celular em humanos para tratamento de doencas cardiacas [Menasche et al.,
2001 Hamano relatou cinco casos no Japdo, onde o transplante
intramiocardico das células-tronco da medula ¢6ssea (CTMO) foi realizado
durante cirurgia de revascularizacéo e que trés dos cinco pacientes obtiveram
melhora da perfusdo miocardica nos territorios injetados. Além disso,
confirmaram os resultados de estudos experimentais prévios em modelos

animais de que ndo houve nenhuma alteracdo prejudicial nos coracdes onde as
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CT foram injetadas [Hamano et al., 2001]. Na Alemanha, o Dr. Bodum Strauer
relata pela primeira vez o uso de CTMO com seguranga, por via coronariana,
em dez pacientes apés o IAM [Strauer et al., 2002].

Estes resultados foram novamente confirmados por outro estudo em
humanos, conduzido por Christof Stamm, na Universidade de Rostock,
Alemanha. Neste estudo, seis pacientes foram submetidos ao tratamento per-
operatorio com injecdes transepicardicas de CTMO em areas de fibrose
miocardica. Os resultados também mostraram seguranca do procedimento e
melhora da perfusdo miocardica em cinco dos seis pacientes, no seguimento
de trés meses [Stamm et al., 2003].

No estudo TOPCARE, também realizado na Alemanha, as CTMO, (n=9)
e as CT obtidas do sangue periférico e expandidas in vitro em cultura (n=11),
foram administradas por infusdo intracoronariana quatro dias ap6s o IAM em
pacientes que foram submetidos a angioplastia primaria. Os dados
apresentados sugeriram uma reducdo da area de necrose ao final de quatro
meses. Nos pacientes avaliados por tomografia com emissdo de poésitrons,
houve aumento de 15% na captacdo, o que confirmou a diminuicdo na area
infartada. Paralelamente, houve reducdo de 25% no volume sistélico final,
associado a melhora da fracdo de ejecdo (FE), ambos ndo observados no
grupo controle ndo randomizado (n=11). Vale destacar que houve melhora da
contratilidade cardiaca regional mesmo em pacientes que nao tiveram critérios
de viabilidade cirtrgica ao ecocardiograma com dobutamina [Assmus et al.,
2002].

Em ambito nacional, as pesquisa envolvendo CT tém avancado de forma
importante. A parceria entre o Hospital Pr6-Cardiaco do Rio de Janeiro, o
Texas Heart Institute de Huston, e a Universidade Federal do Rio de Janeiro
(UFRJ), permitiu a conducdo de um estudo com implante trans-endocardico,
por meio de catéter, de CTMO em pacientes com cardiopatia isquémica grave,
sem possibilidade de revascularizacdo miocéardica convencional [Perin et al.,
2003]. Quatorze pacientes foram submetidos a terapia celular. Os transplantes
de células foram realizados com o uso do cateter NOGA e os procedimentos
foram realizados sem maiores complicacdes, sendo que todos 0s pacientes

receberam alta hospitalar em 48 h.
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Em dois meses de acompanhamento houve significativa melhora dos
sintomas, aumento da perfusdo miocéardica, com reducao da area de isquemia
de 15,1% para 4,5% da area do ventriculo esquerdo com (p= 0,02), reducéo do
volume sistélico final em 15% (p=0,03) e melhora relativa de 31% na FE (p= 0,
0004). Em 2001 Ikenaga, publica trabalho em modelo de isquemia em patas de
camundongos, que tinha o objetivo de investigar a extensao da angiogénese,
induzida pela implantacdo de células autdlogas mononucleares e verificada
através da capacidade de melhora em exercicios. Os resultados tiveram
significAncia estatistica e demonstraram restabelecimento da forgca muscular
pelo aumento do fluxo sangliineo no musculo adutor [Ikenaga et al., 2001].

Em agosto de 2002, foi publicado o primeiro estudo clinico em humanos
de transplante autélogo de CMMO em 52 pacientes com isquemia crénica dos
membros através de inje¢cBes na panturrilha, baseados em modelos prévios e
experimentais de isquemia de membro e de isquemia do miocardio [Tateishi-
Yuyama et al., 2002] . Este estudo demonstrou a seguranca do método e a
eficacia em desenvolver angiogénese terapéutica, provavelmente relacionada a
presenca de CEP na medula 6ssea e a possibilidade destas células secretarem
diversas citocinas que estimulem a angiogénese. Este grupo tratou quarenta e
cinco pernas com CTMO e verificou melhora significativa no ITB, pressdo de
oxigénio transcutaneo (TCO:) em mmHg, aumento no tempo de caminhada
sem dor, incremento do fluxo ao lazer Doppler e formacdo de vasos na
arteriografia.

A implantacéo das células melhorou a dor em repouso desses pacientes,
assim como o fechamento de feridas isquémicas, demonstrando a eficiéncia do
procedimento [Tateishi-Yuyama et al., 2002]. Outro grupo, seguindo 0 mesmo
protocolo em humanos com sete pacientes com isquemia critica de membros,
observou na circulagdo apds o procedimento células CD34" e CD 133"
circulantes por um més [Kajiguchi et al., 2007]. A eficiéncia clinica da terapia
celular em isquemia critica de membro inferior tem como primeiro fator
determinante e correlacido estreita o nimero de células CD34", células
progenitoras circulantes, CEP que expressam em suas membranas a molécula
CD34" [Saigawa et al., 2004].

A terapia génica é geralmente obtida via introducdo de DNA estranho

nas células num processo conhecido como transducdo ou transfeccéo. Pode
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envolver a entrega integral de genes ativos ou bloqueio da expressdo de um
gene nativo pela transfeccdo de oligonucleotideos antisenso, conhecidos com
acido ribonucléico (RNA) de interferéncia. Esses RNA sdo pequenas cadeias
de acido nucléico em fita simples, que tém como finalidade se anelar ao mMRNA
(RNA - mensageiro), impedindo a sua transcricdo. A terapia génica pode ter
como objetivos a correcao, quando ocorre a inser¢cao de um gene funcional no
local de um nédo funcional ou delecdo de um gene deletério; a
complementacdo, quando é feita a introducdo de uma coOpia normal sem
modificacdo do original e adicdo, com o acréscimo de um gene ausente no
genoma. Na doenca vascular periférica, focaliza-se atualmente em trés pontos:
angiogénese terapéutica e estimulacdo do crescimento de vasos sanguineos,
prevencao de re-estenose apos angioplastia com baldo ou colocacao de stent e
prevencao de insucessos de enxertos vasculares. Os vetores mais utilizados
sdo: adenovirus 25%, retrovirus 23%, Naked DNA 18% (plasmidio purificado)
[Silva et al., 2008]. Nos protocolos de terapia génica clinica, com o objetivo de
estimular angiogénese na isquemia de membros, tem sido utilizado
principalmente os seguintes fatores de crescimento, “vascular endothelial
growth factor” (VEGF), “fibroblast growth factor” (FGF), o “hepatocyte growth
factor” (HGF), “angiopoetin 1”7 (Ang-1) ou a expressao da “hypoxia —inducible
factor” (HIF-1)

Diversos estudos experimentais utilizando proteina recombinante ou
transferéncia génica de angiopoietina -1, VEGF, FGF-2 e HGF foram realizados
ou citados [Takeshita et al., 1996; Tsurumi et al. 1997; Bobek et al., 2006].

A terapia génica incrementa a producdo de fatores de crescimento
localmente. Por esse processo, um gene que expressa o fator € introduzido em
um DNA de origem bacteriana (plasmidio) ou viral (geralmente adenovirus), o
qual é introduzido e se incorpora ao DNA nas células dos tecidos isquémicos,
passando a produzir o fator de crescimento. [Yla-Hertuala e Alitalo K , 2003;
Silva et al., 2004; Bobek et al., 2006]. Esses fatores de crescimento
predominantemente agem nas células endoteliais para promover proliferacéo e
migracao dessas células.

O VEGF foi identificado inicialmente como o fator que aumenta a
permeabilidade vascular. Anteriormente, o VEGF foi denominado de “vascular

permeability factor” (VPF), mas hoje se sabe que ele desempenha mudultiplas
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funcgbes biologicas nas células endoteliais: aumento de mediadores vasoativos,
aumento de componentes tromboliticos e de via de coagulagéo, supressao de
hiperplasia de célula muscular lisa (CML) vascular, inibicdo de trombose,
hipotensado e vaso-relaxamento. A expressao do VEGF é regulada por hipdxia,
a qual gera oxido nitrico (NO) e HIF-1 [Murohara et al., 1998]. A transfec¢ao
génica em seres humanos utilizando DNA carreando VEGF (phVEGF) foi
inicialmente realizada para o tratamento de pacientes com isquemia grave de
membros.

O primeiro protocolo de terapia génica para isquemia foi realizado em
1994, pelo Dr. Jeffrey Isner da universidade Tufts nos EUA. Neste protocolo, foi
utilizado um cateter com hidrogel contendo o vetor plasmidial VEGF1¢5. Como 0
procedimento e a eficacia ndo foram satisfatorios, Dr. Isner comecou a tratar a
DAOP através de injecdo intramuscular do vetor plasmidial VEGFigs.
Surpreendentemente, o resultado foi bem melhor que o esperado e, em
consequéncia disso, trés pacientes com dor em repouso tratados com 1000 ug
de phVEGF evoluiram com melhora sintomatica do fluxo arterial para o
membro tratado ap6s um ano de acompanhamento. Esses resultados
determinaram a possibilidade de aumento da dose para 2000 pg em outro
paciente e entdo ocorreu evidéncia angiografica e histolégica de neoformacao
vascular [Isner et al., 1996]. Resultados de injecéo intramuscular de phVEGF-
A1es com transferéncia génica foi realizado em estudo clinico fase | com nove
pacientes e dez membros inferiores com isquemia critica, nesse momento o
autor sugeriu na interpretacdo dos seus resultados cautela, se a injecéo
intramuscular com vetor plasmidial expressaria suficiente phVEGFi65 para
induzir angiogénese terapéutica em pacientes selecionados com doenca
arterial periférica [Baumgartner et al., 1998]. Injecdo direta intramiocardica de
phVEGF-A45 foi realizada com sucesso em pacientes portadores de doenca
coronariana sem possibilidade de revascularizagdo [Losordo et al.,1999].
Sarkar verificou efeito angiogénico em sete pacientes portadores de angina
refrataria cronica, por meio de minitoracotomia, com injecdes transepicardicas
de phVEGF-Ases, que o resultado foi satisfatério [Sarkar et al., 2001].

Um estudo randomizado, duplo cego, utilizando como vetor um
adenovirus demonstrou resultados positivos, indicando circulagcdo colateral

aumentada no grupo tratado com VEGF através de angiografia em trés meses,
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concluindo que a terapia génica pode ser Util para o tratamento da isquemia
critica de membros inferiores [Makinen et al., 2002].

Ainda em 2002, foi publicado estudo de terapia génica em humanos
(AGENT), randomizado, duplo cego e controlado com placebo. A infusdo do
gene do fator de crescimento FGF foi feita por via intracoronaria, utilizando
adenovirus como vetor (Ad5-FGF4) em sessenta pacientes e dezenove
receberam placebo, com melhora dos sintomas e da contratilidade miocardica
no grupo tratado. [Grines et al., 2002]. Posteriormente, no mesmo ano, foi
publicado outro estudo randomizado, duplo cego, controlado com placebo, com
dose escalonada de phVEGF em dezoito pacientes e placebo em nove
pacientes que foram submetidos a injecGes trans-endocardicas [Losordo et
al., 2002 ]

O estudo TRAFFIC, multicéntrico, fase I, randomizado e controlado por
placebo, demonstrou angiogénese terapéutica com fator de crescimento
vascular (FGF-2) recombinante, em cento e oitenta pacientes com moderada a
severa isquemia critica do membro, trinta dias foi o tempo escolhido como
necessario para repetir a administracdo do fator de crescimento baseado na
limitada experiéncia em pacientes com isquemia critica de membros inferiores.
Lederman afirma que, embora a administracdo intramuscular seja simples e
tenha demonstrado promessas nos estudos iniciais em pacientes com DAOP,
optaram pela via intra-arterial por acharem que a distribuicdo da proteina nédo é
homogénea na injecdo no musculo [Lederman et al., 2001] . Estudo prévio,
fase I, deu suporte no uso de FGF-2 intra-arterial. Realizado em dezenove
pacientes com doenca arterial periférica, demonstrou melhora do fluxo
sangiineo dos pacientes com claudicacéo [Lazarous et al., 2000].

Em estudo duplo cego controlado com placebo, com n total de cinquenta
e quatro pacientes diabéticos e portadores de isquemia critica de membros
inferiores, metade foi tratado com inje¢des intramusculares de vetor plasmidial
com gene VEGF e metade com placebo. Os resultados néo foram significativos
estatisticamente em relagdo ao end point primario: amputacdo. Entretanto,
demonstrou resultados positivos em relacdo aos seguintes parametros: ITB e

cicatrizagéo das feridas [Kusumanto et al., 2006].
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1.2.2. TERAPIA ANGIOGENICA

Os estudos experimentais em animais e ensaios clinicos tém duas
implicacdes. Primeiro, sugerem que o mecanismo fundamental pelo qual a
neovascularizacdo aumenta o desenvolvimento da rede de colaterais € através
do fornecimento de citocina suplementar a individuos que, devido a idade
avancgada, diabetes, hipercolesterolemia e outras circunstancias ainda né&o
definidas, séo incapazes de aumentar a expressdo da mesma em resposta a
isquemia tecidual. Segundo, a administracéo de citocina claramente representa
somente um aspecto da intervencdo terapéutica. Independentemente do
quanto é administrado, a populacdo de células endoteliais residentes com
capacidade de resposta a um determinado nivel de fator de crescimento
vascular, pode constituir um fator limitante potencial para estratégias
desenhadas para promover neovascularizacéo de tecidos isquémicos.

Essas alternativas tém sido desenvolvidas baseadas na nocgéo
conceitual de que as células endoteliais e as células-tronco hematopoiéticas
derivam de um precursor comum, 0 hemangioblasto [Asahara et al., 1997 e
2002 ; Jain, 2003]. Portanto, o paradigma de que as células endoteliais eram
geradas por replicacdo de células endoteliais maduras foi revolucionado. Esse
autor observou que grande parte das células envolvidas no processo de
angiogénese tinha origem na medula éssea (MO) [Asahara et al., 1997]. Mais
ainda, possibilitaram a descoberta de que ha vasculogénese na vida adulta, ou
seja, que ocorre surgimento de novos vasos na vida adulta e ndo somente a
replicacdo de capilares a partir de vasos ja existentes, conceito que responde
por angiogénese.

A liberacéo de citocinas como VEGF e bFGF moduladas por células da
medula 0ssea remodelam a circulagéo colateral mais ativamente do que pela
incorporacao celular direta. O espectro da expressdo génica das citocinas
pelas células da medula 6ssea esta relacionado aos mecanismos paracrinos
gue sustentam os efeitos biolégicos da terapia celular para tecido isquémico
[Kinnaird et al., 2004]. Esse estudo conclui que a liberacdo de citocinas &

suficiente para mediar arteriogénese e circulacdo colateral apdés a terapia
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celular. Entretanto, mecanismos complementares devem contribuir para o
efeito benéfico e formagéo de vasos sanglineos. [Kinnaird et al., 2004]. As
células endoteliais derivadas da medula devem ter um efeito paracrino nas
células endoteliais “in situ” pela secrecdo de fatores de crescimento
angiogénicos [Kamihata et al., 2001].

As células precursoras endoteliais originadas na medula 6ssea podem
ser identificadas como CD34" e VEGFR2", embora outros marcadores como 0
AC133" e CD31" tenham sido descritos. Durante a isquemia tecidual, com a
queda dos niveis de oxigénio, ocorre aumento da producao de HIF-1, que por
sua vez desencadeara o aumento de varios fatores de crescimento, mais
notadamente o VEGF. O aumento de VEGF vai ser o principal estimulo para a
mobilizacdo das células da MO, assim como o principal sinal para o “homing”
destas células nos tecidos isquémicos e sua posterior diferenciacdo em células
endoteliais em estruturas tubulares [Baumgartner et al., 1998; Buschmann et
al., 2000] . Baumgartner, que em 1998 publica o seu trabalho em humanos,
baseado nos estudos pré-clinicos, com o objetivo de documentar a seguranca
e eficiéncia da transferéncia génica intramuscular usando vetor plasmidial em
pacientes com isquemia critica de membros, tem o0s seguintes resultados:
elevacdo do VEGF em pico por uma a trés semanas, melhora do ITB,
circulacao colateral evidente em arteriografias e melhora do fluxo sanglineo
demonstrado em angioressonancia, tem como complicagdo um edema
transitorio das extremidades [Baumgartner et al., 1998]. A aplicacdo de VEGF
para a neovascularizacao terapéutica mobiliza as CEP [Kalka et al., 2000]

Fatores de crescimento, citocinas e proteases Sdo necessarios para
arteriogénese. A concentracdo necessaria desses fatores para completar a
regeneracao varia e pode ser limitada em cada caso de DAOP. Os mondcitos
que em situacdo de inflamacdo sao atraidos pelo fator de necrose tumoral
(TNF-a) e pela proteina quimioatrativa de mondcitos (MCP-1) sdo os maiores
produtores de fatores para arteriogénese. A acdo dos mondcitos ativos pode
nao ser suficiente para resolver a doenca. Uma maneira de prolongar a vida
dos mondcitos € através da inibicdo da apoptose .

O “granulocyte-macrophage colony stimulating factor” (GM-CSF) é
sabidamente um fator de crescimento estimulador da hematopoese, que

aumenta a proliferacdo e sobrevivéncia das células hematopoiéticas. Em
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animais com isquemia de membro, isquemia cerebral e em pacientes com
doenca cardiaca arterial, foi demonstrado que o uso da proteina recombinante
GM-CSF estimula a funcdo dos tecidos afetados [Buschmann et al., 2003].
Esse resultado nado foi confirmado em pacientes com DAOP [Van Royen et al.,
2005].

Baseado nos dados da literatura pode-se inferir que o transplante
intramuscular de células tronco da medula 6ssea em pacientes com arteriopatia
periférica grave, sem possibilidade de tratamento cirdrgico ou percutaneo,
viabiliza a melhora clinica destes pacientes, de forma segura, através da
diferenciacdo destas células em células vasculares, gerando um processo de
angiogénese capaz de diminuir a carga isquémica e de promover a
regeneracao tecidual. Entretanto, em “The optmization of progenitor endothelial
cells in the treatment of critical leg ischemia” (OPTIPEC), que € um estudo
desenhado para avaliar a extensao da angiogénese em pacientes recebendo
terapia com células progenitoras, autores concluem seu trabalho afirmando que
em pacientes com isquemia critica, o tratamento com terapia celular talvez ndo
seja suficiente para previnir amputacao na isquemia severa, embora a terapia
com CMMO induza alguma atividade na isquemia critica de membro inferior
[Van Huyen et al., 2008]. A terapia génica pode induzir aumento da funcao
endotelial, desenvolvimento de circulacdo colateral, cicatrizacdo de Ulceras e
salvamento de membros, eliminando a necessidade de amputacdo em alguns
pacientes [Isner et al., 1996; Baumgartner et al., 1998; Emmerich, 2005]. De
certa forma, poucos foram os estudos envolvendo a administracdo de fatores
de crescimento em isquemia critica de membros [Yoshida, 2005]. Existem
perguntas a serem respondidas pela pesquisa em animais e vao depender
também da experiéncia clinica com mais estudos randomizados, duplo-cegos,
com numero estatisticamente adequado e, principalmente, apés otimizacdo do
tratamento clinico / cirGrgico com os métodos de tratamento jA consagrados.
[Aragjo et al. 2005].

Apesar dos avancos tecnolégicos e do conhecimento medico na
terapéutica clinica conservadora ou cirargica intervencionista com técnicas
abertas convencionais ou endovasculares, esta clara a necessidade de op¢des
adicionais de tratamento. As outras ja tentadas como: simpatectomias lombar,

estimulacdo medular ou 0 uso de prostanoides ndo demonstraram beneficio em
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diminuir os indices de amputacdo apos seis meses de acompanhamento
[Emmerich, 2005]. A terapia celular e a terapia génica, ambas, tanto nos
experimentos em animais como em estudos clinicos, demonstraram resultados
promissores usando populacfes de células-tronco, uma variedade de gens,
introduzidos com diferentes vetores, respectivamente. Acreditamos que 0s
resultados positivos j& demonstrados deverdo ser complementados através da
pesquisa experimental, definindo melhor uma nova terapéutica para isquemia
arterial critica periférica, avaliando a seguranca e eficacia das terapias celular e
génica, para que possamos afirmar que a terapia angiogénica é uma opc¢ao

clinicamente viavel e qual seré a melhor forma de aplica-la.
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2. Objetivos

2.1. Objetivos primarios:

1. Elaborar uma terapéutica para isquemia arterial periférica critica
de membros inferiores através do uso de terapia celular e do uso
combinado da terapia génica e da terapia celular.

2. Avaliar a seguranca e eficacia da terapia celular e da terapia

génica em modelo experimental de isquemia arterial periférica de
membros inferiores.

2.2. Objetivos secundarios:

» Estudar a modificacdo dos parametros clinicos dos grupos durante 4
semanas .

» Mensurar e comparar o peso (mg) do masculo gastrocnémico entre 0s
grupos.

» Mensurar e comparar o peso (mg) do musculo quadriceps entre 0s
grupos.

» Mensurar e comparar a tensdo pré-estimulo do musculo gastrocnémio
entre 0S grupos.

» Mensurar e comparar a tensdo maxima do muasculo gastrocnémio entre
0S grupos.

» Determinar a variacao da tensao (delta) entre os grupos do estudo.

» Verificar histologicamente a neoangiogénese.
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3. Material e Métodos

3.1. Obtenc&o das Células Mononucleares da Medula Ossea

Os animais usados nesse experimento foram todos camundongos
machos BALB/c, de dez a doze semanas de idade, oriundos do Biotério da
Universidade Federal de Sdo Paulo. Eles foram manipulados de acordo com o
protocolo aprovado e de acordo com as recomendacdes de cuidados préprios
do uso do laboratério de animais e pelo comité de ética da experimentacdo
animal da UNIFESP.

As células utilizadas no presente estudo sdo células mononucleares
adultas da medula éssea obtidas de outro camundongo (BALB/c) isogénico,
que foi sacrificado para que a medula 6ssea do fémur e da tibia fosse coletada
e colocada em solucdo PBS. Suspensbes de células foram colhidas e
preparadas através de uma leve pressdo na medula obtida com a técnica de
flushing. Em seguida, as células foram separadas por centrifugacéo e a fracao
mononuclear obtida através do gradiente de sedimentagcdo estabelecido com
Ficoll [Balduino et al., 2005]. A viabilidade dessas células foi préxima de 100%,
verificacdo essa realizada através de contagem direta celular em microscopia,

em camara de Neubauer.

3.2. Construcao e producao de vetores plasmidiais

O vetor plasmidial (uP) wusado para expressdo do mGM-CSF (murine
granulocyte-macrophage colony stimulating factor, GM-CSF),foi construido no
laboratério CINTERGEN da Universidade Federal de Sdo Paulo pela insercéo
de uma sequéncia de DNA contendo citomegalovirus (CMV) intron 1, no vetor
comercialmente disponivel pVAX (Invitrogen). Para construcdo do vetor uP, o
promotor minimo do CMV com 600 pares de bases (pb) foi retirado do pVAX1
(Invitrogen, Carlsbad, EUA) através da digestdo com a enzima Spel, que digere
as sequéncias que flanqueiam a seqiiéncia promotora. A sequéncia completa
do promotor IE-HCMV (immediate-early Human CMV), contendo os 121 pb do
éxon 1, 824 pb do intron 1 e 87 bp do éxon 2, foi amplificada por PCR a partir
do plasmidio gWIZ (Gene Therapy Systems, San Diego, EUA) com os
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oligonucleotideos sense 5-AAACTAGTACCGCCATGTTGACATTGAT-3 e
anti-sense 5-TTACTAGTCGTGTCAAGGACGGTGACTGS', ambos contendo o
sitio de Spel em suas extremidades. O promotor completo HCMV resultante da
PCR foi digerido com a enzima Spel, purificado e ligado ao backbone pVAX
previamente digerido com a mesma enzima, resultando assim no vetor uP. O
gene mGM-CSF (murine granulocyte-macrophage colony stimulating factor,
GM-CSF) foi inserido entre os sitios Eco Rl e Eco RV , e foi chamado uP-
mGM [Sacramento et al., 2009] .

O vetor uP ficou maior do que o pVAX ,in vitro, de expressdo com o
gene (GM-CSF) e foi produzido em larga escala para ensaios in vitro e in vivo.
As técnicas de clonagem e de producdo em larga escala foram baseadas nas
técnicas de DNA recombinante [Sambrook et al, 1989] e das instru¢cdes dos

fabricantes .

3.3. Modelo animal de isquemia periférica

O conhecimento anatémico arterial dos camundongos necessario e o
modelo de isquemia ja haviam sido descritos previamente [Hebel, 1976;
Takeshita et al., 1997]. Realizamos o modelo de isquemia arterial aguda
periférica em camundongos BALB/c, com peso entre 20 a 25 g. Para induzir a
isquemia da pata, todos os animais foram devidamente anestesiados e
analgesiados com uma injecao intraperitoneal de ketamina (40 mg / kg do
animal) e xilazina (10 mg / Kg do animal) em um volume final de 10 ml, sendo
administrado 0,1 ml a cada 10g de peso do animal. ApoOs teste algico, foi
iniciada a isquemia do membro inferior direito, utilizando microscopia com
aumento de 50 x e material apropriado para disseccéo de estruturas delicadas.
Uma inciséo vertical longitudinal foi realizada na pata direita, com extensao da
regido inguinal até um ponto proximo a articulagdo do joelho. Apds divulséo e
dissecc¢do dos tecidos frouxos, realizamos a ligadura direta da artéria femoral,
femoral profunda e poplitea direita nos trés primeiros grupos. As artérias
femorais - superficial e profunda - foram excisadas nas suas origens, proximo a
artéria iliaca externa, sem danificar ou lesar a veia e o nervo femoral. A
ligadura distal foi préximo a bifurcagdo das artérias safena e poplitea. Essas

Ultimas artérias citadas e a artéria circunflexa foram apenas ligadas. A perfusao
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distal da pata ficou limitada aos ramos colaterais da artéria iliaca interna,
determinando um estado de isquemia severa.

Para a terapia celular, foram injetados lentamente no musculo
quadriceps, direito, logo apés a realizagdo da isquemia, 5 x 10° CMMO
diluidas em 50 pl de solucédo salina tamponada com fosfato (PBS), ou seja, 0,1
ml da solucao, injetada com agulha de insulina .

No grupo terapia génica mais terapia celular, foi feita a inje¢cdo das
células na pata direita, apdés a isquemia como demonstrado acima. Em
seguida, houve a injecao dos vetores plasmidiais na pata esquerda. A terapia
génica ocorreu pela injecdo de 100 ug de vetor plasmidial em 100 ul de PBS no
musculo quadriceps esquerdo com agulha de insulina (0,1 da solucéo).

Em seguida, somente no grupo de terapia celular e terapia génica
combinada, executou-se no musculo quadriceps esquerdo a eletroporacdo com
o aparelho eletroporador (ECM 830), através de trés pulsos de 80 Volts com 20
ms de duracdo e 1 s de intervalo [Escoffre et al. ,2009]. A eletrotransfeccéo ou
eletroporacédo foi realizada seguindo protocolo previamente estabelecido
[Escoffre et al., 2009]. E um mecanismo de varias etapas com o objetivo final
de se obter um nivel suficiente de expressao génica, que € essencial na terapia
génica. Primeiro, durante a aplicacdo dos pulsos elétricos, a membrana
plasmatica se torna eletropermeavel e depois, as moléculas de DNA migram e
interagem com a membrana permeavel, formando agregados. Essa interacdo
ocorre somente na membrana em contato com o catodo do aparelho
eletroporador. Em seguida, as moléculas de DNA migram no citoplasma. Apos
duas horas, as moléculas de DNA estdo no nucleo das células, atingindo um
nivel de expressao génica [Escoffre et al.,2009]. Na terapia combinada entéo, a
aplicacao celular foi no membro isquémico (direito) e a terapia génica, na pata
contra lateral, esquerda.

ApoOs os procedimentos todos 0s animais eram mantidos diariamente

com injecao peritoneal de 5 mg / kg de Carprofen.
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3.4. Divisdo dos grupos do estudo

S&o quatro (4) grupos de animais:

| - Animais operados e tratados somente com terapia celular.

Il - Animais operados e tratados com terapia celular e terapia génica
(combinada).

[Il - Animais operados e nao tratados (isquémicos).

IV - Animais nédo operados (controle).

3.5. Avaliagao visual da isquemia e do tratamento

Foi utilizada uma escala de avaliagao visual das patas que foi realizada
durante quatro semanas e dividida em quatro estagios, conforme demonstrado

abaixo.

Escala Caracteristicas

(1) Pata hipofuncional sem necrose.
(2) Necrose falangeal.

(3) Necrose acima do tornozelo.

(4) Necrose total da pata.
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3.6. Técnica de avaliagdo da forgca muscular

Os efeitos terapéuticos clinicos foram verificados durante quatro
semanas pela avaliacdo visual das patas. Ao final da quarta semana,
verificamos 0s seguintes parametros: massa muscular e forca muscular. Os
animais foram anestesiados e colocados em uma mesa onde a pata foi fixada
de forma rigida para evitar movimentos (Figura 1). O musculo gastrocnémio
direito foi totalmente isolado por dissecc¢éo, deixando as conexdes vasculares e
origem muscular intacta. A parte distal do masculo gastrocnémio, na porgao
tendinea, foi isolada, cortada (seccao do tenddo de Aquiles) e apds, realizamos
a ligadura firme do mesmo a um a fio inextensivel ligado a uma balanca
transdutora de forca muscular (i Worx / CB Science, Inc. Dover). Seu nervo
citico foi também dissecado e na porcao distal, conectado em um eletrodo
bipolar de platina, conectado a um estimulador (Grass S 88, Grass Instruments,
Quince, Mass, USA). O musculo foi coberto com parafina e gaze embebida em
solucdo salina morna continuadamente. O implante do eletrodo ao nervo
executou a eletro-estimulacdo do mesmo com trés estimulos de 3V na
frequiéncia de 60 hz com intervalos de 0.2 ms entre eles. Em seguida houve
novo estiramento do masculo e nova eletro-estimulagéo até o momento em que
ocorreu piora do acoplamento actino-miosina e queda da forca muscular
mensurada, no topo dessa medida obtém-se a forgca méxima (Figura 2).
Portanto, a funcdo muscular foi entdo verificada pela medida da resposta da
contracdo isométrica do musculo gastrocnémio direito. A tensdo de repouso
muscular foi ajustada para se obter o maximo de tensdo usando o comprimento
maximo obtido no momento que se alcanca o topo da curva de contracdo e,
como ja relatado, até 0 momento em que ocorreu piora do acoplamento actino-
miosina e queda da forca muscular maxima ja mensurada. Em seguida, os
animais foram submetidos ao deslocamento cervical, pesagem dos animais e
retiraram-se 0s musculos quadriceps e gastrocnémio para pesagem. A forga
muscular foi analisada com o Powerlab / 800 software (ADInstruments,

Australia).
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FIGURA 1-

A- Dissecc¢éo do Gastrocnémio. C-Tracdo do tendao de Aquiles.

B-Detalhe do Nervo Ciético. D- Aparelho de Mensuracéo da Forca.
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FIGURA 2 - Curva de estiramento do musculo apds estimulacdo do nervo

ciatico.
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3.7. Histologia

Fragmentos de tecidos musculares foram obtidos e fixados em
formaldeido a 10% em solucdo salina tamponada, desidratados e embebidos
em parafina. Cortes de (6 pum) foram obtidos e corados em hematoxilina —
eosina para a analise morfolégica geral. A quantificacdo dos vasos sanguineos
capilares foi feita corando as células endoteliais por rea¢do histoquimica com a
lectina da Griffonia simplicifolia-1 (BSL-1). As células murais das arteriolas e
artérias de pequeno calibre em cortes histolégicos foram coradas pela
imunohistoquimica para actina alfa de musculo liso [Sacramento et al., 2009] .
Uma andlise descritiva foi realizada usando os seguintes parametros: presenca
de vasos capilares, regeneracdo muscular, degeneracdo muscular com
infiltracdo adiposa, inflamacgéo. Os resultados foram avaliados de acordo com o

seguinte score [Sacramento et al., 2009] :

Score de classificacao

A — Auséncia.

B — Até 25% (raro).

C - 25-50% (moderado).
D-- >50 - 75% (intenso).
E-- > 75% (abundante).
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4. RESULTADOS

4.1. Andlise descritiva da evolucéo clinica- TABELAS 1, 2 e 3.

Os quatro grupos foram divididos em:
| - Tratados com Terapia Celular.

Il - Terapia Celular e Génica.

Il - Isquémico (sem tratamento).

IV - Controle.

O grupo |, tratado com célula, teve um total inicial de vinte e dois
animais para analise descritiva visual. Desses 22 animais, na primeira semana,
doze ficaram na escala (1), seis na escala (2), trés na escala (3) e um morreu
[Tabela 1]. Na segunda semana, dos vinte e um animais, onze ficaram na
escala (1), seis na escala (2) e quatro na escala (3) [Tabela 2]. Verificamos que
na terceira semana, a distribuicdo dos animais em relacao as caracteristicas se
manteve semelhante a segunda semana, totalizando um n final de 21 animais
[Tabela 3]. Observou-se que desse total, nenhum animal teve necrose total da

pata até o final da quarta semana (4).

O grupo I, que foi submetido a eletroporacdo e terapia génica na pata
contralateral (esquerda), teve um total inicial de onze animais. Desses, um
animal morreu na primeira semana, trés ficaram na escala visual (1), sete na
(2) [Tabela 1]. Na segunda semana, mantiveram-se trés na escala visual (1),
seis na escala (2) e um animal na (3) [Tabela 2]. Os dez animais mantiveram-
se até o final da terceira semana e ndo sofreram alteracdo da andlise visual
[Tabela 3]. Assim permaneceu esse grupo até a medida da for¢ca muscular, ao
final da quarta semana. Um dos animais ndo sobreviveu ao ato anestésico e
apenas nove fizeram a forgca muscular. Portanto, conta-se com o total de dez
animais avaliados na escala visual desse grupo Il e nove animais na avaliacéo
da forca muscular. Observou-se que desse total de dez, nenhum animal teve

necrose total da pata (4).
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O grupo lll, operado sem tratamento, com um total para analise visual
de 25 animais teve a seguinte evolucao: Na primeira semana, ficaram assim
divididos: seis, escala (1), sete, escala (2), onze, escala (3) e um animal na (4),
sendo verificada uma morte durante ha primeira semana [Tabela 1]. Na
segunda semana, cinco (1), seis (2), dez na (3), trés na escala (4), sendo
verificadas trés mortes na segunda semana [Tabela 2]. Na terceira semana,
cinco animais na escala (1), quatro na (2), nove na (3), trés animais na (4),
sendo que ocorreram duas mortes nessa semana. Portanto, o n final desse

grupo foi de dezenove animais no final da quarta semana [Tabela 3].

O grupo IV, com o total de treze animais, ndo apresentou alteracées na
avaliagdo durante as quatro semanas. Portanto, ndo ocorreram mortes ou

alteracdes de fungéo ou morte tecidual nesse grupo (Figura 3).

AVALIACAO DO MODELO DE ISQUEMIA

A andlise dos resultados de uma terapia deve ser a melhora fisica e
fisiologica, demonstrando o reparo do processo. Aqui, entdo, as observacdes
foram realizadas a partir de um modelo de isquemia arterial da pata de
camudongos BALB/c, induzida ap6s anestesia e com resseccao do segmento
de artéria femoral da pata direita. Foi utilizado para responder aos nossos
guestionamentos em relagdo a uma nova terapéutica para isquemia arterial
aguda periférica de membros inferiores, através do uso combinado da terapia
génica e da terapia celular, avaliando a seguranca e eficacia das mesmas
nesse modelo. O estabelecimento de um modelo de isquemia de pata animal
apropriado é fundamental para validar o estudo da terapia celular e génica e
para que os resultados do estudo possam ser extrapolados para as condigdes
humanas. [Hebel et al., 1976]. Foi, portanto, usado um modelo padronizado e
que tivesse precisdo em semelhanca com a isquemia severa aguda. A artéria
ligada foi a artéria femoral, que € troncular, principal e Gnica que irriga a pata

do animal, sendo excisada em sua origem com outras artérias colaterais.

45



AVALIACAO VISUAL

A avaliacdo visual da isquemia ocorreu durante quatro semanas e, ao
final desse tempo, foi demonstrado através da avaliacao funcional, em escala
ja definida, um grau de comprometimento maior do grupo de animais nao
tratados. Em graus variados refletindo sinais de piora progressiva, de necrose
e gravidade conforme o estagio. A deterioracdo explica-se pela perda de
massa muscular, de acordo com o grau de isquemia. Os grupos com terapia
combinada e terapia celular ndo apresentaram necrose total das patas em

nenhum camundongo até o final da quarta semana [tabela 3].

Tabela 1 — Evolucao Clinica na 12 semana.

12SEMANA
ESCALA | GRUPOI | GRUPOII | GRUPOQO I
1 12 3 6
2 6 7 7
3 3 - 11
4 - - 1
Mortes 1 1 1
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Tabela 2 — Evolucéo Clinicana 22 semana.

2SEMANA
ESCALA GRUPO | GRUPO Il | GRUPO 11l
1 11 3 5
2 6 6
3 4 1 10
4 - ]
Mortes - -

Tabela 3 — Evolucéo Clinica na 32 e 42 semanas.

32ed42 SEMANAS

ESCALA GRUPO | GRUPO Il | GRUPO 11l

1 11 3 5

2 6 4

3 4 1 9

4 - - 3
Mortes - - 2
N Final 21 10 19
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FIGURA 3 - Exemplo visual das possibilidades da evolucgéo clinica:

A - Pata sem necrose; B - Necrose falangeal; C - Necrose acima do tornozelo; D- Necrose total da pata.
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4.2. ANALISE ESTATISTICA DO PESO E FORCA MUSCULAR

Os dados obtidos no presente estudo foram analisados, utilizando-se:

A. Médias aritméticas, desvios padrbes, medianas, valores minimo e
maximo.
B. Para comparacdo das variaveis entre os grupos I, I, lll e IV foi

empregado o teste ndo-paramétrico de Kruskal — Wallis “H” e quando
significativo o seu valor, foram aplicadas as comparac6es multiplas. Nas
variaveis que apresentavam pequena variagao, foi utilizado o teste “F” de
Snedecor (ANOVA) e quando significativo o seu valor, aplicou-se o teste de

Bonferroni para comparacao das médias aritméticas.

C. Na comparacdo da Tensédo Pré e Tensao Maxima, foi empregado o teste
nao-paramétrico de Wilcoxon, o qual é utilizado para comparar amostras
semelhantes em dois momentos distintos.

D. Adotou-se o nivel de significancia de 5% de probabilidade (P < 0.05).

E. Foi utilizado o Software SPSS, versao 13.0, para realizagcéo do
Trabalho.
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Tabela 4 — Média aritmética, desvio padrdo, mediana, valor minimo, valor

maximo, quanto ao peso dos Animais.

Grupos | Avaliacdo Media Desvio | Mediana | Minimo | Maximo
aritmética | padrao
1 25.63 1.44 25.70 23.40 27.90
2 Peso (q) 27.35 1.06 27.31 25.52 28.47
3 25.29 1.03 25.30 23.30 26.60
4 25.15 2.34 26.00 21.50 27.70

Na anadlise estatistica da tabela quatro, abaixo, encontramos diferenca

significativa entre as médias aritméticas dos pesos dos animais dos quatros

grupos ao nivel de 1% de probabilidade. Estudados grupo a grupo, as

diferencas foram entre os grupos | (tratado com célula) e Il (tratados com célula

e génica) / Il e lll (Isquémico sem tratamento) / Il e IV (controle). Quanto ao

peso F = 3,75 (P=0.018), foi significativo conforme a tabela 4’ e Figura 4 a

sequir :
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Tabela 4’- Diferencas significativas em negrito.

Avaliacdo | Testes P) |Ple2)|P(1le3)|P(1led)|P(2e3)| P(2e4d) |P(3ed)
Peso F=3.75|0.018 | <0.05 | >0.05 | >0.05 | <0.05 <0.05 >0.05
Peso
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FIGURA 4 - Peso dos animais dos quatros grupos, com diferenca significativa
entre as médias aritméticas dos pesos dos animais dos quatros grupos.

Estudados grupo a grupo, as diferencas foram determinadas pelo grupo Il




Tabela 5 - Média aritmética, desvio padrdo, mediana, valor minimo, valor

maximo, quanto ao Peso do Musculo Gastrocnémio.

Grupos Avaliacao Meédia Desvio Mediana | Minimo Maximo

aritmética padrao

1 134.36 21.08 12565 | 10470 | 176.60
2 Peso 110.67 41.64 94.30 61.80 193.60
3 . 100.34 29.37 96.00 50.40 166.50
4 Gastrocnemio 180.63 24.20 17450 | 16650 | 207.70

(mg)

O peso do musculo gastrocnémio com H = 24.98 (P=0.000) foi significativo ao
nivel de 1% de probabilidade, abaixo. Concluimos que houve diferenca
significativa entre os valores dos pesos desse musculo nos 4 grupos. Nessa
variavel foi empregado o teste ndo paramétrico de Kruskal - Wallis, devido a
variacdo entre os valores. Nesse caso, a mediana e os valores minimos e
maximos expressam melhor a amostra. Quando o teste de Kruskal — Wallis é
significativo, aplicam-se as compara¢fes mdultiplas, comparando-se 0s grupos
de 2 em 2 (Ex. I x I, I x I, I x IV, 11 x I, 11 x IV, lll x IV), para verificar onde ha
diferenca significativa. Neste estudo, verificamos diferencas entre: e lll / | e IV

[1lelV /Il elV. Tabela 5 e Figura 5, a seguir :
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Tabela 5’- Diferencas significativas em negrito.

Avaliacdo | Testes P P(le2) | P(1e3)|P(led)|P(2e3)| P(2e4d) | P(3ed)
Peso H=24.98 | 0.000 [0.174 0.031 0.011 0.484 0.000 0.000
Gastro
Gastrocnemius
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FIGURA 5 - Peso do musculo gastrocnémio dos quatros grupos, com diferenca

significativa entre os valores dos pesos desse musculo, comparando-se 0s

grupos de 2 em 2. Verificamos diferencas entre: e lll/1e IV /IlelV /Il elV.
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Tabela 6 - Média aritmética, desvio padrdo, mediana, valor minimo, valor

maximo, quanto ao Peso do Musculo Quadriceps.

Grupos Avaliacao Média Desvio Mediana | Minimo Maximo
aritmética padréo
1 175.72 27.58 180.85 115.20 212.80
2 Peso Quadriceps | 17580 11.71 174.50 160.30 | 198.10
3 137.19 23.63 131.25 111.50 190.80
4 (mg) 182.69 3114 | 18350 | 13680 | 247.60

O peso do musculo quadriceps apresentou valor de F= 6.9 (P= 0.001),

que foi significativo ao nivel de 1% de probabilidade. Quando aplicamos o teste

de Bonferroni, verificamos diferencas significativas entre e lll /1l e lll / 1ll e IV.

Tabela 6’ e Figura 6, a seguir :
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Tabela 6’- Diferencas significativas em negrito.

Avaliacéao Testes (P) P(1le2)| P(1e3) |P(1ed4)|P2e3)]| P(2ed) |P(3ed
Peso F=6.90 | 0.001 | >0.05 <0.05 > 0.05 <0.05 > 0.05 <0.05
Quadriceps
Quadriceps
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FIGURA 6 - Peso do musculo quadriceps dos quatros grupos, com diferenca

significativa entre os valores dos pesos desse musculo, comparando-se 0s

grupos de 2 em 2. Verificamos diferencas entre: e lll /11 e lll /1l e IV.
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Tabela 7- Média aritmética, desvio padrédo, mediana, valor minimo, valor

maximo, quanto a Tensao Pré.

Grupos Avaliacao Média Desvio Mediana | Minimo Maximo
aritmética padréao
1 35.93 15.12 34.66 19.76 70.51
2 Tenso Pré 31.34 17.77 38.92 6.47 59.06
3 30.06 18.02 28.62 9.77 56.56
4 33.97 12.40 31.40 20.19 69.98

Quanto a tenséo pré (antecede o momento de tracdo do musculo), ndo

encontramos diferenca estatistica. Portanto, podemos concluir que as médias

aritméticas dos quatro grupos sdo semelhantes conforme demonstrado na

tabela 7’e Figura 7, abaixo:

Tabela 7’- Nao houve diferenca estatistica significativa.

Avaliacao Testes (P)
Tensao Pré H=0.55 0.907
Tensao Pré
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FIGURA 7- Quanto a tenséo pré (antecede o momento de tragdo do musculo),

nao houve diferenca estatistica. As médias aritméticas dos quatro grupos sao

semelhantes.

56




Tabela 8 — Média aritmética, desvio padrao, mediana, valor minimo, valor

maximo, quanto a Tensdo Maxima.

Grupos Avaliacao Média Desvio Mediana | Minimo Maximo
aritmética padréo
1 112.77 19.67 113.35 87.47 150.27
2 Tensao Méxima 67.29 29.83 71.19 18.34 115.04
3 53.06 18.98 57.33 26.90 85.27
4 160.63 36.31 151.53 121.16 237.14

Em relacéo a tensdo maxima H= 34.45 (P= 0.000), foi significativo ao nivel de

1% de probabilidade. Ha diferenca significativa entre os valores da tenséo

méaxima dos 4 grupos. Nesse caso, a mediana e 0s valores minimos e maximos

expressam melhor a amostra. Quando o teste de Kruskal - Wallis é

significativo, aplicaram-se as compara¢des multiplas, comparando 0s grupos

de2em 2 (Ex. I x 1, Ix 1,1 x IV, 11 x 1, 11 x V]I x V), para verificar onde ha

essa diferenca. Na amostra verificamos diferencas entre:
lell /1elll/lelV/IlelV/IlelV.Tabela 8e Figura 8, a seqguir:
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Tabela 8’ — Diferencas significativas em negrito.

Avaliacéo Testes P P(le2) |[P(1e3) |P(led) |P(2e3 P2ed) [P([Be4d)
Tensao H =34.45 | 0.000 |0.021 0.001 0.026 0.490 0.000 0.000
Maxima
Tensao Maxima
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FIGURA 8 - Na tensdo maxima, ha diferenca significativa entre os valores dos

4 grupos. Nas comparagfes multiplas, comparando os grupos de 2 em 2,

verificamos diferencas entre: lell /1elll/lelV/IielV/IlelV.
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Tabela 9 — Média aritmética, desvio padrao, mediana, valor minimo, valor

maximo, quanto a Tensao Delta.

Grupos Avaliacao Média Desvio Mediana | Minimo Maximo
aritmética padréo
1 76.84 15.95 77.25 39.88 98.24
2 Tensao Delta 35.96 26.76 27.68 9.54 82.23
3 23.03 8.29 20.52 12.46 40.77
4 126.66 31.07 130.86 89.39 198.37

Em relacdo a tenséo Delta H= 34.15 (P= 0.000), foi significativo ao nivel de 1%

de probabilidade. Ha diferenca entre os valores da tensdo Delta dos 4 grupos.

(Tabela 2) Nesse caso, a mediana e 0s valores minimos e maximos expressam

melhor a amostra. Quando o teste de Kruskal - Wallis é significativo, aplicaram-

se as comparac6es multiplas, comparando os grupos de 2 em 2 (Ex. | x II, | X

(L, T x IV, Ex 1 x IV, x 1V), para verificar onde ha essa diferenca. Na

amostra, verificaram-se diferencas entre: lell/lelll/1elV/1lelV /Il e V.

Tabela 9’ e Figura 9 a seguir :
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Tabela 9’- Diferencas significativas em negrito.

Avaliacdo | Testes (P) P(le2) | P(1e3) |P(1ed)|P2e3)| P(Red) P@Bed)
Tenséo H=34.15 | 0.000 | 0.030 0.004 0.014 0.569 0.000 0.000
Delta
Tensao Delta
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FIGURA 9 - Tensao Delta dos 4 grupos. Ha diferenca significativa entre os

valores da tenséo e comparando os grupos de 2 em 2, as diferencas foram
entre:lell/lelll/lTelV/lielV/IelV.
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Quanto a comparacao da tensado pré e a tensdo maxima, em outra analise,

foram verificadas por grupo (separadamente), se a diferenga entre o pré e o

maximo foi significativa. Verificou-se que as diferencas foram significativas

entre 0sS momentos pré e maximo. Foi empregado o teste ndo-paramétrico de

Wilcoxon, o qual é utilizado para comparar amostras semelhantes em dois

momentos distintos.

TABELA 10 — Média aritmética, desvio padrdo, mediana, valor minimo,
valor maximo, teste ndo-paramétrico de Wilcoxon e sua significancia,

guanto a Tensao pré e Tensdo maxima do grupo |, Figura 10, abaixo.

Grupo | Média Desvio | Mediana | Minimo | Ma&ximo | Wilcoxon (P)
aritmética | padréo
Pré 35.93 15.12 34.66 19.76 70.51 - 3.06 (P=0.002)* *
Maxima 112.77 19.67 113.35 87.47 150.27
Tratamento com Célula
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FIGURA 10 - No grupo tratado com célula, a diferenca foi significativa entre os

momentos pré e maximo da tensao.
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TABELA 11 — Média aritmética, desvio padrédo, mediana, valor minimo,

valor maximo, teste ndo-paramétrico de Wilcoxon e sua significancia,

guanto a Tensao Pré e Tensdo maxima do grupo Il, Figura 11, abaixo.

Grupo Il Média Desvio | Mediana | Minimo | Maximo | Wilcoxon (P)
aritmética | padrédo
Pré 31.34 17.77 38.92 6.47 59.06 - 2.66 (P=0.007)**
Maxima 67.29 29.83 71.19 18.34 115.04
Génica + Célula
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FIGURA 11 - No grupo tratado com terapia génica e célula, simultaneamente,

houve diferenca significativa entre os momentos pré e maximo da tenséo.
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TABELA 12 — Média aritmética, desvio padrédo, mediana, valor minimo,
valor méaximo, teste ndo-paramétrico de Wilcoxon e sua significancia,

quanto a Tensdo pré e Tensdo maxima do grupo lll, Figura 12, abaixo.

Grupo 1l Média Desvio | Mediana | Minimo | Maximo | Wilcoxon (P)

aritmética | padrao

Pré 30.66 18.02 28.62 9.77 56.56 -2.80 (P=0.005)**

Maxima 53.06 18.98 57.33 | 26.90 85.27

Isquémico

*
100+
|
804
S 60+
(9p]
[
2 40-
204
+
0] T T
2 >
o OQ\ §®
Q"o{b’ o@
<@ s
«Q)

FIGURA 12 - No grupo isquémico (ndo tratado), ocorreu diferenca significativa

entre 0S momentos pré e maximo da tensao.
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TABELA 13 - Média aritmética, desvio padréo, mediana, valor minimo,
valor méaximo, teste ndo-paramétrico de Wilcoxon e sua significancia

guanto a Tensao pré e Tensdo maxima do grupo 1V, Figura 13, abaixo.

Grupo IV Média Desvio | Mediana | Minimo | Maximo | Wilcoxon (P)
aritmética | padréo
Pré 33.97 12.40 31.40 | 20.19 69.98 -3.18 (P=0.001)* *
Maxima 160.65 36.32 151.53 | 121.16 237.14
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FIGURA 13 - No grupo controle, houve diferenca significativa entre os

momentos pré e maximo da tenséao.
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AVALIACAO DO PESO E FORCA MUSCULAR

Para avaliar a perda de tecido muscular e a capacidade de regeneragao
dos mesmos ap0s as quatro semanas, 0s animais foram novamente
anestesiados e realizaram-se os testes de forca muscular. A seguir 0os animais
foram sacrificados e realizamos a pesagem dos animais e dos musculos
gastrocnémio e quadriceps das patas isquemiadas dos grupos |, Il e Ill e das
patas direita dos animais do grupo IV. Esse modelo de isquemia da pata
demonstrou a melhora clinica e fisiolégica apds a injuria isquémica nos grupos
tratados em contraste com o grupo operado e ndo tratado na analise visual
durante um més. Na [tabela 4], foi demonstrado uma diferenca estatistica
significativa no grupo I, referente ao peso dos animais, dado a acéo sistémica
do GM-CSF e a eficiéncia da eletroporacdo. Uma avaliagdo mais precisa das
alteracOes durante os trinta dias, em relacao ao peso e suas variagdes entre 0s
grupos, foi obtida com a pesagem dos musculos gastrocnémio e quadriceps da
coxa direita dos quatro grupos. Das alteracdes do musculo gastrocnémio, entre
0S grupos, destaca-se o grau de comprometimento e lesado observada no grupo
lll, confirmado pelos resultados estatisticos demonstrados na [Tabela 5]. Com
perda de fibra muscular em ambos os grupos tratados, comparando ao grupo
IV, controle, mas com preservacdo de tecido em ambos os grupos tratados,
estatisticamente significativo ao nivel de 1%, comparando-se ao grupo lll, ndo
tratado. N&o houve diferenca significativa entre os grupos | e Il nessa andlise.
O resultado estatistico em relacdo ao peso do muasculo quadriceps €
semelhante aos resultados observados no masculo gastrocnémio com
significAncia ao nivel de 1%, ratificando o grau de comprometimento do grupo
Il e preservacdo dos grupos | e Il [Tabela 6]. Quanto a tensdo pré que
antecede o momento de tracdo do musculo, ndo houve diferenca estatistica.
Portanto, podemos concluir qgue as médias aritméticas dos quatro grupos sao

semelhantes conforme demonstrado. [Tabela 7].
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Na medida de tensdo maxima obtida através da determinacdo da forca
muscular verificamos que foi significativo ao nivel de 1% de probabilidade. H&
diferenca significativa entre os valores da tensdo maxima dos 4 grupos. Sendo
que destacamos a preservacao da forca muscular do grupo tratado apenas
com célula com diferenca significativa com os grupos Il e Il e fica
demonstrado o grau de atrofia do grupo Ill, com resposta reduzida
comparando-se a ambos 0s grupos tratados [Tabela 8]. A variacdo da tenséo,
tensdo delta, de forma definitiva confirma as diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos: lell/lelll/1e IV /Il eIV /Il e IV, ao nivel de
1% de probabilidade a diferenca entre os valores dos quatro grupos [Tabela 9].
Nesse caso, € demonstrada com nitidez a melhor resposta do grupo tratado
apenas com célula e a melhor resposta de ambos o0s grupos tratados,
comparativamente ao grupo nao tratado, grupo Ill.

Foi verificado por grupo (separadamente), se a diferenca entre o
momento de tensdo pré e o maximo foi significativo através do teste nao-
paramétrico de Wilcoxon, resultados estes demonstrados nas tabelas de 10 a
13 e respectivas figuras, cujas diferencas foram significativas entre o0s
momentos pré e maximo, servindo para confirmar: o bom funcionamento do
aparelhno medidor de forca e a significancia dos nossos resultados e a sua
interpretacdo [Tabelas 10, 11, 12,13], (Figuras 10, 11, 12,13).
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4.3. ANALISE ESTATISTICA DA HISTOLOGIA

No presente estudo, foram comparados os grupos | e llI:

> Médias aritméticas e desvios padrdes; Distribuicdes de frequéncias
simples;

> Teste “t” de Student para comparacgéo das médias aritméticas dos vasos
capilares;

> Teste ndo-paramétrico de X? (qui-quadrado) para verificar as
distribuicdes de frequiéncias simples, segundo os Score estabelecidos, quanto
a Regeneracéao, Tecido Adiposo e Inflamacéo;

> Adotou-se o nivel de significancia de 5% de probabilidade.

> Foi utilizado o Software, SPSS, versao 13.0 para realizacdo do material.

GRUPO TRATADO COM CELULA - |
GRUPO ISQUEMICO - IlI

Tabela 14 — Medias aritméticas, desvios padroes, teste “t” de Student e

sua significancia, quanto aos vasos capilares, dos grupos | e lll.

Medidas Grupo | Grupo lll | Teste “t” | Significancia
Média aritmética 36,21 27,72 -10,03 (P=0.000)
Desvio Padréao 6,07 3,84

Verificamos através das médias aritméticas, que houve diferenca significativa

entre os grupos | e lll, com média aritmética mais elevada no grupo I.
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Tabela 15 — Distribui¢fes de freqliéncias simples, teste ndo-paramétrico

de X? (qui-quadrado) e sua significancia quanto ao tecido adiposo dos

grupos | e lll.

Score Grupo llI Grupo | Teste “X?” | Significancia
0 4 7
1 25 38
2 13 15 15,86 (P=0.003)**
3 20 15
4 27 7

Total 89 82

Verificamos diferenca significativa ao nivel de 1%.

Tabela 16 Distribui¢cfes de frequiéncias simples, teste ndo-paramétrico de

X? (qui-quadrado) e sua significancia quanto a regeneracéo dos grupos | e

Score Grupo 111 Grupo | Teste “X*” | Significancia
0 14 1
1 71 76 11,28 (P=0.003)**
2 4 5

Total 89 82

Verificamos diferenca significativa ao nivel de 1%.
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Tabela 17 — Distribui¢fes de freqliéncias simples, teste ndo-paramétrico
de X? (qui-quadrado) e sua significancia quanto & inflamac&o dos grupos |

elll.
Score Grupo I Grupo | Teste “X*” | Significancia
0 21 18
1 64 58
2 4 6 064 | (P=0.726)"
Total 89 82

N&o ha diferenca significativa

Resumimos em seguida o conjunto dos resultados da andlise morfoldgica
comparativa. Da presenca dos vasos sanguineos em grupo isquémico nao
tratado e tratado pela injecdo das células mononucleares da medula éssea
(BMMC), Figura 14. Teste estatistico utilizado: Mann Whitney. *p<0,05 e ***
p<0, 001.
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FIGURA 14 - Vasos sanguineos em grupo isquémico (ndo tratado) e tratado
pela injecdo das células mononucleares da medula 6ssea (BMMC). Mann
Whitney, *p<0,05 e *** p<0, 001.
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Quantificagdo do numero de vasos capilares pela histoquimica para lectina
Griffonia Simplicifora-1 (BSL-1), arteriolas e artérias de pequeno calibre em
cortes  histologicos corados pela actina alfa de muasculo liso
(imunohistoquimica), Valores representados como numero absoluto de vasos

por campo de 200x (Figura 15), [Sacramento et al., 2009].

50 pm 50 pm

FIGURA 15 - A — Histoquimica para a lectina Griffonia Simplicifora para a
identificacdo de capilares. B — Imunohistoquimica para actina alfa de musculo
liso. Arteriolas visualizadas. C & D — Imunohistoquimica para actina alfa de

musculo liso. Artéria de pequeno calibre.
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Resumimos, em seguida, o conjunto dos resultados da presenca de

regeneracao, de atrofia muscular com degeneracao gordurosa e da presenca
de inflamagao no grupo isquémico néo tratado e no grupo tratado pela injecao
das células mononucleares da medula 6ssea (BMMC). Figuras 16, 17, 18,19.

*kk
=3 ISQUEMICO
24 @l ISQUEMICO+BMMC
; ‘ ; \l

Regeneracéo Tecido Adiposo Inflam agé&o

SCORE

FIGURA 16 - Distribuicdo do scores regeneracgao, de atrofia muscular com
degeneracéo gordurosa e da presenca de inflamacéo no grupo isquémico néao
tratado e no grupo tratado pela injecdo das células mononucleares da medula
Ossea. Teste estatistico utilizado: Mann Whitney. *** p<0, 001.
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FIGURA 17- Cortes histologicos das patas direita dos camundongos, coradas

com hematoxilina — eosina, mostrando o grau de regeneracao no grupo
isquémico nao tratado e no grupo tratado pela injecdo das células
mononucleares da medula 6ssea (BMMC). Em (A) - auséncia de regeneracao;
em (B) - presenca até 25%; (C) - presen¢ca moderada de regeneragédo de 25%
a 50%; em (D) - intensa regeneracéo, entre 50 a 75%. Barras: 100um.
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FIGURA 18 - Cortes histolégicos das patas direita dos camundongos, coradas

com hematoxilina — eosina, mostrando o grau de infiltragdo gordurosa no grupo
isquémico nao tratado e no grupo tratado pela injecdo das células
mononucleares da medula 6ssea (BMMC). Em (A) - auséncia de infiltracdo
gordurosa; em (B) - presenca até 25%; (C) - presenca moderada de gordura,
de 25% a 50% e em (D) - intensa infiltracdo, entre 50 a 75%. Barras: 100um.
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FIGURA 19- Cortes histologicos das patas direita dos camundongos coradas

com hematoxilina eosina mostrando o grau de inflamag&o. No grupo isquémico
nao tratado e no grupo tratado pela inje¢éo das células mononucleares da
medula 6ssea (BMMC). Em (A) auséncia de inflamacéo, em (B) presenca até
25% (c) presenca moderada de inflamacéo, de 25% a 50%, intensa inflamacéo,
entre 50 a 75% em (D). Barras: 100um.
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AVALIACAO HISTOLOGICA

Em vista dos resultados de analise macroscopica e funcional, a
avaliacdo histolégica foi realizada em microscopia nos grupos | e lll, e a
extensdo do leito vascular foi examinada pela medida do numero de capilares,
arteriolas e artérias de pequeno calibre, regeneracao tecidual e presenca de
infiltracdo adiposa. Os tecidos foram obtidos de seccbes transversais do
musculo gastrocnémio isquémico, ou seja, da pata direita de cada
camundongo. Verificamos diferenca estatistica ao nivel de 1%, quanto a
presenca dos vasos capilares, quanto a regeneracdo, presenca de tecido
adiposo dos grupos | e lll. [Tabelas 14, 15,16 e 17], (Figuras 14 e 16).Foram
apresentadas nas figuras 15,17,18 e 19 demonstracao histoldgica .

A aplicacédo da terapia génica na pata contralateral, usando o GM-CSF,
foi desenhada para verificar a hipotese da necessidade de auxiliar a
estabilizacdo e maturacdo dos vasos sanguineos neo-formados pelo processo
de neo-angiogénese. Como discutido em seguida, a angiogénese envolve
essencialmente a proliferacdo das células endoteliais. Para gerar vasos
estaveis e plenamente funcionais, € necessario mobilizar os pericitos e as
células progenitoras de musculo liso da camada mural. Assim se formam
arteriolas, vénulas e vasos de maior calibre com as paredes reforgcadas pela
camada de musculo liso. As células que participam na sua formacdo podem
originar-se de células mesenquimais residentes, ou de células mobilizadas da
circulacdo. O GM-CSF é um dos fatores que mobilizam as células-progenitoras
circulantes auxiliando assim potencialmente a maturacdo dos vasos. Ele
mobiliza também os progenitores endoteliais, iniciando eventualmente a
vasculogénese que pode complementar a angiogénese. Entretanto, a analise
funcional dos animais submetidos a terapia celular complementada com génica

mostrou que o auxilio do GM-CSF ndo gerou uma vantagem consideravel.
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O resultado da analise histologica confirmou esta constatagdo. Mesmo
com a terapia celular simples, sem auxilio da génica, o aumento do nimero de
capilares foi acompanhado pelo aumento menor (no tempo estudado), porém
significativo de aparecimento de arteriolas. Este dado mostra que a
mobilizacdo dos progenitores residentes in situ foi suficiente e operacional.

A analise morfologica mostrou também uma diminuicdo consideravel da
degeneracdo gordurosa do tecido muscular em animais que receberam a
terapia celular. Este dado é relevante, ja que a atrofia muscular com
degeneracdo gordurosa € conhecidamente de dificil reparo, e leva o paciente a
uma agravacgao progressiva da sua mobilidade e de forga muscular.
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5. DISCUSSAO

Um dos aspectos mais desafiadores para o futuro em relacdo ao
tratamento da isquemia critica de membros inferiores € que ele podera interferir
tanto no prognéstico de sobrevida como no salvamento dos membros. Um
membro revascularizado com sucesso significa reducdo da dor e melhora da
qualidade de vida plenamente, ainda que por tempo limitado, dependendo do
estagio da doenca. A amputacdo pode ser uma alternativa para reduzir a dor,
porém diminui ou impossibilita, na maioria das vezes, a oportunidade do
restabelecimento social e a autonomia individual dos pacientes portadores de
DAOP [Norgren et al., 2007; Attanasio e Snell.,2009].

Para avaliar a angiogénese terapéutica, este trabalho utilizou um modelo
de isquemia em camudongos machos BALB/c, foi realizada através da
resseccdo do segmento da artéria femoral da pata direita dos respectivos
animais, promovendo a diminui¢cdo do fluxo sangliineo para os tecidos com o
objetivo de responder, principalmente, as seguintes questdes: se 0 uso de
terapia celular isoladamente e se 0 uso combinado das terapias génica e
celular podem ser opcéo de tratamento para isquemia arterial aguda e se essas
terapias sdo eficientes e seguras em modelo experimental. Esse modelo de
isquemia severa foi suficiente para analise dos resultados e com isso
demonstrou que ndo ocorreu lesdo extrema com necrose total de todas as
patas isquemiadas, a tabela e a figura 12 respectivamente, confirmam a
presenca de contracdo da musculatura dos camundongos nao tratados, a qual
foi inferior a ambos os grupos tratados.

Foram utilizados, nesse modelo, o vetor plasmidial (UP-mGM) de
expressdo com o gene GM-CSF no grupo Il, administrado através de injecéo
intramuscular na pata contralateral, esquerda. O GM-CSF €& um fator
pleiotrofico que foi utilizado para promover a vasculogénese e maturacdo dos
vasos. O tratamento com células obtidas de camundongos isogénicos foi
realizado na pata direita dos grupos I, Il. A administracéo direta de GM-CSF em
isquemia de membro tem um efeito terapéutico porque promove a recuperagao
da massa muscular, for¢a e estrutura pela mobilizagdo de células terapéuticas

e aumento do numero de vasos [Sacramento et al.,2009]. O efeito do GM-CSF
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apareceu mais tarde, com os melhores resultados sendo observados na quarta
semana [Sacramento et al.,2009] .

No nosso modelo, analisamos em escala visual por trinta dias, a
evolucdo clinica e suas alteracdes nos diferentes grupos. Apos esse periodo, a
presenca e a extensao de necrose, a viabilidade funcional das patas e a massa
muscular regenerada foram verificadas através da pesagem e medida da forca
muscular. As alteracbes musculares de forca foram registradas através da
mensuracao das tensfes pré-estimulo, tensdo maxima e tensdo delta do
musculo gastrocnémio, verificadas no aparelho medidor de forca. Apds, os
animais foram submetidos ao deslocamento cervical. Os mausculos
gastrocnémio e quadriceps direito foram pesados, verificando-se assim a perda
ou diminuicdo da forca muscular e a presenca e a gravidade da atrofia
muscular respectivamente, consequiéncias esperadas em resposta a isquemia.
A seguir, foram realizados os cortes para o estudo histoldgico.

Em modelo isquémico de pata de camundongo lkenaga verificou que
células derivadas da medula Ossea induziram angiogenese apds injecao
intramuscular no periodo de duas semanas [Ikenaga et al., 2001].Em humanos
apos quatro semanas 0s parametros : ITB, pressdo transcutdnea de
oxigénio,dor em repouso e caminhada livre de dor estava significativamente
melhor no grupo que tratou com células mononucleares da medula Gssea
[Tateishi- Yuyama et al., 2002] .

O periodo de quatro semanas foi definido, em nosso modelo, com o
objetivo de permitir o restabelecimento fisiologico apds a isquemia aguda das
patas e também permitir uma observacéo clara das diferencas entre os grupos
isquémicos tratados e os nao tratados.

Neste modelo, observou-se que a terapéutica combinada para membros
isquémicos trouxe beneficio (gene GM-CSF e CMMO) e que a aplicacdo de
CMMO, somente, foi mais efetiva do que ambos, simultaneamente. Assim, 0
uso combinado de ambas, terapia génica e celular, ndo apresentou melhores
resultados comparativamente ao grupo que utilizou apenas célula, embora,
como ja dito, a terapia génica GM-CSF e celular, local e intramuscular,
combinadas para isquemia critica, demonstraram efeito baseado nos
parametros utilizados, sugerindo o restabelecimento fisico e fisiolégico das

patas, da forca muscular, comparando-se ao grupo nado tratado, em quatro
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semanas. Os grupos tratados confirmaram a eficiéncia da angiogénese
terapéutica, portanto tiveram melhor perfusdo nos tecidos isquémicos que o
grupo nao tratado.

Afirmamos, portanto, que animais tratados com o gene GM-CSF e
CMMO, simultaneamente, e CMMO, em comparacdo aos isquémicos né&o
tratados, tiveram menos necrose e menos disfuncédo das patas, sugerindo que
essas terapias podem ser uma alternativa de tratamento para isquemia critica
dos membros inferiores. O uso das CMMO em isquemia critica dos referidos
membros demonstrou uma melhor contracdo do musculo gastrocnémio e
menos atrofia do mesmo.

Nos ultimos anos varios estudos tém sido publicados in vitro e in vivo
sugerindo o potencial do uso do transplante autélogo de células mononucleares
da medula 6ssea (TACMMO) para doenca arterial periférica de membros
inferiores [Asahara et al., 1997,1999 e 2000; Asahara e Isner, 2002; Shi et al.,
1998; Buschmann e Schaper, 2000; Carmeliet e Luttun, 2001; Ikenaga et al.,
2001; Iba et al.,, 2002; Tateishi-Yuyama et al, 2002; Al-Khaldi et al., 2003;
Saigawa et al., 2004; Reis, 2005; Huang et al., 2007; Emmerich, 2005 ; Araujo
et al., 2005; Yoshida, 2005; Kajigushi et al., 2007; Van Huyen et al., 2008; Van
Tongeren et al., 2008 ; Sprengers et al., 2008].

Na literatura esta dito que obter em humanos esses resultados, aqui
apresentados com terapia angiogénica ainda representa uma dificuldade a ser
transposta [Kalka e Baumgartner, 2008].

A DAOP representa um problema de salde que tende a piorar nas
préximas décadas devido ao aumento da expectativa de vida. A atencdo para
esta patologia vai aumentar, seja pelo numero de pacientes ou pela
complexidade das lesdes em termos de sua gravidade e impacto direto devido
a natureza sistémica da doenca [Rutherford et al. 1986; Dormandy et al., 1999;
Dormandy et al., 2000; Norgren et al., 2007].

A aterosclerose é a principal causa das obstru¢des que acometem as
artérias dos membros inferiores. A semelhanca dos demais setores organicos
atingidos pela aterosclerose e a sua prevaléncia nos membros inferiores
também se correlacionam com fatores de risco, destacando-se como mais
influentes o tabagismo, o diabetes, a hipertensao arterial e as dislipidemias
[Kannel et al., 1985; Murabito et al., 1997].
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E importante destacar que, em idosos, o quadro clinico da DAOP nem
sempre € iniciado por claudicag¢do intermitente, mas por gangrena. Outras
afeccdes podem dificultar ou diminuir a deambulacdo dos pacientes, como as
cardiopulmonares, artralgias e outras, sendo eventualmente a principal razao
para o ndo diagnostico da enfermidade em fase ainda ndo complicada [Norgren
et al., 2007].

Com a expanséao recente das técnicas e tecnologias endovasculares, a
face da cirurgia para salvamento de membro isquémico estd mudando [Bosch
et al ,1999; Norgren et al.,, 2007]. O numero desses procedimentos esta
aumentando e é estimado que responda de 30% a 70% de todas as
intervencdes de membros inferiores [Norgren et al.,, 2007]. Muitas dessas
técnicas sado utilizadas em conjunto com técnicas abertas tradicionais ou
complementares a essas. Neste caso, 0o procedimento é chamado de cirurgia
hibrida. Na &area da angioplastia, dispomos hoje de materiais de melhor e
menor perfil, aumentando a qualidade do resultado final do tratamento das
lesBes isquémicas, seja no segmento aorto-iliaco, iliaco-femoral ou infra-patelar
[Norgren et al.,, 2007]. A angioplastia feita com “cutting ballon”, um balédo
especial ou técnica de crioplastia, que utiliza nitrogénio liquido para o
congelamento da placa durante a plastia e a técnica de angioplastia subintimal,
desenvolvida para o tratamento de oclusdes longas das extremidades, séo
mais algumas ferramentas com o mesmo objetivo de fraturar as placas de
colesterol com menor dano aos tecidos, diminuindo ou evitando a indesejavel
reestenose da leséo.

A tecnologia do stent também teve um grande avanco: stents revestidos
com tecidos, habitualmente o politetrafluoretileno ou dacron, ou revestidos com
drogas para uma suposta acéo local do medicamento. Abertura das lesées com
laser ou aterectomia mecanica, de maneira similar, estdo em uso e estudo
simultaneo, sem atingir os resultados esperados [Bosch et al ,1999; Norgren et
al., 2007] . Para reduzir a hiplerpasia intimal, a braquiterapia vem sendo
utilizada com algum sucesso, porém necessita de uma logistica significante e
consideracdes técnicas que fazem dificultar o procedimento [Dormandy et al.,
2000 ; Norgren et al., 2007].

. Apesar dos resultados positivos observados, a paténcia em longo prazo

desses procedimentos nos diferentes segmentos séo inferiores ou iguais a
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cirurgia convencional de “by pass” [Dormandy et al, 2000; Norgren et al, 2007].
Todas essas tecnologias estdo em avaliagdo e continua evolugédo, embora ndo
obtendo, até o momento, resultados em longo prazo suficientes ou sem o
tempo necessario para essa concretizacao definitiva.

Nas técnicas cirurgicas abertas (convencionais), apesar das inovacgoes,
ndo existe nenhum novo conceito de impacto, além dos conhecimentos ja
preconizados e divulgados que altere o prognostico desse grupo de pacientes.
As novas técnicas tendem a estar relacionadas a técnicas minimamente
invasivas nas reconstrucdes arteriais com o objetivo de reduzir a morbidade,
complicagbes nas feridas e seus efeitos negativos na paténcia das
revascularizacfes. [Dormandy et al., 2000; Norgren et al. , 2007] .

Existem avancos em ambas as arenas terapéuticas, sejam em técnicas
cirtrgicas, como foram apresentadas, além das inovacfes farmacoldgicas. Um
dos maiores beneficios ocorreu no suporte clinico do tratamento da isquemia
critica, com o uso dos inibidores de adesividade antiplaquetarios, que
demonstraram diminuir virtualmente a morbidade cardiovascular e obteve seu
grande impacto na doenca infra-inguinal de membros inferiores [Dormandy et
al., 2000; Norgren et al. , 2007] . Inibidores diretos de trombina, atuando mais
especificamente na anticoagulacdo, diminuindo assim as complicac6es devido
ao sangramento verificado com o uso de outros anticoagulantes [Dormandy et
al., 2000; Norgren et al. , 2007] .

Com a evolucdo atual, os especialistas, cirurgides vasculares,
reconhecem que ndo ha uma opc¢ao Unica de melhor tratamento generalizado
para toda populacdo de pacientes, mas a necessidade de obter-se uma
normatizacao de medidas com protocolos rigidos através de consensos que se
apoiem em resultados dos estudos multicéntricos e na experiéncia de
diferentes grupos mundiais que acompanham o0s pacientes portadores de
DAOP, seja no estagio de claudicagdo ou de isquemia critica, valendo lembrar
que as informagfes obtidas de cada individuo, seja na anamnese inicial ou
através do exame fisico, sdo extremamente relevantes para que se possa
oferecer um encaminhamento o mais proximo do ideal e suas devidas
orientacdes.

Os critérios utilizados para contra-indicacbes aos procedimentos de

revascularizacdo sdo de acordo com dados padronizados por consensos
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internacionais [Rutherford et al. ,1986; Second European Consensus, 1991] e
incluem: artérias de pequeno calibre que ndo servem como artérias receptoras
de um enxerto, muitas vezes mantidas por extensa rede de circulacéo colateral
qgue, no entanto, ndo é suficiente para gerar perfusdo adequada a determinada
area distal do membro inferior. Portanto, a auséncia de leito distal e de artéria
viavel para a anastomose das revascularizacfes, a deficiéncia de circulacdo
distal da artéria receptora do desagie do enxerto, as anatomias complexas
muitas vezes envolvendo enxertos arteriais e/ou venosos, dificuldade de
acesso percutdneo ou implante de novos enxertos, a presenga de doenca
arterial periférica concomitante, inviabilizando o uso de enxertos arteriais para
revascularizacdo, a auséncia de enxertos venosos que possam ser utilizados
na revascularizacdo, representam condi¢cdes clinicas desfavoraveis para a
realizacdo da revascularizagdo. Areas isquémicas, com feridas ou tecido
desvitalizado no local ou proximo ao local dos acessos arteriais das artérias
doadoras (anastomose proximal) ou artérias receptoras (anastomose distal),
dificultam ou impossibilitam a realizacdo do acesso cirurgico devido ao risco de
contaminagao ou infecgéo propriamente dita.

A historia natural da isquemia critica de membros inferiores pode ter
uma progressao inexoravel para uma amputacdo, a menos que seja realizado
um procedimento que melhore a perfusdo do membro. A amputacdo ndo € um
procedimento benigno, além de estar associada a mortalidade per-operatéria
de 5 a 10% para amputacdes abaixo do joelho e 15 a 20% para amputacdes
acima do joelho [ Spichler, 2003 ; Attanasio e Snell., 2009] . O progndéstico do
paciente se agrava e cerca de 30% dos sobreviventes vai falecer em dois anos
e uma segunda amputacdo serd necessaria em um terco desses pacientes
[Norgren et al., 2007] .Sendo assim, observa-se nesses pacientes uma
qualidade de vida semelhante aos pacientes com cancer em fase terminal
[Albers et al., 1992]. Opcdes de tratamento para isquemia critica quando a
revascularizacdo ndo € possivel sdo extremamente limitadas. Embora,
trabalhos sugiram que a administracdo parenteral de prostaglandina E1 (PGE-
1) ou iloprost por 7 a 28 dias possa ser considerada uma op¢ao em pacientes
com membros vidveis em que a revascularizagdo seja um procedimento
invidvel, particularmente como uma opc¢do, ao invés da amputacdo, foi

demonstrado que em seis meses havia diferenca significativa entre 0os grupos
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tratado com PGE-1 e sem tratamento em relagdo ao “end point® amputacao
[Second European Consensus, 1991] .Esses resultados precisam ser
confirmados em outras pesquisas.

Apoiado nos resultados obtidos em nosso trabalho podemos ser
otimistas em afirmar que o transplante intramuscular de células tronco da
medula 0ssea e terapia génica em pacientes com arteriopatia periférica grave,
sem possibilidade de tratamento cirdrgico ou percutaneo, podera viabilizar a
melhora clinica destes pacientes, de forma segura, através da diferenciacao
destas células em células vasculares, pelo processo de angiogénese que é
capaz de diminuir a carga isquémica e de promover a regeneracgao tecidual.

Os vasos sanguineos podem ser formados a partir de trés processos:
angiogénese, vasculogénese e arteriogénese [Jain, 2003]. A vasculogénese é
definida como a formagcdo de vasos por progenitores vasculares na fase
embrionéria (angioblastos). Atualmente, sabe-se que a vasculogénese pode
ocorrer também na fase adulta, a partir de células precursoras endoteliais
recrutadas via fatores de crescimento. A angiogénese € distinta das demais por
formar novos vasos a partir de vasos preexistentes e a arteriogenése,
circunscrita a fase adulta, € a responsavel especificamente pela remodelagem
vascular [Jain, 2003]..

A angiogénese pode ser ordenada da seguinte forma: vasodilatacao,
aumento da permeabilidade capilar, degradacdo da membrana basal e da
matriz extracelular, migracdo de células endoteliais, quimiotaxia de células
murais, organizacdo com estabilizacdo celular nos vasos de maior calibre e
especializacdo das células murais [Murohara et al.,1998]. Vasos de menor para
os de maior calibre diferem, ndo somente pela sua luz, mas também pelo
namero de células murais e pelo seu grau de especializacdo. Essa organizacao
pode ser desfeita por estimulos de injdria tissular, como exemplo, a hipdxia,
aumento das forcas de cisalhamento ou aumento de radicais livres. As células
endoteliais sdo longas, finas, frageis e podem ter meia-vida de alguns anos. As
juncdes intercelulares tém importante papel na homeostasia do endotélio pelo
fato de inibir por contato a sua migracdo. Sua sustentacéo no tecido é feita pelo
arcabouco da membrana basal, um ultrafiltrado amorfo da matriz e por uma
célula perivascular chamada de pericito [Jain, 2003].

A hipoxia € um evento central no processo de angiogénese, sendo a
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capacidade de difusdo do O, nos tecidos de aproximadamente 1 mm?3. Se o
processo de difusdo ndo estiver sendo capaz de manter o funcionamento
tecidual, sdo estimulados fatores de transcricdo localmente, com o intuito de
melhorar a perfusédo. O principal fator estimulado € o fator induzido pela hipoxia
(HIF), uma proteina heterodimérica, que funciona induzindo a transcricdo de
genes responsaveis pela homeostase do O, [Murohara et al.,1998 ; Cooke e
Losordo , 2002 ].

O HIF-1a [Ramirez et al., 2001] é a fracdo protéica presente no
citoplasma. Em condicbes em que a concentracdo de O, € maior que 25%
(normoxia), este se liga ao complexo ubiquitina-proteina Von Hippel Lindau,
sendo degradado em menos de 5 minutos pelo complexo proteossémico. Nos
casos de hipoxia, O, menor que 5%, a proteina HIF-1o ndo é mais degradada,
sendo complexada a proteina translocadora do receptor de aril hidrocarbono
(ARNT). Esse complexo migra até o nucleo se liga a subunidade beta do HIF
induzindo a expressdo de mais de 60 genes envolvidos no metabolismo celular
hipoxico. O fator de crescimento vascular induzido pelo endotélio VEGF, por
exemplo, apos inducdo via HIF, tem sua sintese aumentada 30 vezes em
minutos [Ramirez et al.,, 2001]. O Oxido nitrico participa na inducdo da
vasodilatacdo que, principalmente, na presenca do VEGF, induzird a
transudacédo e a formacdo de uma matriz provisoria, facilitando a migracao de
células endoteliais pelo tecido. Esse aumento de Oxido nitrico parece ser
estimulado localmente por fatores de crescimento como o VEGF e o fator de
crescimento basico derivado de fibroblastos bFGF [Murohara et al.,1998;Cooke
e Losordo , 2002 ; Rissanen et al. ,2001] .

O GM-CSF foi o fator escolhido em nosso modelo, pois é sabido que os
monaocitos tém uma importante acdo no remodelamento dos vasos locais e que
o GM-CSF inibe a apoptose dessas células e demonstrou regeneracao fisica e
fisiol6gica em modelo de isquemia em camundongo [Sacramento et al.,2009] .
E um dos fatores que mobilizam as células-progenitoras circulantes auxiliando
assim potencialmente a maturacdo dos vasos. Ele mobiliza também os
progenitores endoteliais, iniciando eventualmente a vasculogénese que pode
complementar a angiogénese [Buschmann et al., 2000;Buschmann et al.,2003].
Entretanto, a analise funcional dos animais submetidos a terapia celular

complementada com génica ,em nosso modelo, mostrou que o auxilio do GM-
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CSF nao gerou uma vantagem consideravel. Embora os resultados obtidos na
pesagem dos animais com significancia estatistica para os animais do grupo |l
comparando aos outros grupos represente uma acao sistémica do fator de
crescimento, o melhor resultado funcional do grupo tratado apenas com células
é evidente, e definitivamente melhor do que os grupos Il e llI .

Ambos os grupos tratados apresentaram melhor resultado em relagéo ao
grupo nao tratado. Os efeitos da aplicacdo subcutanea do GM-CSF na
distdncia maxima de caminhada e ITB no estudo START ndo demonstraram
também efeito terapéutico em estudo duplo cego ,randomizado ,controlado por
placebo , em quarenta pacientes com claudicacdo intermitente severa [Van
Royen et al., 2005] .

Existe na literatura um crescente entusiasmo no estudo da angiogénese
e seu uso na terapéutica. Multiplos estudos em animais confirmam a habilidade
das células progenitoras em promover angiogénese e determinaram a
continuidade em estudos clinicos [Takeshita et al., 1994 ; Asahara et al., 1997 ;
Asahara et al., 1999 ; Shi et al., 1998 ; Kamihata et al., 2001 ; Iba et al. , 2002
; Al-Khaldi et al., 2003 ; Kinnaird et al., 2004].

As evidéncias que dao suporte a terapia angiogénica com transplante
autdlogo de células mononuleares da medula 6ssea ou do sangue periférico
estdo aumentando rapidamente devido aos resultados que demonstram
melhora no ITB, cicatrizac@o das Ulceras e salvamento dos membros. [Tateishi
et al. , 2002 ; Huang et al. , 2007 ; Van Tongeren et al. , 2008]. A eficacia do
transplante autologo de células mononucleares em estimular a angiogénese foi
pela primeira vez demonstrado em humanos por Therapeutic Angiogenesis
using Cell Transplantation (TACT) [Tateishi et al. , 2002]. Nesse estudo, o
grupo tratado com CTMMO teve uma melhora significativa nos seguintes
parametros: ITB, dor em repouso e auséncia de dor ao caminhar, em quatro e
vinte e quatro semanas, comparado ao outro grupo que recebeu células
mononucleares periféricas ou solu¢do salina. Kajigushi avaliou sete pacientes
com isquemia de membro de acordo com o protocolo TACT e verificou as
respostas encontradas com aumento de CD 34" e CD 133" mantido elevado
por 1 més [Kajigushi et al., 2007]. Outros autores destacam que a eficacia da
terapia com a célula-tronco esta relacionada a presenca da fracdo CD 34 *

[Saigawa et al. , 2004] . Todos esses trabalhos ratificam os resultados
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apresentados em nosso modelo.

A via ideal de liberagcéo das células progenitoras também tem sido razéo
de investigacdo. Resultados igualmente eficientes foram demonstrados na
literatura, tanto nas injecdes intra — arteriais quanto intramuscular de CMMO
em pacientes com DAOP. Van Torgeren e colaboradores demonstraram
eficiéncia nas duas formas de administracdo em termos de salvamento de
membro, aumento do tempo livre de dor ao caminhar, ITB e alivio da dor
isquémica [Van Tongeren et al. , 2008]. O uso de injecao intramuscular de
células autdlogas MMO para estimular o crescimento vascular € promissor [Yla-
Hertuala e Alitalo, 2003].

Alguns autores usaram preferencialmente a via intramuscular para
injecdo terapéutica [Tsurumi., 1997; Tateishi et al. , 2002; Yla- Hertuala e
Alitalo, 2003; Kusumanto.,2006; Kajigushi et al., 2007; Van Tongeren et al. ,
2008; Attanasio e Snell.,2009]. Alguns desses citam o ultrasom para localizar o
mauasculo, quando necessario. Existe também o potencial de liberacdo dos
fatores de crescimento ao longo da parede dos vasos usando a imagem. Essa
facilidade tem dois aspectos distintos, um que cria certa heterogeneidade nos
desenhos dos trabalhos que n&o definem, por exemplo, se apenas um ou
guantos pontos de aplicacdo devem ser realizados para terapia ou definicdo de
um local especifico para tal, e o0 outro aspecto, é relacionado ao fato de que
outra opc¢do é ter como alvo uma area ou algumas areas em particular, como
ao redor de um ponto de oclusdo ou de outra forma, somente distal a uma area
de oclusdo, o que sem duvida, gera mais um foco de discussao para que se
indigue uma direcdo e uma definicAo precisa desse parametro para 0s
trabalhos em humanos [Isner et al., 1996; Tateishi et al. , 2002; Yla- Hertuala e
Alitalo, 2003 ; Van Tongeren et al. , 2008].

Quanto maior a variagédo de terapias, dose, frequéncia e localizacao da
aplicacéo, o mais complexo sera o estudo e a analise dos resultados. No nosso
modelo e na analise dos nossos resultados a aplicagdo intramuscular em um
ponto acima da linha articular do joelho mostrou ser uma via eficiente e segura
para ambas as terapias, celular e génica.

Estudos preliminares de transferéncia génica intramuscular utilizando vetor
plasmidio de pn"VEGF165 demonstraram desenvolvimento de circulagéo colateral

e melhora do sintoma de dor [Baumgartner et al., 1998]. Alguns autores estéo
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utilizando vetores virais para melhorar a eficiéncia da transferéncia génica
[Takeshita et al.,1996; Tsurumi et al.,1997; Shah et al.,2000] . As maiores
limitacdes do vetor adenoviral sdo: a falta de sustentacdo da expressao (ja que
o DNA viral ndo integra ao genoma do hospedeiro), a antigenicidade das
proteinas virais e a possivel toxicidade em doses altas. Em protocolos
humanos, vetores adenovirais tém causado reacdo inflamatéria, formacdo de
anticorpos contra o adenovirus, febre transitdria e aumento significante das
transaminases hepaticas [Bobek et al.,2006]. Esses vetores podem ter uma
expressdo génica maior, mas o risco de incompatibilidade imunoldgica sdo
maiores do que o observado com os vetores plasmidiais, 0s vetores virais s&o
microorganismos e os plasmidios moléculas mais faceis de serem manipulados
[Silva et al, 2008]. O DNA nu liberado diretamente nos tecidos pode induzir a
expresséo génica local. Embora a eficiéncia da taxa de transfeccdo muscular
seja baixa, a expressao transgénica persiste por até varios meses, e sem
evidéncia de replicacdo ou integracdo plasmidial. A transfeccdo de um
plasmidio contendo o gene VEGF (phVEGF 165 human plasmid) em muasculo
ou na parede dos vasos sanguineos, é seguida pela sua expressao local e
aumento dos niveis circulantes de VEGF por pelo menos 15 dias [Isner et
al.,1996] . Para aumentar a entrada de DNA nu na célula foram aplicados
varios métodos entre eles a eletroporacao [Escoffre et al.,2009] .

Em nosso modelo utilizamos o vetor plasmidial e a eletroporacdo como
veiculos para obtermos os efeitos terapéuticos desejados. Uma expressao
génica in vivo com nivel terapéutico minimo e suficiente é essencial para
terapia génica. Ao lado do VEGF, FGF e angiopoietina, outros fatores de
crescimento estdo sendo investigados [Lazarous et al ., 2000; Lederman et
al.,2001; Rissanen et al., 2001; Yla - Hertuala et al. , 2003 ]. Um dos principais
problemas encontrados no uso de VEGF é que os vasos formados sédo
instdveis e muito permeaveis (leaks). Os vasos gerados por VEGF sao
normalmente capilares, enquanto os produzidos por FGF parecem ser mais
maduros [Rissanen et al., 2001]. Em nosso modelo o GM-CSF foi utilizado,
esperando-se um efeito terapéutico sistémico, na area de isquemia, como
consequéncia do aumento da sua concentracdo no sangue periférico, o que

nao ocorreu. Pelos resultados ja apresentamos acreditamos que tivemos um
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efeito terapéutico sistémico, mas nao suficiente para ser igual ou superior ao
apresentado pelo nosso grupo |, tratado apenas com células.

E fato que todos os trabalhos iniciais em humanos para isquemia critica
de membros foram limitados a pacientes com doenca oclusiva avancada, 0s
quais foram excluidos da possibilidade de revascularizacdo dos seus membros
ou apos o procedimento cirdrgico, ndo obtiveram éxito satisfatorio, realizando
entdo a terapia angiogénica. Esses pacientes que tém doenca avancada
possivelmente terdo potencial terapéutico reduzido de células colhidas de suas
medulas, 0 que ndo € o mesmo que se dizer sem nenhum potencial, mas
representa um desafio em termos de se executar uma estratégia em que
células autblogas utilizadas possam ter diferentes potenciais e 0s pacientes
gque mais precisam ajuda podem ser 0S mesmos, 0S quais, as células
progenitoras tenham a menor poténcia. Makinen, em 2002, ndo encontrou um
resultado diferente entre o grupo tratado com VEGF e o grupo placebo, no que
se refere aos “end points” amputacdo e cicatrizagcdo de feridas, mas
demonstrou incremento da vascularizacao através da angiografia [Makinen et
al., 2002]. Portanto, conforme ja relatado, os trabalhos iniciais demonstraram
um potencial pré angiogénico nessa populacdo de pacientes. Injecdes
intramusculares de vetor plasmidial com gene VEGF, especificamente em
pacientes com isquemia critica de membros inferiores e diabetes,
demonstraram resultados positivos, mas nao significativos em relacdo a
amputacao, ITB e cicatrizagédo das feridas [Kusumanto et al. , 2006].

Apesar dos resultados diversificados, principalmente em humanos, é
estimulante para ndés, cirurgides vasculares, que novos alvos de pesquisa e de
tratamento para isquemia de membros inferiores estejam em desenvolvimento
continuo e, portanto, aperfeicoando-se. Mecanismos induzidos pela isquemia,
sensores metabodlicos e reguladores demonstram a inducdo da expressdo
VEGF e angiogénese em modelos animais independente da via HIF-1,
podendo ser um fator adjuvante no tratamento da doenga isquémica [Arany et
al. , 2008]

Em nosso entendimento, a angiogénese terapéutica € uma nova
ferramenta no tratamento da isquemia critica de membros inferiores. Esse fato
nao veio substituir nenhuma outra ferramenta, mas complementar e contribuir

em conjunto com outras técnicas ja estabelecidas no presente. Entretanto,
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pode-se admitir que ja estejamos diante do futuro ou da préxima fronteira, com
os resultados verificados neste modelo, na literatura em animais e em estudos
clinicos, permitindo afirmar que, a médio e longo prazo, podera nos reservar
surpresas imprevisiveis por ser uma area do conhecimento humano ainda
embrionéria. Apresenta tdpicos ainda a serem resolvidos, como a questdo de
porque os efeitos pré6 angiogénicos sao tdo evidentes nas pesquisas pré-
clinicas e ndo sdo tdo evidentes nos estudos clinicos [Emmerich, 2005]. A
interrogacdo entre terapia génica ou terapia celular ndo € produtiva, pois
inclusive em nosso modelo ndo foram encontradas desvantagens no uso
conjunto das terapias, pelo contrério, verificamos os efeitos benéficos em
relacdo ao grupo isquémico ndo tratado. Com o grupo tratado apenas com
célula, a terapia combinada teve um desempenho inferior, mas podemos
afirmar que ambos o0s grupos tratados se beneficiaram do tratamento
comparando-se com 0 grupo isquémico nao tratado.

Outras questbes como a selecdo dos pacientes com variadas
comorbidades, o desenho com protocolo especifico para a investigacdo de um
determinado efeito pr6é angiogénico, a dose a ser aplicada na terapéutica, a via
de liberacédo e escolha do fator de crescimento ou populacdo celular sé&o
tdpicos que merecem analise mais rigorosa através de estudos randomizados e
duplo — cegos. Modelos animais sdo caracterizados tipicamente por animais
com saude sujeitos ao modelo de isquemia. Animais com diabetes,
aterosclerose e stress oxidativo, a resposta endotelial aos fatores angiogénicos
poderdo ser diferentes, como por exemplo, camundongos diabéticos
demonstraram uma revascularizacdo diminuida comparativamente aos
camundongos saudaveis, devido a alteracbes no sistema de regulacéo
angiogénica [Schiekofer et al., 2005]. Em relacdo a hipercolesterolemia, foi
verificada também uma diminuicdo no crescimento de circulacao colateral em
camundongos [Van Weel et al., 2006].

Protocolos de tratamento que envolve transfecgéo in vivo de material
génico para terapia de isquemia de membros inferiores envolvem algumas
outras questdes: Como melhorar essa transfeccdo? Qual a melhor rota de
entrega (route of delivery), melhor momento e local da introducdo? Qual a
melhor relagdo de massa do vetor com o alvo, também podem ser

questionados? Qual € o numero 6timo de células tronco ou de plasmidios para
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injetar? E seguro estimular a angiogénese por periodo prolongado? Sabe-se
que a expressao génica é governada pela eficiéncia da transdugdo em 6rgaos
alvos e eficiéncia da expressdo desses nos tecidos e duracdo da expressao
[Isner et al., 1996 ; Baumgartner et al.,1998; Emmerich, 2005; Bobek et al. ,
2006 ; Huang et al.,2007; Silva et al .,2008].

Outras investigacdes serdo necessarias para otimizacao dessas terapias
e continuar avaliando a eficacia e a seguranca delas no tratamento da isquemia
critica de membros inferiores [Emmerich, 2005; Bobek et al. , 2006].

Na década passada, houve uma necessidade de apreciacdo e
entendimento da importancia das células progenitoras, CT e bases moleculares
da terapia génica e seus vetores para atuarem na manutencdo e integridade
dos tecidos. Parece logico que se pudermos entender a biologia e o
envelhecimento determinado pelo tempo e 0s seus mecanismos nhaturais para
reparacdo dos tecidos que comecam a falhar em determinado momento,
havera uma forma adicional para tratar os pacientes, revertendo alguns dos
danos dessas doencas, como € 0 caso da aterosclerose.

Até o momento, foi demonstrado que tais terapias sao factiveis, mas é
necessario realizarmos mais protocolos randomizados com numero grande de
doentes analisados e tendo como parametro final (endpoint) a preservacao do
membro, evitando a amputacdo maior (definida como acima do tornozelo) e a
qualidade de vida dos pacientes.

A angiogénese terapéutica € um tratamento viavel para pacientes com
isquemia critica de membros inferiores conforme demonstrado na literatura e
neste modelo que com os resultados obtidos, sustenta essa assertiva e
estimula para futuras pesquisas.

O tratamento angiogénico emerge como uma terapia proeminente para
tratamento da doenca isquémica critica de membros inferiores, atuando como
formador de condutos, “by pass” endégenos, em torno de artérias periféricas
ocluidas e distais a estas, dando a oportunidade, acredita-se, de mudar

finalmente a historia natural dessa doenca.
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CONCLUSOES

> No modelo deste estudo, o uso combinado de ambas as terapias, gene
GM-CSF e CMMO para membros isquémicos trouxeram beneficios. Os
parametros utilizados para avaliacdo indicam que a aplicacdo de CMMO,

sozinha, € mais efetiva do que ambas, simultaneamente.

> Neste modelo, a terapia angiogénica obteve melhores resultados nos
parametros utilizados que o grupo nédo tratado, demonstrando seguranca e
eficiéncia da terapia em modelo experimental de isquemia arterial periférica de

membros inferiores.

> O observado em animais manteve a expectativa na utlizacdo da
angiogénese terapéutica considerando-se, entdo, como a esperanca em
humanos nos casos de doenca vascular periférica extensa grave e para

agueles com leito vascular insuficiente, com impossibilidade cirurgica.
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Baixar livros de Literatura

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

Baixar livros de Medicina

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

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

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

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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