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RESUMO

Desde o0 ano 1900, as doencas cardiovasculares sdo a principal causa de ébitos na
populacao geral. A insuficiéncia cardiaca é reconhecida como um grave problema de
saude publica. Em cinco anos, metade dos pacientes com insuficiéncia cardiaca
morrem. O transplante cardiaco é o tratamento de eleicao nos casos de insuficiéncia
cardiaca em estagio final. O numero de doadores € insuficiente e 20% dos pacientes
em fila de espera morrem a cada ano. A principal causa de desenvolvimento de
insuficiéncia cardiaca € o infarto do miocardio. O mecanismo pelo qual ocorre a
insuficiéncia cardiaca ap6s o infarto chama-se remodelamento ventricular. Para que
ocorra a reversao do remodelamento ventricular, busca-se obter regeneracao dos
cardiomiécitos e desenvolvimento de neovascularizacdo nas areas de infarto. As
células-tronco podem ser capazes de reverter o remodelamento e restabelecer a
capacidade contratil do miocardio. Para realizar pesquisas para tratamento das
miocardiopatias, criou-se o Centro de Pesquisas em Transplante de Células-Tronco.
Definiram-se os protocolos para selecdo de pacientes, coleta de medula éssea para
obtencéao de células-tronco, separacao das células mononucleares, caracterizacao
fenotipica e aplicagao intramiocardica das células-tronco. Iniciou-se a aplicagao
clinica em cinco pacientes portadores de miocardiopatia isquémica. Houve um 6bito
entre os cinco pacientes tratados. Os pacientes apresentaram melhora funcional. O
resultado da terapia celular sobre a contratilidade e perfusdo segmentar foi
heterogéneo. O Centro de Pesquisas em Transplante de Células-tronco foi criado e
os protocolos definidos foram aplicados em cinco pacientes portadores de
miocardiopatia isquémica.

Palavras-chave: Laboratérios. Insuficiéncia cardiaca. Infarto do miocardio.
Transplante de células-tronco.



ABSTRACT

Since the year 1900, cardiovascular diseases are the leading cause of death in
general population. Cardiac failure is known as a serious public health problem. In
five years, half of patients with cardiac failure die. Cardiac transplantation is the
elected treatment in patients with end-stage cardiac failure, but organs donors are
not sufficient and 20% of patients die while on the waiting list every year. The main
cause of cardiac failure development is the myocardial infarction. The mechanism
that causes cardiac failure after myocardial infarction is called ventricular remodeling.
To revert ventricular remodeling, cardiomyocyte regeneration and neovascularization
of infarcted areas must occur. The stem cells might be able to revert remodeling and
re-establish myocardium contractile capacity. In order to make researches to treat
myocardiopathies, it was created the Stem Cells Transplantation Research Center.
Protocols to patients selection, bone marrow aspiration to obtain stem cells,
mononuclear cells separation, phenotypic characterization and intramyocardial stem
cells injection were defined. Clinical application was done in patients with ischemic
myocardiopathy. There was one death in five treated patients. Patients increased
functional class. The cell therapy results demonstrated that contractile and segmental
perfusion were heterogeneous. The Stem Cells Transplantation Research Center
was created and the defined protocols were applied in five patients with ischemic
myocardiopathy.

Keywords: Laboratories. Cardiac failure. Myocardial infarction. Stem cells
transplantation.
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1 INTRODUCAO

As doencas cardiovasculares representam aproximadamente 35% do total de
Obitos ocorridos nos Estados Unidos por ano. Desde o ano 1900, sdo a principal
causa de o6bitos na populacao geral (AHA, 2009). A miocardiopatia isquémica é a
maior causa de desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca congestiva e apresenta
uma mortalidade de 50% em cinco anos (SUTTON, 1990).

No Brasil, 34% dos 06bitos ocorridos na populacdo acima de 40 anos sao
devidos a doencas do aparelho circulatério. Dentre estes ébitos, 30% decorrem de
doencas isquémicas do coracdo. Nesta populacdo acima dos 40 anos de idade,
23,5% dos internamentos realizados no Sistema Unico de Satide sdo motivados por
doencas do aparelho circulatério (DATASUS, 2005).

Muitos avangos ocorreram na terapia medicamentosa, nos variados
procedimentos de cardiologia intervencionista e na cirurgia cardiaca. Com o intuito
de tratar as miocardiopatias, sdo terapias utilizadas: o transplante cardiaco, a
cardiomioplastia com retalho de musculo grande dorsal, a correcdo da esfericidade
do ventriculo esquerdo, a ressincronizacado ventricular e a assisténcia ventricular
mecanica. Mesmo com todos estes avancgos, ainda ha pacientes nao tratados ou
convivendo com os inconvenientes de cada terapia (BRAILE, 2005).

O mecanismo pelo qual ocorre 0o desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca
apos o infarto agudo do miocardio é conhecido por remodelamento ventricular. Este
fenbmeno ocorre por alteracdes agudas e cronicas tanto na area infartada quanto no
tecido nao necrético ao redor do infarto (PFEFFER, 1990).

Para que ocorra a reversdo do remodelamento ventricular, busca-se obter
regeneracao dos cardiomiécitos e desenvolvimento de neovascularizagdo na area
infartada (JAIN, 2001).

Foi sugerido por estudos experimentais em animais que células-tronco
derivadas da medula 6ssea e do sangue periférico podem, depois de purificadas e

separadas in vitro, ser implantadas em areas de fibrose do miocardio consequente
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ao infarto e levar a regeneracdo destas areas, sendo capazes de recuperar
parcialmente a capacidade contratil (ORLIC, 2001).

Nesta pesquisa buscou-se adequar a estrutura do Hospital de Clinicas (HC) e
Setor de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Parana (UFPR) para que
pudessem ocorrer as pesquisas com células-tronco nas miocardiopatias. Foram
estabelecidos protocolos para selecionar pacientes, obter e identificar as células-
tronco e implantar as células no miocardio. A funcionalidade do Centro de Pesquisas

foi observada com o inicio da aplicacgao clinica.

1.1 OBJETIVOS

Os objetivos desta dissertacao foram:

a) Implantar o Centro de Pesquisas em Transplante de Células-Tronco na
Universidade Federal do Parana;

b) Definir os protocolos de pesquisa com células-tronco adultas de medula
0ssea;

c) Iniciar a aplicagdo clinica das células-tronco para tratamento das

miocardiopatias, primeiramente a isquémica, demonstrando os resultados obtidos.



16

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 A INSUFICIENCIA CARDIACA

A Insuficiéncia Cardiaca é uma sindrome que pode ser definida como uma
desordem estrutural ou funcional do coracdo que conduz a diminuicdo da
capacidade de ejecao ventricular. Esta caracteristica pode, ou nao, estar associada
a pressoes de enchimento ventricular acima das fisioldégicas (FELKER, 2003).

Os indicios de reconhecimento e tratamento da Insuficiéncia Cardiaca datam
do final do século XVIII. Os trabalhos de William Withering, em Birmingham na
Inglaterra, foram os primeiros a descrever o uso de digital no tratamento da
sindrome que cursava com hidropsia e anasarca (KOUCHOUKOQOS, 2003).

Os pacientes portadores de insuficiéncia cardiaca podem, ou nao, ser
sintomaticos. Uma das classificacdes funcionais dos pacientes portadores desta
sindrome foi formulada pela New York Heart Association (NYHA) em 1928. Esta
classificacao passou por atualizacdes e a que atualmente esta em uso encontra-se

descrita no QUADRO 1 (AHA, 1994).

Classe |. Pacientes com doenca cardiaca, mas sem resultar em limitacdo da atividade fisica.
Atividade fisica de rotina ndo causa fadiga, palpitagao, dispnéia ou dor anginosa.

Classe Il. Pacientes com doenca cardiaca que resulta em limitacdo leve da atividade fisica.
Pacientes confortaveis no repouso. Atividade fisica de rotina resulta em fadiga, palpitacéo dispnéia
ou dor anginosa.

Classe lll. Pacientes com doencga cardiaca que resulta em limitagdo franca da atividade fisica.
Pacientes confortaveis no repouso. Atividades menores que as de rotina causam fadiga, palpitacéo,
dispnéia ou dor anginosa.

Classe IV. Pacientes com doenca cardiaca que resulta na incapacidade de realizar qualquer
atividade fisica sem que ocorra desconforto. Sintomas de insuficiéncia cardiaca ou de sindrome
anginosa podem estar presentes inclusive no repouso. Se qualquer atividade fisica é realizada, o
desconforto aumenta.

QUADRO 1 - CLASSIFICACAO FUNCIONAL DA NEW YORK HEART ASSOCIATION
FONTE: AHA (1994)
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2.1.1 Panorama da Insuficiéncia Cardiaca no Brasil e no Mundo

A Insuficiéncia Cardiaca é reconhecida como um grave problema de salde
publica. Em virtude do envelhecimento da populagdo e da maior expectativa de vida,
estima-se que cerca de 1 a 2% da populagdo geral de paises desenvolvidos seja
portadora de Insuficiéncia Cardiaca (ROSSI NETO, 2004).

Mudangas nos habitos alimentares, fumo, sedentarismo e obesidade sao
fatores de risco no desenvolvimento de Hipertensao Arterial Sistémica, Diabetes e
Doencga Coronariana. A Insuficiéncia Cardiaca acaba estando no ultimo estagio da
evolucao destas e de outras doencas (ROSSI NETO, 2004).

Mesmo sendo o Brasil um pais em transicdo epidemioldgica, os fatores de
risco para o desenvolvimento da Insuficiéncia Cardiaca se assemelham aos do
restante do mundo (PIEGAS, 2003).

A etiologia mais freqlente da Insuficiéncia Cardiaca no Brasil é a
Miocardiopatia Isquémica, correspondendo a 33% dos casos. A segunda etiologia
mais freqUente é a Miocardiopatia Dilatada (26%), seguida pela etiologia Reumatica

(22%), Hipertensiva (7%) e pela Chagasica (6%) (MENDEZ, 2001).

2.1.2 O Remodelamento Ventricular

Imediatamente apds o infarto do miocardio, complexas alteracdes da
arquitetura ventricular ocorrem tanto na zona infartada quanto em areas nao
infartadas. Além da necrose das miofibrilas, ha desintegracdo do colageno
interfibrilar, tornando a regidao mais propensa a deformacgdes (ZORNOFF, 2002).

Diminuicdo da espessura e alongamento da parede ventricular infartada,
dilatagdo e hipertrofia excéntrica de regides ventriculares viaveis estao
inevitavelmente presentes. As alteracbes geométricas e contrateis regionais do
ventriculo esquerdo secundarias ao infarto alteram a eficiéncia mecénica do

coracédo. Este conjunto de alteracdes é conhecido por Remodelamento Ventricular. A
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funcdo ventricular e o prognéstico do paciente estdo diretamente relacionados a
extensao deste remodelamento (PFEFFER, 1990).

No processo de remodelamento, cronicamente ocorrem alteragcées da
expressao génica, bioquimicas e estruturais que levam a disfuncao ventricular
progressiva (ZORNOFF, 2002).

Varios fatores podem influenciar a extensao e a evolugdo do remodelamento.
Fatores mecénicos como a sobrecarga hemodinamica (pressoérica e volumétrica) e a
extensao da area do infarto estdo envolvidos (ZORNOFF, 2002).

Expressdo de formas imaturas de proteinas contrateis, alteracbes da
funcionalidade dos canais de calcio, modificacbes na resposta local a estimulos
adrenérgicos, desestruturacdo do citoesqueleto e da matriz extracelular estdo

profundamente envolvidos no processo de remodelamento (ZORNOFF, 2002).

2.1.3 O Tratamento Cirargico da Insuficiéncia Cardiaca

O Tratamento de eleicdo para a Insuficiéncia Cardiaca em estagio final e
refrataria ao tratamento clinico € o transplante cardiaco. Ele esta indicado quando a
estimativa de sobrevida e de qualidade de vida do paciente com Insuficiéncia
Cardiaca é inferior aquela obtida com o transplante (KOUCHOUKQOS, 2003).

Em virtude da caréncia de doadores, cerca de 20% dos pacientes em fila de
espera para transplante cardiaco em paises desenvolvidos morrem a cada ano
(HOSENPUD, 2000).

Como alternativas ao transplante cardiaco, novas técnicas cirirgicas e
releituras de técnicas consagradas passaram a ser utilizadas (KOUCHOUKOQOS,
2003).

A Cirurgia de Revascularizacdo do Miocardio em pacientes com grave
comprometimento da fungao ventricular esquerda € utilizada, contanto que a fracédo

de ejecao seja superior a 20% (HAUSMANN, 1997; KOUCHOUKOS, 2003).
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O Tratamento das Doencas Valvares, particularmente a Insuficiéncia Mitral,
que decorrem do remodelamento ventricular e da dilatagdo do ventriculo esquerdo
também é realizado. Pacientes com doenga valvar Aortica e com comprometimento
importante da funcédo ventricular esquerda podem ser tratados com a substituicao
valvar, obtendo melhora dos sintomas de insuficiéncia cardiaca (KOUCHOUKQOS,
2003).

A Ventriculectomia Parcial Esquerda descrita por Batista (1997), baseada na
lei de Laplace, busca diminuir a tensao na parede ventricular com a reducéo do raio
do ventriculo esquerdo. A forca de contracdo miocardica é otimizada com a
diminuicdo do estresse da parede ventricular. Com indicacdo em pacientes
selecionados, esta técnica traz beneficios.

A exclusao de zonas de fibrose do miocardio e a ressecgdo de aneurismas
ventriculares podem ser utilizadas também com o intuito de restabelecer a geometria
original elipséide do ventriculo esquerdo. A exclusdo destes segmentos nao
funcionantes acaba por otimizar a eficiéncia mecéanica do ventriculo esquerdo (DOR,
1998).

Baseados no mesmo principio de restaurar a forma original e ideal do
ventriculo esquerdo, também foram desenvolvidas malhas artificiais que recobrem o
coracdo e constringem o ventriculo esquerdo. Até o0 momento, poucos pacientes
foram tratados com esta técnica (KONERTZ, 2001).

Sistemas de assisténcia mecanica também foram desenvolvidos. Eles podem
auxiliar no aumento do débito cardiaco por: compressao direta dos ventriculos; como
bombas circulatérias parcialmente implantaveis ou externas, de fluxo pulsatil ou
continuo; ou entao por compressao de segmentos especificos da aorta toracica (OZ,
2002; FRANCO, 2001).

Também com o principio de auxiliar a contragdo miocardica externamente, a
cardiomioplastia dinamica utilizando um retalho do musculo grande dorsal pode ser
utilizada. O retalho muscular envolve o coracdo e a sincronia da contragao ocorre

através de eletroestimulacdo com marcapasso artificial. O desenvolvimento de
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arritmias ventriculares graves e a faléncia do musculo esquelético sdo problemas
desta técnica, estando esta técnica em desuso (CHACHQUES, 1989;
KOUCHOUKOQOS, 2003).

Recentemente foi demonstrado que os pacientes com insuficiéncia cardiaca e
que apresentam bloqueio do ramo esquerdo do feixe de Hiss podem apresentar
dissincronia de contracdo de regides especificas do ventriculo esquerdo. Este
fenbmeno ocasiona movimento paradoxal do septo interventricular e piora da
insuficiéncia mitral e do débito cardiaco. O prolongamento do intervalo PR, com
contracao atrial precoce, também pode estar relacionado com a regurgitacao mitral e
diminuicdo do volume de enchimento ventricular. O uso da estimulagdo elétrica
biventricular busca corrigir esta dissincronia atrioventricular e interventricular,

otimizando a funcao do VE (AURICCHIO, 2002; KOUCHOUKOQOS, 2003).

2.2 AS CELULAS-TRONCO

As células-tronco sao células indiferenciadas que tém a capacidade de gerar
uma linhagem de células altamente especializadas e, ao mesmo tempo, manterem-
se no estado indiferenciado (MOTA, 2005; OETTGEN, 2006).

Conforme a forma de obtencao, podem ser divididas em dois tipos essenciais:

as Células-Tronco Embrionarias e as Células-Tronco Adultas (OETTGEN, 2006).

2.2.1 As Células-Tronco Embrionarias

As Células-Tronco Embrionarias sao obtidas através da aspiracdo da massa
celular interna do blastocisto. Possuem a capacidade pluripotencial de se diferenciar
em células de qualquer um dos trés folhetos embrionarios (endoderma, ectoderma e
mesoderma). Incorporam também a capacidade praticamente infinita de
autorrenovacao (MOTA, 2005; OETTGEN, 2006).

A sua utilizagdo implica no confronto de conceitos éticos e religiosos, visto
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haver a destruicdo do embrido para que ocorra a sua extracdo para posterior
utilizacdo (MOTA, 2005).

Estudos com Células-Tronco Embrionarias humanas estdo em curso no
campo das experimentacoes in vitro e em animais. O maior potencial ja sabido da
ocorréncia de problemas com o seu uso estd na formacado de teratomas. Estas
células podem apresentar diferenciacdo desorganizada quando sdo submetidas a
cultura (MOTA, 2005).

A utilizagdo em humanos das células-tronco embrionarias implica
inevitavelmente em imunossupressao ou uso em pacientes isogénicos (MCGLAVE,

2000; OETTGEN, 2006).

2.2.2 As Células-Tronco Adultas

As Células-Tronco Adultas em uso para terapia celular cardiaca sao aquelas
derivadas da Medula Ossea, os Mioblastos Esqueléticos e as Células-Tronco
Cardiacas Residentes (OETTGEN, 2006).

Varios tipos de Células-Tronco podem ser isoladas da medula 6ssea, visto
haver varias subpopulacées com diferenciacdes especificas como: Células-Tronco
Hematopoiéticas, Células Progenitoras Endoteliais e as Células-Tronco
Mesenquimais (OETTGEN, 2006).

As Células-Tronco Hematopoiéticas expressam o marcador CD 34 (antigeno
precursor hematopoiético). Estdo em maior nimero e correspondem entre 1 a 2% da
populacao celular da medula Ossea. As células mononucleares expressam o
marcador CD 45 (antigeno comum dos leucdécitos). Entre estas células cerca de 4 a
5% sao células-tronco CD 34 (VERFAILLIE, 2000).

As Células Progenitoras Endoteliais e as Células-Tronco Mesenquimais estao
presentes em numero muito menor, em torno de 0,01%. Necessitam de cultura e
expansao in vitro para que seu efeito na terapia celular possa ser estudado (JAIN,

2005; VERFAILLIE, 2000; OETTGEN, 2006).
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As Células Mioblasticas Esqueléticas sdao uma populacdo de células
progenitoras que podem ser isoladas de bidpsias de musculos esqueléticos
expandidas in vitro. Estas células, quando aplicadas no miocardio, podem se
diferenciar em células com miotubulos contrateis. Elas também podem prover efeito
paracrino sobre os cardiomiécitos, levando a melhora da fungédo ventricular
esquerda. Entretanto, existem evidéncias de que estas células podem ndo se
acoplar eletricamente com os cardiomiécitos, levando ao desenvolvimento de
arritmias ventriculares, na dependéncia do tipo de meio utilizado na sua cultura
(CHIU, 1995; OETTGEN, 2006; MENASCHE, 2008).

Ja as Células-Tronco Cardiacas Residentes podem ser obtidas por biépsias
do miocardio ou através de explantes cardiacos. Estas células possuem a
capacidade de se diferenciarem em cardiomiécitos e, quando injetadas em areas de
infarto do miocardio, podem melhorar a capacidade contratil. Em virtude da
dificuldade de obtencao e da necessidade de cultura prolongada in vitro, seu uso é

restrito (OETTGEN, 2006).

2.3 BASE EXPERIMENTAL DO TRATAMENTO DA INSUFICIENCIA CARDIACA
ISQUEMICA COM CELULAS-TRONCO

Foi sugerido por estudos experimentais em animais que células-tronco
derivadas da medula 6ssea e do sangue periférico podem, depois de purificadas e
separadas in vitro, ser implantadas em areas de fibrose do miocardio consequente

ao infarto e levar a regeneracgao destas areas de miocardio infartado (ORLIC, 2001).

No estudo pioneiro de Orlic (2001) foram utilizados ratos Wistar nos quais
uma artéria coronaria foi ligada cirurgicamente, reproduzindo um infarto agudo do
miocardio. Apds cessar a contratilidade miocardica na regiao irrigada pela coronaria
ligada, foi injetada na borda do tecido infartado solugao de células-tronco de medula
O0ssea marcadas. Nove dias apds o implante, em analise histolégica, havia miocardio

ocupando 68% da area infartada, em média.
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Foi constatado por Fuchs (2001) que células-tronco de medula éssea também
podem estimular o desenvolvimento de neovascularizagdo em areas de miocardio
isquémico. Neste estudo foram utilizados 14 porcos (sete no grupo estudo e sete no
grupo controle) que também foram submetidos a ligadura de uma artéria coronéria,
provocando o infarto agudo do miocardio. Quatro semanas apds o infarto, os
animais do grupo estudo receberam células-tronco por via transmiocardica. Dois
meses apos o implante, os porcos do grupo estudo obtiveram maior aumento do
fluxo sanguineo colateral e aumento da contratilidade ventricular esquerda quando
comparados ao grupo controle.

Kawamoto (2001) e Kocher (2001) obtiveram resultados positivos em
experimentos em animais com relagao a evidéncias de neovascularizagao das areas
infartadas.

Kawamoto demonstrou que Células Progenitoras Endoteliais obtidas do
sangue periférico de humanos migram para areas de infarto agudo do miocéardio de
ratos, quando injetadas na circulacao periférica. Apesar do pequeno numero de
animais neste experimento, ele concluiu ter havido neovascularizacdo e melhora da
funcao contratil do ventriculo esquerdo.

Kocher também demonstrou haver angiogénese, vasculogénese e retardo do
remodelamento ventricular quando utilizou Células Progenitoras Endoteliais
(hemangioblastos) no tratamento de areas ventriculares isquémicas.

Foi possivel provar com analises imuno-histoquimicas o desenvolvimento de
neovascularizacao e repopulacado de cardiomiocitos. Constatou-se também melhora
da fungdo ventricular esquerda medida pela Fracdao de Ejecdo do Ventriculo

Esquerdo por ecocardiografia (ORLIC, 2001 e FUCHS, 2001).
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2.4 APLICAGAO CLINICA DAS CELULAS-TRONCO NA DOENGA CARDIACA
ISQUEMICA

A utilizagdo desta técnica em humanos foi descrita inicialmente com o estudo
pioneiro de Menasché na Franga. Em um paciente foram implantadas células
mioblasticas de musculos esqueléticos em uma area de infarto do miocardio durante
a cirurgia de revascularizagdo do miocardio. Neste primeiro caso, ndao houve
complicagbes e o paciente obteve melhora tanto da funcdo ventricular esquerda
quanto da classe funcional da insuficiéncia cardiaca (MENASCHE, 2001).

Dois anos apés este estudo, Menasché publica uma série de dez casos (nao
randomizados e nao controlados) com este tipo celular. Ele obteve desenvolvimento
de arritmias ventriculares do tipo taquicardia ventricular sustentada em quatro
pacientes. Onze meses ap6s o implante das células durante a cirurgia de
revascularizacdo do miocardio, todos os pacientes obtiveram melhora da classe
funcional pela New York Heart Association e da funcédo ventricular esquerda pela
ecocardiografia. Houve um 6bito apds um ano do estudo como consequéncia de um
Acidente Vascular Encefalico Isquémico. Este episédio nao foi relacionado ao
implante celular segundo os autores (MENASCHE, 2003).

Além da via intramiocardica transoperatéria, foi utilizada a via intracoronaria
por cateterismo percutaneo pioneiramente por Strauer (2002), seguido por Assmus
(2002), Chen (2004) e por Wollert (2004).

Strauer (2002) realizou estudo com 20 pacientes: dez no grupo Estudo e dez
em um grupo Controle Historico. Foram incluidos pacientes na fase aguda do infarto
do miocardio submetidos a angioplastia transluminal coronariana e implante de
células-tronco de medula éssea. Os resultados foram obtidos apds trés meses do
implante celular com a realizacdo do ecocardiograma bidimensional e cintilografia.
Nao houve relato de complicacbes e houve melhora da contratilidade da area
infartada, melhora da perfusdo miocardica, diminuicdo do volume sistélico final e

diminuicdo da area do infarto (STRAUER, 2002).
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Assmus (2002) comparou em um estudo piloto ndo randomizado 20 pacientes
tratados na fase aguda do infarto do miocardio submetidos a angioplastia
transluminal coronariana. Dez pacientes receberam, apds a angioplastia, solucao de
células-tronco de medula éssea e dez receberam células-tronco de sangue
periférico. Ap6s seguimento de quatro meses, houve melhora da fragéo de ejecao do
ventriculo esquerdo, contratilidade segmentar e diminuicdo dos volumes sistélicos e
diastolicos finais do ventriculo esquerdo avaliados por ecocardiograma em ambos 0s
grupos. Nao foram documentados efeitos adversos.

Chen (2004) conduziu estudo randomizado controlado por placebo e duplo
cego distribuindo 69 pacientes em grupos estudo e controle. Pacientes
encontravam-se na fase aguda do infarto do miocardio e foram randomizados para
receber células-tronco de medula 6ssea ou solugdo salina ap6s a angioplastia
transluminal coronariana. Apds o seguimento de trés a seis meses, houve melhora
da fracao de ejecdo do ventriculo esquerdo, perfusdo segmentar e contratilidade
segmentar tanto no grupo estudo quanto no grupo controle, mas a melhora foi maior
no grupo estudo. Nao houve relatos de efeitos adversos.

Wollert (2004) conduziu estudo randomizado controlado por placebo em 60
pacientes. Trinta pacientes receberam o tratamento tradicional (angioplastia
transluminal coronariana) mais placebo. Os outros 30 pacientes receberam a
angioplastia e o tratamento novo (células-tronco da medula 6ssea). Os pacientes
estavam na fase aguda do infarto do miocardio e o seguimento foi de seis meses.
Houve melhora da fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo nos dois grupos, mas
esta melhora foi mais acentuada em relacdo aos exames pré-operatérios no grupo
estudo. Também néo houve efeitos adversos documentados.

O implante de Células-Tronco pela via endomiocardica guiada por
mapeamento eletromecanico do ventriculo esquerdo, também por cateterismo
percutaneo, foi inicialmente publicada em 2003 por Smiths, Tse e Perin.

Perin (2003) realizou um estudo prospectivo ndo randomizado com 21

pacientes portadores de miocardiopatia isquémica. Utilizou células-tronco autblogas
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de medula 6ssea. Realizou 15 injecbes endocardicas em areas de miocardio
hibernante, diagnosticadas pelo cateter Noga. Obteve melhora da fracdo de ejecao,
diminuicdo do didmetro sistolico do ventriculo esquerdo e melhora da classe
funcional quando comparado ao grupo controle. Houve um 6bito em cada grupo no
periodo de acompanhamento por morte subita.

Foi também recentemente estabelecido melhora da reserva de fluxo coronario
(indicativo de normalizacdo do fluxo sangiliineo na microcirculagdo coronariana).
Para esta constatagdo utilizou-se Doppler Intracoronario em pacientes que
receberam células-tronco de medula éssea na fase aguda do infarto. A via de
aplicagdo de Células-Tronco foi a intracoronariana por cateterismo percutédneo

(SCHACHINGER, 2006).

2.5 USO DE CELULAS-TRQNCO DE MEDULA OSSEA E REVASCULARIZAGAO
CIRURGICA DO MIOCARDIO NO TRATAMENTO DA MIOCARDIOPATIA
ISQUEMICA

A cirurgia de revascularizacao do miocardio € o procedimento utilizado nos
casos de doenca coronariana que ndo possa ser tratada clinicamente ou que a
angioplastia transluminal coronariana traga resultados menos efetivos (AHA, 2004).

O grande problema é que a revascularizacdao do miocardio ndo impede a
evolucao do remodelamento ventricular na regido que sofreu o infarto e que néo
exista sobre esta area artéria coronaria que possa receber enxerto cirdrgico. Sobre
esta regido n&o ha, até o momento, procedimento intervencionista que possa trazer
beneficios (PFEFFER, 1990; KOUCHOUKQOS, 2003).

A utilizagdo de células-tronco de medula déssea por via intramiocardica
durante a cirurgia de revascularizagao do miocardio realizada apds a fase aguda do
infarto foi realizada primeiramente por Hamano (2001). Foram estudados cinco
pacientes consecutivos. Estes pacientes possuiam doenga coronariana com

indicacao cirurgica. Os pacientes também possuiam uma area do miocéardio que
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sofreu infarto, mas sobre esta regido, nao havia artéria coronaria que pudesse
receber um enxerto. Neste segmento ventricular, durante a cirurgia de
revascularizagdo do miocardio, foram implantadas células-tronco de medula éssea.
O seguimento foi de um ano e, como resultado, trés dos cinco pacientes estudados
obtiveram melhora da perfusdo miocardica da area que recebeu as células-tronco,
avaliada por cintilografia.

Stamm (2003) estudou 12 pacientes consecutivos com implante de células-
tronco de medula 6ssea durante a cirurgia de revascularizacdo do miocardio. Ele
obteve melhoria da fung¢do ventricular esquerda (Fracdo de Ejegcdo) medida por
ecocardiografia e por Tomografia por Emissao de Foéton Simples (SPECT) em oito
dos 12 pacientes e melhor perfusdo miocardica em dez dos 12 pacientes avaliados
por cintilografia.

Resultados semelhantes também foram obtidos por Ozbaran (2004). Ele
comprovou melhora da classe funcional de insuficiéncia cardiaca (NYHA) e aumento
da fracdo de ejecao do ventriculo esquerdo por ecocardiografia e SPECT. Foi
estudada uma série de seis pacientes que receberam células-tronco do sangue
periférico mobilizadas da medula éssea com o uso de G-CSF (Granulocyte-Colony
Stimulating Factor). O implante celular foi concomitante a cirurgia de

revascularizacao do miocardio.
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3 CASUISTICA E METODO

A implantacdo do Centro de Pesquisas em Transplante de Células Tronco foi
dividida em trés etapas que ocorreram concomitantemente: identificacdo e
constituicado da equipe multidisciplinar; construcao do laboratério e aquisicdo de
equipamentos para manipulacdo e preparo das Células-Tronco; criagdo dos
Protocolos de Pesquisa.

Para o inicio da Aplicacao Clinica para o tratamento das Miocardiopatias,
selecionaram-se pacientes portadores de Miocardiopatia Isquémica com indicacao
de tratamento cirdrgico de revascularizacdo do miocardio. Para este grupo de

pacientes foram desenvolvidos protocolos clinicos especificos.

3.1 IMPLANTAGAO DO CENTRO DE PESQUISAS EM CELULAS-TRONCO

3.1.1 Constituicdo da Equipe Multidisciplinar

Para a criacdo e implantacdo do Centro de Pesquisas em Transplante de
Células-Tronco foi necessaria a integracao de diversas areas estanques do Hospital
de Clinicas (HC) e do Setor de Ciéncias da Saude da UFPR.

A equipe médica das disciplinas de Cirurgia Toracica e Cardiovascular,
Cardiologia, Hematologia e Anestesiologia foi responsavel pela identificacdo dos
procedimentos clinicos necessarios para as pesquisas. Foram discutidas as formas
de selecdo dos pacientes para os estudos, 0s exames pré e pds-operatorios
necessarios, a forma de implante das células-tronco, a forma de obtencédo da
medula 6éssea e o tipo de anestesia que seria utilizado.

A equipe do Laboratério de Analises Clinicas, divisdo de Cultura Celular, foi
responsavel pela definicdo dos equipamentos e materiais de consumo necessarios
para o preparo das células-tronco. Também foram definidas as caracteristicas do

espaco fisico para a construgcao do laboratorio.
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O grupo de engenharia e administrativo (Reitoria, Setor de Ciéncias da
Saude, Hospital de Clinicas e FUNPAR) foi responsavel pela definicao do espaco
fisico (dimensdes e localizagao), caracteristicas técnicas do laboratério de preparo

das células-tronco e gestao dos recursos financeiros.

3.1.2 Construcao do Laboratério e Aquisicao de Equipamentos

Tendo como base a literatura cientifica, as resolucbes e normas técnicas
publicadas pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e pela Agéncia
Brasileira de Normas Técnicas (ABNT), estabeleceram-se os procedimentos que
teriam que ser realizados para caracterizar, construir e equipar o laboratério.

A construgdo contemplou uma Sala Limpa com uma antessala para
paramentacado. Esta sala possui caracteristicas que minimizam a possibilidade de
contaminacao de tecidos biologicos. Essencialmente é caracterizada por um
ambiente fechado no qual a pressao atmosférica no seu interior é ligeiramente
superior ao ambiente externo. Isto € conseguido através do sistema de climatizacao.
Assim sendo, o ar da Sala Limpa s6 é renovado através do climatizador que possui
filtros bacteriol6gicos (BRASIL, 2004; ABNT, 2005).

Equipamentos foram adquiridos para que pudesse ser manipulado o aspirado
de medula éssea com o minimo risco de contaminagdo. Bancada com fluxo laminar
vertical, sistema de climatizacao da sala com filtro de microparticulas e biolégico e
sistema de esterilizacdo com Raios Ultravioleta foram adquiridos e instalados.
Balanca digital com precisdo de centigramas, centrifugas de bancada e citologica,
freezer, refrigerador, pipetadores e seladora de plasticos também foram adquiridos e

instalados.
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3.1.3 Criacao dos Protocolos de Pesquisa

Os Protocolos de pesquisa foram desenvolvidos segundo as publicacées dos
centros mundiais que realizaram pioneiramente este tipo de procedimento. Houve
necessidade de adequacao destes protocolos para a populacédo atendida no Hospital
de Clinicas.

Estabeleceram-se os protocolos: selecdo dos pacientes, coleta de medula
Ossea para obtencao das células-tronco, separagdo das células mononucleares,
marcadores para identificagdo das populacdes celulares e implante celular
intramiocérdico.

O Protocolo de Selecdao dos Pacientes foi desenvolvido pela disciplina de
Cardiologia e Cirurgia Toracica e Cardiovascular do HC-UFPR em conjunto com o
Servico de Métodos Cardiolégicos. Foi necessario definir como os pacientes do
Estado do Parana chegariam ao HC-UFPR pelo Sistema Unico de Satde.

O Protocolo de Coleta da Medula Ossea foi 0 mesmo utilizado pelo Servigo de
Transplante de Medula Ossea do HC-UFPR, que ha 30 anos realiza este
procedimento para o tratamento das doencas hematolégicas. Com relacdo aos
volumes aspirados, baseou-se nos métodos especificos sobre o uso de células
tronco de medula 6ssea para tratamento das miocardiopatias (RYAN, 2000; PERIN,
2003; STRAUER 2002; JAIN, 2005; VILLAS-BOAS, 2006).

Tanto o Protocolo para Separacao das Células Mononucleares quanto o de
Identificacdo das Populagdes Celulares com a definicado dos antigenos de superficie
a serem marcados foram formulados segundo as publicagdes dos centros pioneiros
na pesquisa com células-tronco de medula 6ssea para tratamento de doencas do
coracdo. Os materiais utilizados neste protocolo estdo listados no Anexo (BOYUM,
1968; FRESHNEY, 1987; SUTHERLAND, 1996; STRAUER, 2002; PERIN, 2003;
STAMM, 2003; STAMM, 2004; SAM, 2005; HAIDER, 2005; VILLAS-BOAS, 2006;
ASSMUS, 2006; SEEGER, 2007).

O Protocolo de Implante Intramiocardico Transoperatério foi criado com base
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nas pesquisas que utilizaram esta via de implante como sendo a de eleigdo para
tratamento de pacientes que necessitam da cirurgia de revascularizacdo do

miocardio (HAMANO, 2001; STAMM, 2004; OZBARAN, 2004).

3.1.3.1 Protocolo para Selecao de Pacientes

e (s pacientes para estudo sdao encaminhados para o Hospital de Clinicas pelo
seu préprio Cardiologista através da Central de Marcacao de Consultas do
Sistema Unico de Saude;

e Realiza-se uma primeira consulta no Ambulatério de Cardiologia — Triagem do
HC-UFPR onde séo conferidos os critérios de Inclusdo e Exclusao do estudo;
caso 0 paciente esteja internado no HC-UFPR, € solicitada a avaliagao pela
equipe de Cirurgia Cardiovascular;

e Encaminha-se o paciente para o Ambulatério de Células-Tronco onde sao
solicitadas as avaliagbes pré-operatérias: Classe Funcional (NYHA) por
anamnese, Radiografia de térax, Eletrocardiograma de 12 derivacoes,
Cineangiocoronariografia, e os seguintes exames laboratoriais de analises
clinicas: Hemograma, Sédio, Potassio, Calcio, TAP (Tempo de Ativacado da
Protrombina), Uréia, Creatinina sérica, Glicemia de jejum, CPK (Creatine
Phosphokinase), CPK-Mb (Creatine Phosphokinase Myocardial Band), TSH
(Tyreostimulant Hormon) e T4 (Tetraiodotironina) livre;

e Solicitam-se os exames de avaliagdo da nova técnica: Ecocardiograma
Bidimensional com avaliagdo da contratilidade segmentar, fracdo de ejecéo
do VE pelo método de Simpson, quantificacdo do WMSI — IEMP (Wall Motion
Score index — indice do Escore de Motilidade das Paredes) e a Cintilografia
Miocardica (SPECT);

e Explicacdo e Assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido;

e Programa-se a Data da Cirurgia com a Autorizacdo para Internacao

Hospitalar ja auditada.
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3.1.3.2 Protocolo para Coleta da Medula Ossea

e (O Paciente deve permanecer em jejum por pelo menos seis horas;

e A Coleta deve ser realizada no Centro Cirurgico do HC-UFPR,;

e Admissao do paciente na Sala de Preparo do Centro Cirlrgico pela equipe de
enfermagem;

e (Conferéncia do jejum e afericao dos dados vitais. Se adequados, encaminhar
o paciente para a Sala de Cirurgia;

e Paciente posto em decubito dorsal;

e Puncdo de um acesso venoso periférico com Abocath® 16;

e Paciente posto em posicdo sentada, com as pernas dispostas ao lado direito
da mesa cirurgica;

e Antissepsia da regiao lombar;

¢ Anestesia local em topografia de 42 ou 52 vértebras lombares;

¢ Anestesia peridural conforme técnica habitual;

e Monitorizagao continua de Eletrocardiografia, Oximetria de Pulso e Pressao
arterial ndo invasiva;

e Sedacao com midazolam EV;

e (Coleta de 30 ml de sangue periférico em tubos sem anticoagulante para
obtencao de soro autélogo;

e Paciente posto em decubito ventral com coxim subabdominal;

e Degermagdo com PVPI da regiao lombar até o sacro, estendendo-se
lateralmente aos flancos;

e Paramentacao asséptica da equipe cirurgica;

e Antissepsia topica com PVPI e colocacao de campos estéreis;

e Puncbes da crista iliaca com agulha descartavel especifica para medula
0ssea acoplada a seringa plastica de 20 ml. Cada puncao deve ser realizada

em regido distinta da crista iliaca e obter 5 ml de medula éssea por puncao;
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e Realizar 20 puncdes (dez em cada crista iliaca) para obter o total de 100 ml
de medula 6ssea;

e Entre cada puncao, lavar a seringa e a agulha com solucdo de Heparina
Sddica a 10 Ul/ml;

e A medula 6ssea aspirada deve ser transferida para frascos plasticos de 50 ml
que devem conter 10 ml do meio RPMI 1640° com 50 Ul/ml de Heparina
Sddica;

e Em cada frasco adiciona-se 10 ml de medula 6ssea (deve ser mantida a
proporcao de 10ml de medula 6ssea e 10 ml de meio);

¢ No caso de coleta em sistema fechado (com bolsa de coleta), adicionar 100
ml do meio RPMI a bolsa. Acrescentar 5000 Ul de Heparina Sobdica.
Completar com medula éssea até atingir o volume total de 200 ml (meio +
medula 6ssea);

e Finalizadas as puncgdes, realizar curativo compressivo com gazes e
esparadrapo;

e Encaminhar o paciente para a sala de recuperacao pos-anestésica;

e Encaminhar os frascos ou a bolsa de coleta em caixa térmica para o

laboratério de cultura celular.

3.1.3.3 Protocolo para Separacao das Células Mononucleares

e Em camara de fluxo laminar, transferir todo o volume coletado nos dez
frascos (100ml de medula éssea, 100 ml do meio RPMI 1640® e 50 Ul/ml de
heparina sédica) para um frasco de 400 ml;

e Filtrar a solucao para a retirada de coagulos e espiculas 6sseas nos casos de
coleta aberta. No caso de coleta fechada, esta etapa € dispensada, por ja
haver a filtragem na bolsa de coleta;

e Coletar amostras da solugdo para controle microbiolégico (1000 pl) em

frascos de hemocultura, contagem de células (300 pl), analise de viabilidade
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celular (300 ul) e para a caracterizagao da populagao celular por citometria de
fluxo (500 pl);

Adicionar 0 meio RPMI 1640® até obter uma diluicdo final de 1:2 (Medula
Ossea : Meio);

Separar os mononucleares utilizando gradiente de densidade 1.077 de Ficoll-
Hypaque®. Em tubos de 50 ml contendo 10 ml de Ficoll-Hypaque®, adicionar
lentamente 25 ml da medula éssea diluida na razdo 1:2 em RPMI
(aproximadamente 16 tubos). A concentracdo celular da medula éssea nao
deve ser superior a 1x10” células/ml de Ficoll-Hypaque® e a razdo entre a
medula éssea diluida e o Ficoll deve ser de no maximo 3:1;

Centrifugar durante 30 minutos a 400 G, sem freio, entre 18 e 22° C;
Utilizando pipetas descartaveis de 10 ml retirar o anel de mononucleares que
se forma na interfase entre o Ficoll® e o plasma diluido. Transferir os anéis de
mononucleares para tubos de 50 ml (um anel em cada tubo). Adicionar RPMI
a cada tubo, até o volume final de 35 a 40 ml;

Centrifugar durante 10 minutos a 400 G, entre 18 e 22° C, sem freio para
maximizar a remoc¢ao de plaquetas;

Lavar os anéis de mononucleares com RPMI 1640, reduzindo-se o nimero
de tubos (aproximadamente oito tubos);

Lavar os anéis de mononucleares por mais uma vez com solugdo salina
suplementada com 10% de soro aut6logo (4 ml de soro + 36 ml de solucéo
salina), reduzindo-se o numero de tubos (2 tubos);

Centrifugar durante 10 minutos a 400 G, entre 18 e 22 ° C;

Ressuspender o fundo do frasco em 10 ml de solucdo salina suplementada
com 20% de soro autdlogo. (Preparar 20 ml de soro autélogo, caso seja
necessario elevar o volume final para 20 ml: 4 ml soro + 16 ml de solucao
salina);

Contar as células em contador automatico de células e verificar a viabilidade

celular com azul de Tripano em camara de Newbauer;
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e Filtrar a suspensao celular usando filtros de Nylon® de 100 um (Cell strainer)
para retirar possiveis grumos;

e Ajustar o volume final em solucdo salina suplementada com 20% de soro
autélogo para atingir 8 ml de solugdo de 150 a 500 X 10° células
mononucleares, entao distribuidas em oito seringas contendo 1 ml de solucao
cada;

e Coletar amostras para controle microbiol6gico (1000 ul), imunofenotipagem

(500 pl) e contagem celular (300 pl).

3.1.3.4 Protocolo de Marcadores para Identificacao das Populacdes Celulares

e Utilizagao de 500 pl do aspirado da medula éssea e 500 ul da solugéo final de
células mononucleares em frasco com anticoagulante EDTA;

e Painel de anticorpos monoclonais e de calibragdo para imunofenotipagem no
citbmetro de fluxo:
- CD45 ligados ao isotiocianato de fluoresceina (FITC);
- CD34 ligados a aloficoeritrina (APC);
- CD45 ligado a ficoeritrina-cianina 5 (PECy-5);
- Anticorpos Becton Dickinson (BD Biosciences, San Jose, California, EUA).

e Utilizado o citbmetro de fluxo de quatro cores FACSCalibur (BD Biosciences,
San Jose, California, EUA). Aquisicao das imagens feita através do programa
CELLQuest®. Andlise grafica realizada pelo programa Paint-A Gate Pro (BD

Biosciences, San Jose, California, EUA).
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3.1.3.5 Protocolo para Implante Celular Intramiocéardico

Punciona-se dois acessos venosos periféricos com Abocath® 14 ou 16 e
punciona-se a artéria radial com Abocath® 18 para afericdo continua da
pressao arterial;

Induz-se a anestesia geral habitual;

Punciona-se um acesso venoso central em veia jugular interna ou veia
subclavia com cateter de duplo lumen 7 F;

Realiza-se a sondagem vesical de demora com sonda de silicone niumero 14
ou 16;

Procede-se a degermacao com PVPI do Térax, pescogco, abdome, membros
inferiores e regido genital;

Antissepsia topica com PVPI e colocacado de campos estéreis;

Realiza-se a esternotomia mediana;

Disseccao do(s) enxerto(s) arterial(is) ou venoso(s) conforme o numero de
coronarias a ser revascularizado;

Prepara-se o coragao para a instituicdo da circulagao extracorpérea (CEC);
Realizam-se as anastomoses distais (enxerto-coronaria) por técnica
convencional;

Tendo ja sido realizada a revascularizacdo do miocardio, ainda em circulacao
extracorpdrea e com o coracao batendo, o cirurgiao recebe oito seringas com
agulha (13 x 0,45 mm) contendo 1 ml de solucao de células-tronco;

Sao realizadas injecoes sucessivas de 0,2 ml da solucdo de células-tronco
equitativamente distribuidas na zona de transicao entre a area acinética ou
hipocinética do ventriculo esquerdo e o miocardio sadio - local diferente de
onde foi(ram) anastomosado(s) o(s) enxerto(s) arterial(is) ou venoso(s);
Descontinua-se a circulacao extracorpérea;

Revisa-se rigorosamente a hemostasia;
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e Procede-se a drenagem tubular do mediastino e pleuras caso tenham sido
abertas;

e Mantém-se dois fios de marca-passo temporarios epimiocardicos em
ventriculo direito (VD);

e Realiza-se a sintese dos planos abertos e aplicam-se os curativos estéreis
nas incisoes cirurgicas;

e O paciente é encaminhado ainda sob efeito anestésico para a Unidade de
Terapia Intensiva;

e O paciente deve permanecer no minimo um dia em Unidade de Terapia
Intensiva (UTI) e em torno de sete dias em enfermaria conforme sua

recuperacao.

3.2 APLICACAO CLINICA

Este estudo para aplicacao clinica das células-tronco de medula 6ssea para
tratamento das miocardiopatias foi aprovado em reunido departamental, registrado
no BANPESQ sob nimero 2006019148 e aprovado pela Comissdo de Etica em
Pesquisa em Seres Humanos do HC-UFPR (ANEXO).

Os pesquisadores envolvidos neste estudo seguiram a legislacao brasileira
para a pesquisa que envolva seres humanos e cumpriram na sua integralidade a
Resolucao 196/96. Assegurou-se neste estudo que o carater andénimo dos pacientes
foi mantido e que suas identidades estdo protegidas de terceiros ndo autorizados.
Todos os pacientes assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(BRASIL, 1996).

Nesta fase, tratou-se de um estudo descritivo para aplicacao clinica da
metodologia proposta no centro de pesquisas criado e demonstracao dos resultados
obtidos.

Foram recrutados para o estudo cinco pacientes adultos consecutivos

portadores de miocardiopatia isquémica com indicacdo formal de cirurgia de
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revascularizagdo do miocardio conforme as diretrizes da American Heart Association
(AHA, 2004). Pacientes originados dos ambulatérios de Cardiologia e de Cirurgia
Toracica e Cardiovascular do HC — UFPR e que cumpriram todos os critérios de
inclusao no estudo.

Como critérios de inclusdao foram definidos: idade acima de 18 anos;
apresentar-se licido e capaz; apresentar doenca coronariana de indicacao cirdrgica;
apresentar area de acinesia ou hipocinesia do ventriculo esquerdo e que nao tenha
sobre esta regiao artéria coronaria tratavel; insuficiéncia cardiaca definida como
fracao de ejecao pelo ecocardiograma bidimensional abaixo de 35%.

Os critérios para exclusdao do estudo foram: presenca de doenca crbnica
reumatoldgica; neoplasia maligna diagnosticada; episddios de hemorragia digestiva;
insuficiéncia renal aguda e crénica; ter sido submetido a transfusdo sanguinea nos
ultimos seis meses; ter apresentado infarto agudo do miocardio nos ultimos trés
meses; presencga de qualquer doenca que possa diminuir a expectativa de vida em
curto prazo; uso conhecido de substancias entorpecentes; presenca de doenca
cardiaca congénita ou doenca valvar cardiaca moderada ou grave.

Foram realizadas avaliacdes clinicas e laboratoriais pré-operatérias conforme
o Protocolo de Selecao de Pacientes. Foram obtidos a Classe Funcional de
Insuficiéncia Cardiaca (NYHA) por anamnese, Radiografia de térax,
Eletrocardiograma de 12 derivacdes, Cineangiocoronariografia, € 0s seguintes
exames laboratoriais de analises clinicas: Hemograma, Sédio, Potassio, Calcio,
TAP, Uréia, Creatinina, Glicemia de jejum, CPK, CPK-Mb, TSH e T4 livre. Estes
exames de andlises clinicas também foram realizados no quinto dia de pés-
operatério.

Para avaliacdo da contratilidade segmentar e da funcao global do ventriculo
esquerdo, foi realizado o ecocardiograma bidimensional com o aparelho HP Sonos
5500®. A Cintilografia Miocardica do tipo SPECT foi utilizada para avaliagdo da

perfusao miocardica.
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Com o ecocardiograma foram avaliadas as variaveis: Fracao de Ejecao do VE
pelo método bidimensional Modificado de Simpson (em porcentagem) e
contratilidade segmentar. Quanto a contratilidade segmentar, definiu-se como: 1-
Normal, 2-Hipocinético, 3-Acinético e 4-Discinético. A média simples da
contratilidade segmentar dos 17 segmentos do ventriculo esquerdo fornece o Wall
Motion Score Index (WMSI — IEMP). Segundo este indice, quanto mais préximo a
“um” ele for, melhor a contratilidade ventricular (FOLLAND, 1979; SHILLER, 1989).

Com a SPECT foi avaliada a reversibilidade de defeito de captacado do
marcador Talio 201, indicativo da perfusdo miocardica em cada segmento do
ventriculo esquerdo. Foram realizadas inje¢gdes em repouso, esforco e redistribuicao
de 24 horas. Obtiveram-se como resultados areas normais, isquémicas ou com
fibrose (SAHA, 1996).

A época da realizacdo dos exames esta descrita no QUADRO 2.

PRE-OPERATORIO 5 DIAS APOS A CIRURGIA TRES MESES APOS A CIRURGIA
Classe funcional NYHA Laboratoriais de Analises Classe funcional NYHA
Clinicas
Laboratoriais de Analises Clinicas | Radiografia de Térax Ecocardiograma
Radiografia de Térax Eletrocardiograma SPECT

Eletrocardiograma

Cateterismo Cardiaco

Ecocardiograma

SPECT

QUADRO 2 - PERIODOS DE REALIZAGAO DOS EXAMES COMPLEMENTARES.

FONTE: O autor (2009)
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4 RESULTADOS

4.1 IMPLANTAGCAO DO CENTRO DE PESQUISAS EM CELULAS-TRONCO

A equipe multidisciplinar constituida para a criacao, implantagéo e atuacéao no
Centro de Pesquisas encontra-se descrita nos Apéndices.

O inicio da construgdo da Sala Limpa com adequacado do Laboratério de
Cultura Celular foi em Junho de 2006 apds extensa negociacao entre o Setor de
Ciéncias da Saude, Reitoria e Hospital de Clinicas da Universidade Federal do
Parana. Sua conclusao foi em Junho de 2007.

Este novo Laboratério de Cultura Celular passou a conter uma Sala Limpa
independente e uma antessala para paramentagdo. A Sala Limpa contém uma
cabina para manipulacdo de tecidos biolégicos com fluxo laminar vertical, uma
centrifuga digital com temperatura controlada, uma balanca de precisdo, um sistema
de ar climatizado com filtro de microparticulas e microbiolégico, um sistema de
esterilizagdo por radiacdo ultravioleta e pipetadores automaticos. Nesta sala
encontram-se também os materiais de consumo como pipetas, ponteiras para as
pipetas, filtros de particulas, tubos para centrifuga e as solugcées para separacao
celular. Anexo a Sala Limpa encontra-se a bancada com microscopia ética para
realizacdo das analises de viabilidade celular (PLANTA 1).

Anexo a este laboratério, encontra-se o Laboratério de Imunofenotipagem,
onde sao feitas as caracterizacdes das populagdes celulares com o Citdmetro de
Fluxo FACSCalibur® com Laser de Argdnio. Neste laboratério foram instaladas a

nova centrifuga de bancada nao refrigerada e a citocentrifuga.
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PLANTA 1. PLANTA DO NOVO LABORATORIO DE CULTIVO CELULAR.

Fonte: HC-UFPR (2006)
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4.2 APLICACAO CLINICA

Foram tratados cinco pacientes consecutivos portadores de miocardiopatia
isquémica submetidos a cirurgia de revascularizagdo do miocardio. Todos os
pacientes receberam o tratamento tradicional de cirurgia de revascularizacdo do
miocardio com o implante de pelo menos um enxerto arterial ou venoso, com 0 uso
de Circulagao Extracorpérea.

Os pacientes na manha do dia da operacao tiveram aspirados 100 ml de
medula 6ssea da crista iliaca posterior sob anestesia peridural e sedagdo com
Midazolan conforme técnica descrita no Protocolo de Obtencdo da Medula Ossea
(3.1.3.2). Realizaram-se dez puncdes em cada crista iliaca com aspiracao de 5 ml
de medula 6ssea em cada puncao para obter a quantidade necessaria de medula
para o estudo.

Os aspirados de medula 6ssea foram processados conforme o Protocolo
3.1.3.3 no novo Laboratério de Cultura Celular do HC-UFPR para obtencédo do
concentrado celular no total de 150 a 500 X 10° células mononucleares através do
isolamento por gradiente de densidade (Ficoll 400 — Amersham Bioscience®). As
células mononucleares obtidas foram lavadas com solugédo salina contendo 5% de
albumina humana (Meio RPMI 1640 — GIBCO®) e filtradas através de uma peneira
de Nylon® de 100 ym (BD-Labware®). Foram solubilizadas novamente com solugéo
salina contendo 5% de albumina e preparadas para posterior inje¢do em um volume
total de 8ml. Uma amostra da solucdo antes e apds o processamento foi adquirida
para caracterizagdo da populagéo celular que continha o subgrupo CD45"CD34" que
caracteriza as células-tronco. A caracterizacdo das populagdes foi feita por
Citometria de Fluxo marcando-se os antigenos de superficie CD34 e CD45 conforme
o Protocolo 3.1.3.4.

Para o implante das Células-Tronco, seguiu-se o Protocolo de Implante
Celular Intramiocardico. No momento da operacado, tendo ja sido realizada a

revascularizacdo do miocardio, com o coragdao batendo, o cirurgido recebeu oito



43

seringas contendo 1 ml de solugdo de células-tronco. Foram realizadas injecdes
sucessivas de 0,2 ml da solucdo equitativamente distribuidas na zona de transicao
entre a area acinética ou hipocinética do ventriculo esquerdo e o miocardio sadio.
No caso de hipocinesia difusa, as células foram implantadas nas regides do
ventriculo esquerdo diversas daquelas onde houve a revascularizagdo cirdrgica.
(STAMM, 2004)

Finalizada a operagao, os pacientes permaneceram no minimo dois dias em
UTI e até sete dias em enfermaria sem apresentar nenhuma complicacao pés-
operatéria imediata. Os pacientes foram submetidos a nova avaliagdo clinica,

ecocardiografica e a nova cintilografia apos trés meses da operacao.
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4.2.1 O Primeiro Paciente Operado

O primeiro paciente, de iniciais S.S.M., do sexo masculino, possuia 53 anos
na data da operacdo. Ele havia sofrido um infarto agudo do miocéardio trés meses
antes da cirurgia e na época foi optado por tratamento clinico. A
cineangiocoronariografia evidenciava uma lesao de 70% comprometendo o inicio da
artéria interventricular anterior e uma lesdo de 90% comprometendo o inicio do
primeiro ramo diagonal; o ramo marginal da artéria circunflexa estava ocluido. O
paciente encontrava-se em classe funcional Ill da NYHA e possuia uma fragao de
ejecao do ventriculo esquerdo pelo ecocardiograma bidimensional de 27,5%.

Em 20 de agosto de 2007 ele foi submetido a aspiracao da medula 6ssea do
iliaco, na altura das espinhas iliacas péstero-superiores sob anestesia peridural.
Obteve-se o volume de 100 ml de medula 6ssea que foi diluido a 100 ml do meio
RPMI.

Apbés o processamento da medula éssea, obtiveram-se 50,2 x 10° células
mononucleares que foram diluidas em um volume total de 8 ml, com 97,6% das
células sendo viaveis. Dentre estas células, 4,53% eram células-tronco CD 34+ (2,27
x 108 células) (GRAFICO 1; QUADRO 2). A duracgdo do procedimento de isolamento
das células mononucleares (que incluem as células-tronco) foi de cinco horas. Pelo
controle microbiol6gico, ndo houve desenvolvimento de bactérias nas amostras pré
e pds-processamento.

Este paciente foi entdo submetido a cirurgia de revascularizacao do miocardio
com uso de circulagao extracorpérea. Foram anastomosados um enxerto de artéria
toracica interna esquerda para o ramo interventricular anterior e um enxerto de veia
safena magna para o ramo diagonal. Foram implantadas células-tronco nas paredes
inferior e infero-lateral do ventriculo esquerdo (QUADRO 3).

Os resultados clinicos, do ecocardiograma e da cintilografia de perfusédo

miocardica estao descritos na TABELA 1. Constam os dados pré e pos-operatorios.
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Paciente S.S.M.

Idade 53 anos

Sexo Masculino

Cateterismo Lesao de 70% no inicio da Artéria Interventricular Anterior ,
lesdo de 90% no inicio do Primeiro ramo Diagonal e oclusao do
ramo Marginal da artéria circunflexa.

Data da Cirurgia 20/08/2007

Cirurgia Realizada

Enxerto de Artéria Toracica Interna Esquerda para ramo
Interventricular Anterior e Veia Safena Magna para o primeiro
ramo Diagonal com CEC

Local de Implante
de Células-Tronco

Paredes inferior e infero-lateral do VE

Sistema de poleta
da Medula Ossea

Fechado

Volume

100 mI MO + 100 mI RPMI

Citologia
Diferencial

Celularidade: diminuida na extensdo examinada

Megacariécitos: nao visualizados

Série branca: basdbfilos, eosindfilos, metamieldcitos,
bastonetes, segmentados, linfécitos e mondcitos

Série vermelha: ndo visualizados

Material compativel com sangue periférico

Contagem Total de
Células

Amostra pré-processamento: 13,48 x 10° células / ml em 200 ml
Amostra pés-processamento: 10,04 x 10° células / ml em 5 ml

Contagem de
Células-Tronco
CD 34+

Amostra pré-processamento: 0,067 x 10° células / ml em 200 ml
Amostra pés-processamento: 0,454 x 10° células / ml em 5 ml

Controle
microbiolégico

Amostra pré-processamento: sem desenvolvimento de bactérias
Amostra pos-processamento: sem desenvolvimento de
bactérias

Duracao do 5 horas
procedimento
Viabilidade celular | 97,6%

NUumero de células
Mononucleares
infundidas

50,2 x 10° células diluidas para 8 ml

NuUmero de
Células-Tronco
CD 34+ infundidas

2,27 x 10° células diluidas para 8 ml

QUADRO 3. INFORMAGOES CLINICAS, CIRURGICAS E LABORATORIAIS DO PRIMEIRO

PACIENTE OPERADO.

FONTE: O autor (2009)
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PACIENTE: S.S.M. - CELULAS CD 34+ I
PRE: 0,5% do total e 4,65% das células mononucleares I
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GRAFICO 1. IMUNOFENOTIPAGEM DO ASPIRADO DE MEDULA OSSEA DO PRIMEIRO
PACIENTE OPERADO.

FONTE: O autor (2009)



TABELA 1. AVALIAGAO FUNCIONAL E PERFUSAO MIOCARDICA DO PRIMEIRO PACIENTE OPERADO
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PRE-OPERATORIO

POS-OPERATORIO

(3 MESES)
CLASSE FUNCIONAL 11
FRACAO DE EJECAO 27,5% 32%
(SIMPSON)
SEGMENTO DO VE Parede CONTRATILIDADE ESCORE PERFUSAO  CONTRATILIDADE ESCORE PERFUSAO
Anterior Basal Hipocinesia 2 Normal Normocinesia 1 Normal
Média Hipocinesia 2 Normal Normocinesia 1 Normal
Apical Hipocinesia 2 Fibrose Normocinesia 1 Fibrose
Antero Lateral Basal Hipocinesia 2 Normal Normocinesia 1 Normal
Média Hipocinesia 2 Normal Normocinesia 1 Normal
Lateral Apical Hipocinesia 2 Fibrose Normocinesia 1 Fibrose
Infero-Lateral Basal Hipocinesia 2 Fibrose Hipocinesia 2 Fibrose
Média Acinesia 3 Fibrose Hipocinesia 2 Fibrose
Inferior Basal Hipocinesia 2 Fibrose Hipocinesia 2 Isquemia
Média Hipocinesia 2 Fibrose Hipocinesia 2 Isquemia
Apical Normocinesia 1 Normal Normocinesia 1 Isquemia
Septal Inferior Basal Normocinesia 1 Normal Normocinesia 1 Normal
Média Normocinesia 1 Normal Normocinesia 1 Normal
Septal Anterior Basal Normocinesia 1 Normal Normocinesia 1 Normal
Média Normocinesia 1 Normal Normocinesia 1 Normal
Septal Apical Normocinesia 1 Normal Normocinesia 1 Isquemia
Apice Discinesia 4 Fibrose Discinesia 4 Fibrose
IEMP — WMSI 8 1,4

FONTE: O autor (2009)
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4.2.2 O Segundo Paciente Operado

O segundo paciente, de iniciais R.R.C., do sexo feminino, possuia 58 anos na
data da operacgéo. Ele havia sofrido um infarto agudo do miocardio, com ocluséo a
artéria interventricular anterior, cerca de quatro meses antes da cirurgia e na época
foi optado por angioplastia, mas ndo obteve-se sucesso. A cineangiocoronariografia
evidenciava oclusdo da artéria interventricular anterior, lesdo de 70% no inicio do
ramo ventricular posterior e lesédo de 70% no tronco da artéria coronaria esquerda. O
paciente encontrava-se em classe funcional lll da NYHA e possuia uma fragdo de
ejecao do ventriculo esquerdo pelo ecocardiograma bidimensional de 35%.

Em 11 de outubro de 2007 ela foi submetida a aspiracdo da medula 6ssea do
iliaco, na altura das espinhas iliacas poéstero-superiores sob anestesia peridural.
Obteve-se o volume de 110 ml de medula 6ssea que foi diluido a 120 ml do meio
RPMI.

Apbs o processamento da medula 6ssea, obtiveram-se 92,8 x 10° células
mononucleares que foram diluidas em um volume total de 8 ml, com 96,7% das
células sendo viaveis. Dentre estas células, 1,5% eram células-tronco CD 34+ (1,39
x 10° células) (GRAFICO 2; QUADRO 4). A duracgdo do procedimento de isolamento
das células mononucleares foi de quatro horas. Pelo controle microbiolégico, ndo
houve desenvolvimento de bactérias nas amostras pré e pos-processamento.

Esta paciente foi entdo submetida a cirurgia de revascularizacao do miocardio
com uso de circulagdo extracorporea. Foram anastomosados um enxerto de veia
safena magna para o ramo ventricular posterior e outro enxerto de veia safena
magna para o ramo marginal da circunflexa. Foram implantadas células-tronco nas
paredes anterior, lateral e apical do ventriculo esquerdo (QUADRO 4).

Os resultados clinicos, do ecocardiograma e da cintilografia de perfusédo

miocardica estdo descritos na TABELA 2. Constam os dados pré e pos-operatorios.
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Paciente R.R.C.

Idade 58 anos

Sexo Feminino

Cateterismo Oclusao da Artéria Interventricular Anterior, lesdo de 70% no

inicio do ramo Ventricular Posterior e lesao de 70% no Tronco
da Artéria Coronaria Esquerda

Data da Cirurgia

11/10/2007

Cirurgia Realizada

Enxerto de Veia Safena Magna para o ramo Marginal Esquerdo
e para o ramo Ventricular Posterior com CEC

Local de Implante
de Células-Tronco

Paredes Anterior, Lateral e Apical do VE

Sistema de Qoleta
da Medula Ossea

Aberto

Volume

110 mI MO + 120 ml RPMI

Citologia
Diferencial

Celularidade: diminuida na extensao examinada

Megacariocitos: ndo visualizados

Série branca: mieldcitos, metamielécitos, bastonetes e
segmentados

Série vermelha: eritroblastos ]

Material compativel com Medula Ossea

Contagem Total de
Células

Amostra pré-processamento: 10,52 x 10° células / ml em 230 ml
Amostra pés-processamento: 18,56 x 10° células / ml em 5 ml

Contagem de
Células-Tronco
CD 34+

Amostra pré-processamento: 0,025 x 10° células / ml em 230 ml
Amostra pés-processamento: 0,278 x 10° células / ml em 5 ml

Controle
microbioldgico

Amostra pré-processamento: sem desenvolvimento de bactérias
Amostra pos-processamento: sem desenvolvimento de
bactérias

Duragéo do 4 horas
procedimento
Viabilidade celular | 96,7 %

Numero de células
Mononucleares
infundidas

92,8 x 10° células diluidas para 8 ml

Ndmero de
Células-Tronco
CD 34+ infundidas

1,39 x 10° células diluidas para 8 ml

QUADRO 4. INFORMACOES CLINICAS, CIRURGICAS E LABORATORIAIS DO SEGUNDO

PACIENTE OPERADO.

FONTE: O autor (2009)
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PACIENTE: RR.C. - CELULAS CD 34+ I

PRE: 0,24% do total e 2,51% das células mononucleares

o
b s =+
o 0l |
=] o g iE—
- -
& .
. o ? %_ e
g N =

51|2
512  TEB

} o .
] s
] 8]
] w T 5 B
- e u = —
: © < v E
=t ETaAEE T T B r . . = T T T
0 286 512 o0 10t 102 10* 0t 1m0 1ot 0 108 10¢ 100t o102 o ¢
FSC-Height -F Ch4s PCYE -= CO34 APC -» C034 APC -=
073410.015 073410.015 073410.015 073410.015

POS: 0,62% do total e 1,5% das células mononucleares I

1024

1024

1024
1

1|05

T"EIB
TES
|

=R ¥
||U=

1||:|‘

CDSd4 APC -

107

fu] B F £ : - : i
T ! T ! T ! T t
0 256 512 7BS 1024 100 10t 0t 10 100 10t @ i 10t 100 10t 10 10 10t
FSC-Height - CD4a PCYS -= CD34 APC -» CD45 PCYE -=
0734120011 0734120011 0734120011 073412001

GRAFICO 2. IMUNOFENOTIPAGEM DO ASPIRADO DE MEDULA OSSEA DO SEGUNDO
PACIENTE OPERADO.

FONTE: O autor (2009)
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TABELA 2. AVALIAGAO FUNCIONAL E PERFUSAO MIOCARDICA DO SEGUNDO PACIENTE OPERADO

PRE-OPERATORIO POS-OPERATORIO
(3 MESES)
CLASSE FUNCIONAL 11 I
FRACAO DE EJECAO  35% 38,5%
(SIMPSON)
SEGMENTO DO VE Parede CONTRATILIDADE ESCORE PERFUSAO CONTRATILIDADE ESCORE PERFUSAO
Anterior Basal Normocinesia 1 Normal Normocinesia 1 Fibrose
Média  Hipocinesia 2 Fibrose Normocinesia 1 Fibrose
Apical  Hipocinesia 2 Fibrose Hipocinesia 2 Fibrose
Antero Lateral Basal Normocinesia 1 Normal Normocinesia 1 Normal
Média  Hipocinesia 2 Normal Normocinesia 1 Normal
Lateral Apical  Hipocinesia 2 Normal Hipocinesia 2 Normal
Infero-Lateral Basal Normocinesia 1 Normal Normocinesia 1 Fibrose
Média  Normocinesia 1 Normal Normocinesia 1 Fibrose
Inferior Basal Normocinesia 1 Normal Normocinesia 1 Normal
Média  Normocinesia 1 Normal Normocinesia 1 Normal
Apical  Normocinesia 1 Normal Hipocinesia 2 Normal
Septal Inferior Basal Normocinesia 1 Normal Normocinesia 1 Normal
Média  Hipocinesia 2 Normal Hipocinesia 2 Normal
Septal Anterior Basal Hipocinesia 2 Normal Hipocinesia 2 Fibrose
Média  Hipocinesia 2 Fibrose Acinesia 3 Fibrose
Septal Apical  Hipocinesia 2 Fibrose Hipocinesia 2 Fibrose
Apice Discinesia 4 Fibrose Acinesia 3 Fibrose
IEMP — WMSI 1,64 1,58

FONTE: O autor (2009)
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4.2.3 O Terceiro Paciente Operado

O terceiro paciente, com iniciais D.D.T., do sexo masculino, possuia 67 anos
na data da operacao. A cineangiocoronariografia evidenciava uma lesdo de 70% no
inicio da artéria interventricular anterior e uma lesao de 70% comprometendo o 6stio
do primeiro ramo diagonal. O paciente encontrava-se em classe funcional Il da
NYHA e possuia uma fracdo de ejecao do ventriculo esquerdo pelo ecocardiograma
bidimensional de 32,5%.

Em sete de novembro de 2007 ele foi submetido a aspiracdo da medula
Ossea do iliaco, na altura das espinhas iliacas pdstero-superiores sob anestesia
peridural. Obteve-se o volume de 100 ml de medula éssea que foi diluido em 100 ml
do meio RPMI.

Apés o processamento da medula 6ssea, obtiveram-se 272,25 x 10° células
mononucleares que foram diluidas em um volume total de 8 ml, com 98% das
células sendo viaveis. Dentre estas células, 5,02% eram células-tronco CD 34+ (13,6
x 10° células) (GRAFICO 3; QUADRO 5). A duracgdo do procedimento de isolamento
das células mononucleares foi de trés horas e cinquiienta minutos. Pelo controle
microbiolégico, ndo houve desenvolvimento de bactérias nas amostras pré e pés-
processamento.

Este paciente foi entdo submetido a cirurgia de revascularizacao do miocardio
com uso de circulacao extracorpérea. Foram anastomosados um enxerto de artéria
toracica interna esquerda para o ramo interventricular anterior e um enxerto de veia
safena para o primeiro ramo diagonal. Foram implantadas células-tronco nas
paredes lateral, inferior e infero-lateral do ventriculo esquerdo (QUADRO 5).

Os resultados clinicos, do ecocardiograma e da cintilografia de perfusédo

miocardica estdo descritos na TABELA 3. Constam os dados pré e pos-operatorios.
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Paciente D.D.T.

Idade 67 anos

Sexo Masculino

Cateterismo Lesao de 70% no inicio da Artéria Descendente Anterior e lesao

de 70% no 6stio do Primeiro ramo Diagonal

Data da Cirurgia

07/11/2007

Cirurgia Realizada

Enxerto de Artéria Toracica Interna Esquerda para ramo
Interventricular Anterior e Veia Safena para o primeiro ramo
Diagonal com CEC

Local de Implante
de Células-Tronco

Paredes Lateral, Inferior e Infero-lateral do VE

Sistema de poleta
da Medula Ossea

Aberto

Volume

100 ml MO + 100 mI RPMI

Citologia
Diferencial

Celularidade: diminuida na extensao examinada

Megacariocitos: ndo visualizados

Série branca: mieldcitos, metamieldcitos, bastonetes e
segmentados

Série vermelha: eritroblastos ]

Material compativel com Medula Ossea

Contagem Total de
Células

Amostra pré-processamento: 10,52 x 10° células / ml em 200 ml
Amostra pés-processamento: 54,45 x 10° células / ml em 5 ml

Contagem de
Células-Tronco
CD 34+

Amostra pré-processamento: 0,069 x 10° células / ml em 200 ml
Amostra pés-processamento: 2,733 x 10° células / ml em 5 ml

Controle
microbioldgico

Amostra pré-processamento: sem desenvolvimento de bactérias
Amostra pos-processamento: sem desenvolvimento de
bactérias

Duracéo do
procedimento

3 horas e 50 minutos

Viabilidade celular

98%

Ndmero de células
Mononucleares
infundidas

272,2 x 10° células diluidas para 8 ml

Nldmero de
Células-Tronco CD
34+ infundidas

13,6 x 10° células diluidas para 8 ml

QUADRO 5. INFORMAGOES CLINICAS, CIRURGICAS E LABORATORIAIS DO TERCEIRO

PACIENTE OPERADO.

FONTE: O autor (2009)
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PACIENTE: D.D.T. - CELULAS CD 34+ I

PRE: 0,66% do total e 4,48% das células mononucleares
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GRAFICO 3. IMUNOFENOTIPAGEM DO ASPIRADO DE MEDULA OSSEA DO TERCEIRO
PACIENTE OPERADO.

FONTE: O autor (2009)



TABELA 3. AVALIAGAO FUNCIONAL E PERFUSAO MIOCARDICA DO TERCEIRO PACIENTE OPERADO
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PRE-OPERATORIO

POS-OPERATORIO

(3 MESES)
CLASSE FUNCIONAL 1l I
FRACAO DE EJECAO  32,5% 32%
(SIMPSON)
SEGMENTO DO VE Parede CONTRATILIDADE ESCORE PERFUSAO CONTRATILIDADE ESCORE PERFUSAO
Anterior Basal Hipocinesia 2 Normal Normocinesia 1 Normal
Média  Hipocinesia 2 Isquemia Normocinesia 1 Isquemia
Apical  Hipocinesia 2 Isquemia Normocinesia 1 Isquemia
Antero Lateral Basal Hipocinesia 2 Normal Normocinesia 1 Normal
Média  Hipocinesia 2 Normal Normocinesia 1 Normal
Lateral Apical  Hipocinesia 2 Normal Normocinesia 1 Normal
Infero-Lateral Basal Hipocinesia 2 Normal Normocinesia 1 Normal
Média  Hipocinesia 2 Normal Normocinesia 1 Normal
Inferior Basal Hipocinesia 2 Normal Hipocinesia 2 Normal
Média  Hipocinesia 2 Isquemia Hipocinesia 2 Isquemia
Apical  Hipocinesia 2 Isquemia Hipocinesia 2 Isquemia
Septal Inferior Basal Hipocinesia 2 Normal Hipocinesia 2 Normal
Média  Hipocinesia 2 Normal Hipocinesia 2 Normal
Septal Anterior Basal Hipocinesia 2 Normal Hipocinesia 2 Normal
Média  Hipocinesia 2 Isquemia Hipocinesia 2 Isquemia
Septal Apical  Hipocinesia 2 Isquemia Hipocinesia 2 Isquemia
Apice Hipocinesia 2 Normal Hipocinesia 2 Normal
IEMP — WMSI 2 1,5

FONTE: O autor (2009)
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4.2.4 O Quarto Paciente Operado

O quarto paciente, de iniciais L.G.M., do sexo masculino, possuia 62 anos na
data da operacdo. A cineangiocoronariografia evidenciava uma lesdao de 70%
comprometendo o terco médio da artéria interventricular anterior e lesées de 70%
comprometendo o inicio do segundo e terceiro ramos marginais da artéria
circunflexa. O paciente encontrava-se em classe funcional Ill da NYHA e possuia
uma fragao de ejecao do ventriculo esquerdo pelo ecocardiograma bidimensional de

30%.

Em trés de dezembro de 2007 ele foi submetido a aspiracao da medula 6ssea
do iliaco, na altura das espinhas iliacas pdstero-superiores sob anestesia peridural.
Obteve-se o volume de 100 ml de medula 6ssea que foi diluido a 100 ml do meio
RPMI.

Apbs o processamento da medula éssea, obtiveram-se 370,2 x 10° células
mononucleares que foram diluidas em um volume total de 8ml, com 99% das células
sendo vidveis. Dentre estas células, 3,03% eram células-tronco CD 34+ (11,2 x 10°
células) (GRAFICO 4; QUADRO 6). A duracgdo do procedimento de isolamento das
células mononucleares foi de trés horas e quarenta minutos. Pelo controle
microbiolégico, ndo houve desenvolvimento de bactérias nas amostras pré e pés-
processamento.

Este paciente foi entdo submetido a cirurgia de revascularizacao do miocardio
com uso de circulacdo extracorpérea. Foi anastomosado um enxerto de artéria
toracica interna esquerda para o ramo interventricular anterior. Foram implantadas
células-tronco nas paredes lateral, inferior e infero-lateral do ventriculo esquerdo
(QUADRO 6).

Os resultados clinicos, do ecocardiograma e da cintilografia de perfusédo
miocardica pré-operatérios estao descritos na TABELA 1. Este paciente faleceu no
32° dia de pos-operatério, em casa, durante o sono. Nao foi encaminhado a servico

de saude nem a necropsia.
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Paciente L.G.M.

Idade 62 anos

Sexo Masculino

Cateterismo Lesao de 70% no Terco Médio da Artéria Interventricular

Anterior e lesdes de 70% no 2° e 3° ramos Marginais Esquerdos

Data da Cirurgia

03/12/2007

Cirurgia Realizada

Enxerto de Artéria Toracica Interna Esquerda para o ramo
Interventricular Anterior com CEC

Local de Implante
de Células-Tronco

Paredes Lateral, Inferior e Infero-lateral do VE

Sistema de poleta
da Medula Ossea

Aberto

Volume

100 ml MO + 100 ml RPMI

Citologia
Diferencial

Celularidade: diminuida na extensao examinada

Megacariocitos: ndo visualizados

Série branca: mieldcitos, metamielécitos, bastonetes e
segmentados

Série vermelha: eritroblastos ]

Material compativel com Medula Ossea

Contagem Total de
Células

Amostra pré-processamento: 11,09 x 10° células / ml em 200 ml
Amostra pés-processamento: 61,70 x 10° células / ml em 6 ml

Contagem de
Células-Tronco
CD 34+

Amostra pré-processamento: 0,048 x 10° células / ml em 200 ml
Amostra pés-processamento: 1,869 x 10° células / ml em 6 ml

Controle
microbioldgico

Amostra pré-processamento: sem desenvolvimento de bactérias
Amostra pos-processamento: sem desenvolvimento de
bactérias

Duracéo do
procedimento

3 horas e 40 minutos

Viabilidade celular

99%

Numero de células
Mononucleares
infundidas

370,2 x 10° células diluidas para 8 ml

Ndmero de
Células-Tronco
CD 34+ infundidas

11,2 x 10° células diluidas para 8 ml

QUADRO 6. INFORMAGOES CLINICAS, CIRURGICAS E LABORATORIAIS DO QUARTO

PACIENTE OPERADO.

FONTE: O autor (2009)
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PACIENTE: L.G.M. - CELULAS CD 34+ I
PRE: 0,44% do total e 3,79% das células mononucleares I
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GRAFICO 4. IMUNOFENOTIPAGEM DO ASPIRADO DE MEDULA OSSEA DO QUARTO PACIENTE
OPERADO.

FONTE: O autor (2009)



TABELA 4. AVALIAGAO FUNCIONAL E PERFUSAO MIOCARDICA DO QUARTO PACIENTE OPERADO
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PRE-OPERATORIO

POS-OPERATORIO

(3 MESES)
CLASSE FUNCIONAL 1l OBITO (322 PO)
(MORTE SUBITA)
FRACAO DE EJECAO  30%
(SIMPSON)
SEGMENTO DO VE Parede CONTRATILIDADE ESCORE PERFUSAO CONTRATILIDADE PERFUSAO
Anterior Basal Hipocinesia 2 Normal -
Média  Hipocinesia 2 Isquemia -
Apical  Hipocinesia 2 Isquemia -
Antero Lateral Basal Hipocinesia 2 Normal -
Média  Hipocinesia 2 Normal -
Lateral Apical  Hipocinesia 2 Normal -
Infero-Lateral Basal Hipocinesia 2 Isquemia -
Média  Hipocinesia 2 Isquemia -
Inferior Basal Hipocinesia 2 Normal -
Média  Hipocinesia 2 Normal -
Apical  Hipocinesia 2 Normal -
Septal Inferior Basal Hipocinesia 2 Normal -
Média  Hipocinesia 2 Normal -
Septal Anterior Basal Hipocinesia 2 Normal -
Média  Hipocinesia 2 Isquemia -
Septal Apical  Hipocinesia 2 Isquemia -
Apice Hipocinesia 2 Normal -
IEMP — WMSI ,0

FONTE: O autor (2009)
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4.2.5 O Quinto Paciente Operado

O quinto paciente, com iniciais S.D.F., do sexo masculino, possuia 68 anos na
data da operacdo. O paciente havia sofrido um infarto agudo do miocardio com
recanalizacdo  espontanea  trés meses antes da  operagéo. A
cineangiocoronariografia evidenciava uma lesdo critica no inicio da artéria
interventricular anterior. O paciente encontrava-se em classe funcional Ill da NYHA e
possuia uma fracdo de ejecdao do ventriculo esquerdo pelo ecocardiograma
bidimensional de 28%.

Em 11 de dezembro de 2007 ele foi submetido a aspiracdo da medula 6ssea
do iliaco, na altura das espinhas iliacas pdstero-superiores sob anestesia peridural.
Obteve-se o volume de 100 ml de medula éssea que foi diluido em 100 ml do meio
RPMI.

Apbs o processamento da medula 6ssea, obtiveram-se 224,45 x 10° células
mononucleares que foram diluidas em um volume total de 8 ml, com 79% das
células sendo viaveis. Dentre estas células, 3,11% eram células-tronco CD 34+ (6,98
x 10° células) (GRAFICO 5; QUADRO 7). A duracgdo do procedimento de isolamento
das células mononucleares foi de quatro horas. Pelo controle microbiolégico, ndo
houve desenvolvimento de bactérias nas amostras pré e pos-processamento.

Este paciente foi entdo submetido a cirurgia de revascularizacao do miocardio
com uso de circulacdo extracorpérea. Foi anastomosado um enxerto de artéria
toracica interna esquerda para o ramo interventricular anterior. Foram implantadas
células-tronco nas paredes lateral, inferior e infero-lateral do ventriculo esquerdo
(QUADRO 7).

Os resultados clinicos, do ecocardiograma e da cintilografia de perfusédo

miocardica estdo descritos na TABELA 5. Constam os dados pré e pos-operatorios.
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Paciente S.D.F.

Idade 68 anos

Sexo Masculino

Cateterismo Lesao critica no Inicio da Artéria Interventricular Anterior

Data da Cirurgia

11/12/2007

Cirurgia Realizada

Enxerto de Artéria Toracica Interna Esquerda para a Artéria
Interventricular Anterior com CEC

Local de Implante
de Células-Tronco

Paredes Lateral, Inferior e Infero-lateral do VE

Sistema de poleta
da Medula Ossea

Aberto

Volume

100 ml MO + 100 ml RPMI

Citologia
Diferencial

Celularidade: diminuida na extensao examinada

Megacariocitos: ndo visualizados

Série branca: mieldcitos, metamielécitos, bastonetes e
segmentados

Série vermelha: eritroblastos ]

Material compativel com Medula Ossea

Contagem Total de
Células

Amostra pré-processamento: 12,20 x 10° células / ml em 200 ml
Amostra pés-processamento: 44,89 x 10° células / ml em 5 ml

Contagem de
Células-Tronco
CD 34+

Amostra pré-processamento: 0,057 x 10° células / ml em 200 ml
Amostra pés-processamento: 1,396 x 10° células / ml em 5 ml

Controle
microbioldgico

Amostra pré-processamento: sem desenvolvimento de bactérias
Amostra pos-processamento: sem desenvolvimento de
bactérias

Duragéo do 4 horas
procedimento
Viabilidade celular | 79%

Numero de células
Mononucleares
infundidas

224,45 x 10° células diluidas para 8 ml

Ndmero de
Células-Tronco
CD 34+ infundidas

6,98 x 10° células diluidas para 8ml

QUADRO 7. INFORMAGOES CLINICAS, CIRURGICAS E LABORATORIAIS DO QUINTO

PACIENTE OPERADO.

FONTE: O autor (2009)
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PACIENTE: S.D.F. - CELULAS CD 34+ I
PRE: 0,47% do total e 4,07% das células mononucleares I
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GRAFICO 5. IMUNOFENOTIPAGEM DO ASPIRADO DE MEDULA OSSEA DO QUINTO PACIENTE
OPERADO.

FONTE: O autor (2009)
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TABELA 5. AVALIACAO FUNCIONAL E PERFUSAO MIOCARDICA DO QUINTO PACIENTE OPERADO

PRE-OPERATORIO POS-OPERATORIO
(3 MESES)
CLASSE FUNCIONAL  1lI I
FRACAO DE EJECAO  28% 29%
(SIMPSON)
SEGMENTO DO VE Parede CONTRATILIDADE ESCORE PERFUSAO CONTRATILIDADE ESCORE PERFUSAO
Anterior Basal Hipocinesia 2 Isquemia Hipocinesia 2 Normal
Média  Hipocinesia 2 Isquemia Hipocinesia 2 Normal
Apical  Hipocinesia 2 Isquemia Hipocinesia 2 Fibrose
Antero Lateral Basal Hipocinesia 2 Normal Normocinesia 1 Normal
Média  Hipocinesia 2 Normal Normocinesia 1 Normal
Lateral Apical  Hipocinesia 2 Normal Normocinesia 1 Normal
Infero-Lateral Basal Hipocinesia 2 Normal Normocinesia 1 Normal
Média  Hipocinesia 2 Normal Normocinesia 1 Normal
Inferior Basal Hipocinesia 2 Fibrose Normocinesia 1 Fibrose
Média  Hipocinesia 2 Fibrose Normocinesia 1 Fibrose
Apical  Hipocinesia 2 Fibrose Normocinesia 1 Fibrose
Septal Inferior Basal Hipocinesia 2 Normal Hipocinesia 2 Normal
Média  Hipocinesia 2 Normal Hipocinesia 2 Normal
Septal Anterior Basal Hipocinesia 2 Isquemia Hipocinesia 2 Normal
Média  Hipocinesia 2 Isquemia Hipocinesia 2 Normal
Septal Apical  Hipocinesia 2 Isquemia Hipocinesia 2 Normal
Apice Normocinesia 1 Isquemia Normocinesia 1 Normal
IEMP — WMSI 1,94 1,47

FONTE: O autor (2009)
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5 DISCUSSAO

O uso de Células-Tronco tem sido amplamente divulgado tanto pela literatura
cientifica quanto pela imprensa leiga. Isto desperta na populacdo uma ansiedade
muito grande para que os resultados dos estudos sejam rapidamente publicados.
Resultados estes que, sendo positivos, poderiam ser prontamente incorporados na
pratica clinica.

Por mais que os resultados até agora publicados sejam promissores, nao se
pode abrir mao do rigor do método cientifico. As doencas cardiolégicas até agora
pesquisadas para terem como opgao de tratamento o emprego de células-tronco
possuem prognostico ruim. Conforme Braile (2005), os tratamentos existentes nao

sao capazes de devolver a qualidade de vida satisfatéria a estes pacientes.

5.1 IMPLANTAGAO DO CENTRO DE PESQUISAS EM CELULAS-TRONCO

Para poder-se avancar nas pesquisas e trazer para um Hospital Universitario
publico o nivel de desenvolvimento técnico alcangado nos centros pioneiros de
pesquisa com células-tronco, muitas barreiras precisaram ser transpostas.

A primeira barreira, talvez a principal delas, foi o aporte de recursos
financeiros. De nada adiantaria a iniciativa de criar o Centro de Pesquisas se a verba
para sua concretizacdo ndo existisse. Esta questdo fundamental foi solucionada
através do convénio celebrado entre a Universidade Federal do Parana e a
Secretaria de Estado de Ciéncia e Tecnologia no ano de 2005.

Possibilitou-se a realizagcdo das reformas de espaco fisico necessérias,
aquisicao de equipamentos e materiais de consumo para o inicio da aplicacao
clinica dos protocolos.

Houve grande integracdo multidisciplinar para iniciar o projeto. Por ser o
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Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana um hospital escola, a
proposta de realizacdo das pesquisas foi muito bem recebida por todas as
Disciplinas e Setores envolvidos.

Com a definicdo do espaco fisico e a caracterizacao dos equipamentos e
materiais de consumo necessarios, deu-se inicio ao processo de compra de
equipamentos e insumos pelo processo licitatério. Muito tempo foi gasto para que
todas as exigéncias do agente financiador e do Tribunal de Contas do Estado do
Parana fossem atendidas. Mesmo com certa demora, todos 0s equipamentos
necessarios foram adquiridos. Os reagentes imunologicos e demais itens de
consumo foram importados e estavam disponiveis para o inicio das pesquisas.

Os protocolos foram criados concomitantemente a construcao do laboratério.
O Protocolo de Selecdo de Pacientes precisou ser feito de tal forma que toda a
populacdo do Estado do Parana tivesse acesso ao Centro de Pesquisas. O
encaminhamento de pacientes de outras cidades para um hospital de referéncia
especifico ndo é simples. O Sistema de Saude do Estado esta formulado de tal
forma que os pacientes portadores de doencgas graves que precisam de atendimento
em hospitais terciarios, sdo encaminhados para os hospitais de referéncia da sua
regiao de origem. Para que estes pacientes pudessem chegar ao HC-UFPR, foi
necessaria a criagao do Ambulatério de Células-Tronco ligado a Unidade Funcional
de Pneumologia e Cardiologia. Com este ambulatério, os pacientes passaram a
poder ser incluidos em fila de espera para consulta no ambulatério de Cardiologia —
Triagem e logo em seguida direcionados para o Ambulatério de Células-Tronco.

Com esta logistica implantada, todos os pacientes do estado passaram a
poder ter acesso ao Centro de Pesquisas por intermédio da Central de
Agendamento de Consultas de acordo com o Sistema Unico de Saude.

Para a aplicagcdo clinica dos protocolos, selecionaram-se pacientes
portadores de miocardiopatia isquémica grave (com fragdo de ejecdo menor que
35%) que necessitavam realizar cirurgia de revascularizagdo do miocardio. Foi

selecionada esta doenca por trés motivos essenciais: 0 acesso ao miocardio seria
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direto por tratar-se de cirurgia aberta; por estar sendo tratado o mesmo paciente
com uma técnica convencional (revascularizagdo do miocardio) e uma nova técnica
(células-tronco), o paciente poderia ser o seu préprio controle do ponto de vista
estatistico. Por fim, segundo as determinacdes da CONEP (Comissao Nacional de
Etica em Pesquisa) e legislacdo federal, ndo poderia ser submetido um paciente a
uma cirurgia traumatica, como € a cirurgia cardiaca, para utilizacao exclusiva de uma
técnica ainda com eficacia nao comprovada (BRASIL, 2006).

Todos o0s cinco pacientes tratados apresentaram evolucdo satisfatéria no
periodo hospitalar. Um dos pacientes faleceu no 32° dia de pds-operatdrio por morte
subita.

Os protocolos criados foram aplicados aos cinco pacientes. Foi possivel
realizar as analises laboratoriais e as avaliacdes clinicas pré e po6s-operatérias
conforme os protocolos.

Foi possivel formar com as informacdes obtidas o inicio de uma base de
dados para a continuacdo da pesquisa com a aplicagao clinica para o tratamento da

miocardiopatia isquémica.
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5.2 APLICACAO CLINICA

5.2.1 O Primeiro Paciente Operado

O primeiro paciente operado recebeu enxertos cirlrgicos (artéria toracica
interna esquerda para artéria interventricular anterior e veia safena magna para o
primeiro ramo diagonal) para artérias correspondentes aos segmentos anteriores,
septais anteriores e antero-laterais do ventriculo esquerdo. Segundo a analise da
contracdo segmentar, houve melhora nestes segmentos, passando a contratilidade

de hipocinesia para normocinesia.

As Células-Tronco foram aplicadas em segmentos inferiores e infero-laterais.
No segmento médio da parede infero-lateral, houve mudanga da contratilidade de
acinesia para hipocinesia. Nos outros segmentos ndo houve modificacdes.

Ja a cintilografia pés-operatéria evidenciou presenca de areas de isquemia na
parede inferior. Esta parede encontrava-se com fibrose no exame pré-operatorio.
Esta € uma evidéncia indireta de neovascularizacdo, mesmo nao tendo havido
modificagcao na contratilidade desta regiéo.

Na avaliacdo da performance global do ventriculo esquerdo, a fracao de
ejecao pelo método bidimensional mostrou melhora de 27,5% para 32%. Com
relacdo ao WMSI, houve passagem de 1,82 para 1,41. Estas duas variaveis
poderiam ser atribuidas somente aos enxertos cirargicos, mas houve participacao,
mesmo que pequena, de segmento que recebeu células-tronco.

Com relagao a Classe Funcional, houve melhora de Classe Ill para Classe II.
Esta varidvel é muito subjetiva. Além da melhor performance miocéardica, esta
presente também o efeito placebo pelo paciente estar sendo submetido a uma nova
técnica.

Quando avaliamos o processo de separacdo celular, os controles de
qualidade microbioldgicos referentes a contaminagdes das amostras, evidenciaram

manutencdo da esterilidade durante todo o processo. A viabilidade celular foi de
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97,6%, mostrando haver pouca citélise durante o0 método de separacgao utilizado.

O numero de células mononucleares infundidas neste primeiro paciente ficou
abaixo do esperado. Isto pode ser atribuido a dois fatores principais: baixa
celularidade da medula 6ssea e a contaminag¢ao do aspirado de medula 6ssea por
sangue periférico durante a coleta. O maior indicio deste fato é o resultado da
citologia diferencial que evidenciou caracteristicas de sangue periférico na amostra
examinada. Entretanto, a lamina para microscopia é preparada com amostra da
ultima puncado medular. Esta puncao pode ter sido realizada em sitio do iliaco ja
inundado por sangue periférico vindo da manipulagao pelas puncdes anteriores.

A menor celularidade obtida no final de todo o processo pode justificar a
pequena melhora obtida nos segmentos ventriculares que receberam as células-

tronco.

5.2.2 O Segundo Paciente Operado

O segundo paciente operado recebeu enxertos cirurgicos (veia safena magna
para o ramo marginal da circunflexa e veia safena magna para o ramo ventricular
posterior) para artérias correspondentes aos segmentos inferiores e infero-laterais
do ventriculo esquerdo. Segundo a analise da contracao segmentar, os segmentos
referentes a estas artérias estavam normocinéticos antes da operagdo e assim

permaneceram no pds-operatorio.

As Células-Tronco foram aplicadas em segmentos anteriores, laterais e no
apice. Dois segmentos que estavam hipocinéticos passaram a normocinéticos
(Segmento Anterior Médio e Antero-lateral Médio). O Apice que se encontrava
discinético passou a acinético.

Neste paciente, pdde ser constatado que dois segmentos, o Inferior Apical e
Septal Anterior Médio, pioraram sua contratilidade. Isto pode ser creditado a
evolucdo do remodelamento ventricular nestas areas. Neste tempo de pés-

operatério, os procedimentos cirdrgicos adotados nao foram capazes de interromper
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este processo.

Quanto ao resultado da cintilografia, ndo houve melhora pés-operatéria. O
segmento basal e 0 médio da parede infero-lateral passaram a apresentar fibrose.
Esta regido recebeu um enxerto de veia safena. E provavel que tenha havido infarto
silencioso p6s-operatério deste segmento.

Na avaliacdo da contratilidade global do ventriculo esquerdo, a fracdo de
ejecao pelo método bidimensional mostrou melhora, passando de 35% para 38,5%.
Com relacdo ao WMSI, houve passagem de 1,64 para 1,58. Mesmo tendo havido
melhora em segmentos que receberam células-tronco, isto ndo se refletiu em
melhora dos indices de performance global ventricular. A melhora nestes segmentos
foi equalizada pela evolugdo do remodelamento em outros segmentos.

Com relacdo a Classe Funcional, houve melhora de Classe lll para Classe |,
mesmo tendo havido pequena melhora nas variaveis objetivas de contragao
ventricular.

Quando ao processo de separagao celular, os controles de qualidade
microbioldgicos referentes a contaminagdes das amostras, evidenciaram
manutencdo da esterilidade durante todo o processo. A viabilidade celular foi de
96,7%, novamente mostrando haver pouca citélise durante o método de separacao
utilizado.

O numero de células mononucleares infundidas nesta paciente também ficou
abaixo do esperado. Segundo Ryan (2000), este fato pode ser atribuido a baixa
celularidade da medula 6ssea desta paciente. Esta caracteristica medular pode estar
presente em pacientes idosos. No envelhecimento, parte das células
hematopoiéticas é substituida por tecido adiposo.

A menor celularidade obtida no final do processo de separacéo pode justificar
a pequena melhora obtida na avaliacdo objetiva da contratilidade ventricular

esquerda, mas foi suficiente para melhorar a contracao de dois segmentos.
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5.2.3 O Terceiro Paciente Operado

O terceiro paciente operado recebeu enxertos cirurgicos (artéria toracica
interna esquerda para artéria interventricular anterior e veia safena magna para o
primeiro ramo diagonal) para artérias correspondentes aos segmentos anteriores,
septais anteriores e antero-laterais do ventriculo esquerdo. Segundo a analise da
contracdo segmentar, houve melhora nestes segmentos, passando a contratilidade

de hipocinesia para normocinesia.

As Células-Tronco foram aplicadas em segmentos inferiores e infero-laterais.
Nos segmentos da parede infero-lateral, houve normalizagdo da contratilidade. Nos
outros segmentos n&o houve modificagdes.

Na avaliacdo da performance global do ventriculo esquerdo, a fracdo de
ejecao pelo método bidimensional ndo mostrou modificacdo. Com relagcdo ao WMSI,
houve melhora de 2 para 1,52.

A Cintilografia Miocardica ndo evidenciou modificacoes da perfusdao neste
curto periodo de seguimento. Com relagdo a Classe Funcional, houve melhora de
Classe lll para Classe |I.

Quando se avaliou o processo de separacado celular, os controles de
qualidade microbiol6gicos referentes a contaminacbes das amostras evidenciaram
manutencdo da esterilidade durante todo o processo. A viabilidade celular foi de
98%. Neste paciente também houve pouca citdlise durante a separagéao celular.

O numero de células mononucleares infundidas neste paciente ficou dentro
do esperado, logo se pode observar que a melhora obtida nos territérios que

receberam enxertos cirlrgicos repetiu-se nos que receberam células-tronco.
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5.2.4 O Quarto Paciente Operado

O quarto paciente operado recebeu enxerto cirargico Unico (artéria toracica
interna esquerda para artéria interventricular anterior) para artéria que irriga os

segmentos anteriores e septais anteriores do ventriculo esquerdo.

As Células-Tronco foram aplicadas em segmentos laterais, inferiores e infero-
laterais.

Quando se avaliou o processo de separacado celular, os controles de
qualidade microbioldgicos referentes a contaminagdes das amostras, evidenciaram
manutencdo da esterilidade durante todo o processo. A viabilidade celular foi de
99%.

O numero de células mononucleares infundidas neste paciente ficou dentro
do esperado: 370,2 x 10° células. O intervalo protocolar é de 150 a 500 x 10° células

mononucleares.

Este paciente faleceu no 32° dia de pés-operatério. No 14° dia de pos-
operatério, o paciente havia comparecido ao hospital para avaliacao p6s-operatéria
de rotina, com inspecao da ferida cirurgica e conferéncia da medicacdo em uso. O
paciente encontrava-se assintomatico, em classe funcional I. O 6bito ocorreu a
noite, enquanto o paciente dormia. Segundo relatos da familia, o paciente havia tido
um dia normal, ndo tendo apresentado qualquer tipo de sintoma. N&o houve
avaliacao necroscopica. Como causas provaveis podem-se considerar arritmia

ventricular e sindrome coronariana aguda.

5.2.5 O Quinto Paciente Operado

O quinto paciente operado também recebeu enxerto cirirgico Unico (artéria
toracica interna esquerda para artéria interventricular anterior) para artéria
correspondente aos segmentos anteriores, antero-laterais e septais anteriores do

ventriculo esquerdo. Segundo a andlise da contracdo segmentar, nao houve
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melhora nos segmentos anteriores, mantendo-se hipocinéticos. Os segmentos
antero-laterais passaram de hipocinéticos para normocinéticos. Como a lesao
coronariana era no inicio da artéria descendente anterior, explica-se este resultado

pela perfusdo dos ramos diagonais.

As Células-Tronco foram aplicadas em segmentos inferiores e infero-laterais.
Houve mudanca da contratilidade nestes segmentos de hipocinesia para
normocinesia. Nos segmentos septais ndo houve modificacoes.

A cintilografia evidenciou melhora dos segmentos que receberam o enxerto
arterial. Nao houve modificacao da perfusdo dos segmentos que receberam células-
tronco.

Na avaliacdo da performance global do ventriculo esquerdo, a fracdo de
ejecao pelo método bidimensional mostrou discreta melhora de 28% para 29%. Com
relacdo ao WMSI, houve passagem de 1,94 para 1,47. Neste paciente houve igual
participacdo na melhora da contratilidade global do ventriculo esquerdo de
segmentos que receberam enxertos cirdrgicos e células-tronco.

Com relacdo a Classe Funcional, houve melhora de Classe lll para Classe I.

No processo de separacgao celular, os controles de qualidade microbiol6gicos
referentes a contaminagcdes das amostras, evidenciaram manutencdo da
esterilidade. Entretanto, a viabilidade celular foi de 79%, mostrando ter havido
citolise durante a separacgéo celular. Mesmo assim, se considerarmos 224,45 x 10°
células infundidas, 177,31 x 10° células estavam viaveis. Nimero que se encontra

dentro do esperado.
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5.3 ANALISE CRITICA DOS RESULTADOS

Os quatro pacientes sobreviventes apresentaram melhora clinica neste curto
tempo de seguimento. O efeito da revascularizacao do miocardio nesta melhora foi
perceptivel. Houve melhora da perfusdo e da contratiidade nos locais que
receberam enxerto cirdrgico.

Conforme afirmado por Hausmann (1997), pacientes com miocardiopatia
isquémica e grave comprometimento da fragcdo de eje¢cdo do ventriculo esquerdo,
obtém beneficio com incremento da funcdo ventricular quando submetidos a
revascularizagdo cirurgica do miocéardio. Esta melhora ocorre quando sao tratadas
areas comprovadamente isquémicas. O acréscimo na fragdo de ejecao varia de 6 a
22% um ano apos a cirurgia.

Nesta pequena amostra de pacientes, foi possivel evidenciar melhora dos
segmentos do miocardio que receberam células-tronco. Mas esta melhora foi
heterogénea. Dois pacientes obtiveram melhora da contratilidade segmentar nao
acompanhada de melhora da perfusao miocardica.

Segmentos que se mantiveram hipocinéticos e apresentavam fibrose,
apresentaram incremento da perfusdo miocardica.

Estendendo-se o estudo para um nimero maior de pacientes e adicionando o
grupo controle, esta heterogeneidade podera, ou nao, ser corrigida.

Este estudo para inicio da aplicacao clinica nao objetivou a andlise da eficacia
da terapia celular. Visou a demonstracao da funcionalidade do Centro de Pesquisas
e a capacidade de gerar informacdes para prosseguimento das investigacdes

clinicas.
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5.4 PERSPECTIVAS FUTURAS

As células-tronco possuem um potencial terapéutico substancial. Pacientes
com doencgas outrora intrataveis, passaram a apresentar novas possibilidades de
tratamento.

Muito progresso houve nas pesquisas experimentais, mas tem-se que
avancar muito. Pouco se entende do real mecanismo pelo qual ocorre melhora
quando utilizadas as células-tronco.

E perceptivel a melhora que os pacientes obtém com esta nova modalidade
terapéutica. Questiona-se qual o papel das células-tronco neste processo. Sera que
as células-tronco se transdiferenciam em células especializadas e assim
permanecem no tecido tratado? Sera que as células-tronco secretam substancias
(efeito paracrino) que estimulam a divisdo celular de células terminais? Sera que as
células-tronco estimulam a migracdo de novas células para o tecido doente,
intensificando o processo de reparacao natural?

Precisa-se conhecer profundamente o processo de diferenciacao celular. Sera
que o cardiomiocito criado a partir da estimulacdo da diferenciacao das células
mesenquimais realmente é uma célula totalmente capaz de contrair-se e sincronizar-
se com o miocardio nativo?

O campo de pesquisas é extenso. Pacientes com miocardiopatia isquémica,
chagasica e dilatada estao apresentando melhoras.

A partir do momento que 0s mecanismos de atuacao das células-tronco
estiverem estabelecidos, a célula ideal definida, a via de administracido e a
quantidade de células padronizadas, a aplicagao clinica podera tornar-se realidade
mundial.

Estudos randomizados, duplo-cegos e com numero substancial de pacientes
sao0 necessarios em vista dos resultados variaveis encontrados nos centros mundiais

que realizam este tipo de pesquisa.
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6 CONCLUSOES

O Centro de Pesquisas em Transplante de Células-Tronco foi criado com a
reforma e a adequacado do Laboratério de Cultura Celular e com a definicdo dos
protocolos propostos.

A aplicacdo clinica dos protocolos em cinco pacientes foi executada,

comprovando a funcionalidade do Centro de Pesquisas.
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APENDICE 1. EQUIPE MULTIDISCIPLINAR

A equipe responsavel pelas etapas cientificas do projeto foi assim constituida:

- Prof. Dr. Danton da Rocha Loures: Professor Titular do Departamento de
Cirurgia da Universidade Federal do Parana. Chefe da Disciplina de Cirurgia
Toracica e Cardiovascular da UFPR. Coordenador do Centro de Pesquisas em
Células-Tronco;

- Prof. Dr. Claudio Pereira da Cunha: Professor Titular do
Departamento de Clinica Médica da Universidade Federal do Parana, Chefe da
Disciplina de Cardiologia. Colaborador do desenvolvimento dos protocolos clinicos;

- Dra. Maria Felicitas Niedfeld Rodriguez: Médica especialista em
Imunopatologia. Chefe do Laboratério de Cultivo Celular do HC-UFPR, Professora
Assistente do Departamento de Clinica Médica da UFPR. Responsavel pelas rotinas
laboratoriais de separacao e cultivo celular;

- Dra. Mariester Malvezzi: Médica Mestre em Medicina Interna. Especialista
em Citometria de Fluxo. Responsavel pelos procedimentos de Identificacao da
Populacdo Celular do Aspirado de Medula Ossea;

- Dr. Ricardo Joao Westphal: Médico especialista em Cardiologia.
Responsavel pela execucédo dos Ecocardiogramas;

- Dra. Glaucia Taborda Francisco: Médica especialista em Cardiologia,
responsavel pelo ambulatério de Células-Tronco e auxilio na realizagcao das
cintilografias miocardicas;

- Prof. Dr. Ronaldo da Rocha Loures Bueno: Chefe do Servico de
Hemodindmica do HC-UFPR. Responsavel pela realizacao das
cineangiocoronariografias.

- Prof. Dr. José Zanis Neto: Professor Adjunto do Departamento de Clinica
Médica da Universidade Federal do Parana. Responsavel pelo protocolo para
obtencdo da Medula Ossea;

- Dr. Luiz Carlos Wollner: Médico especialista em Medicina Nuclear. Chefe do
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Laboratério de Medicina Nuclear do HC-UFPR,;

- Dr. Lauro Ervilha: Médico especialista em Medicina Nuclear. Responsavel
pela realizacdo das Cintilografias Miocardicas;

- Dra. Alexandra Cristina Senegaglia: Biéloga. Doutorado em Ciéncias da
Saude. Atuacao em pesquisas com cultivo celular. Responséavel pela execugao das
rotinas de cultivo celular;

- Dra. Carmen Lucia Kuniyoshi Bebelatto: Bi6loga. Doutorado em Ciéncias da
Saude. Atuacao em pesquisas com Células Tronco. Responsavel pela execucao das
rotinas de cultivo celular;

- Tamara Borgonovo: Bi6loga. Mestre em Genética. Responsavel pela
preparacao, separacao e cultivo celular.

- Dra. Oaidia Adelina Nocetti Sermann: Médica Especialista em Cirurgia
Cardiovascular. Responsavel pelo atendimento dos pacientes no ambulatério de

células-tronco.



85

APENDICE 2. MATERIAIS PARA COLETA E SEPARACAO DA MEDULA OSSEA

POR PACIENTE.

Reagente / Material

Volume/ Unidades

Agulha 25 x 0,8 mm 20
Agulha 13 x 0,45 mm 8

Antibidtico (Penicilina/Estreptomicina) 5 ml
Azul de Tripano 1 mi

Bolsa de Coleta

(s6 para sistema fechado)

Cell strainer 100 um (peneira de Nylon)

1

Solugéo de Ficoll-Hypaque 400 ml
Filtro de 0,22 um 1
Filtro de 0,45 pm 1
Gaze estéril 20
Heparina 5 ml
Laminas para microscopia 6
Luva Cirdrgica 10
Meio RPMI / TC199 900 ml
Pipeta de 10 ml 25
Pipeta de 2 ml 5
Pipeta de 25 ml 6
Pipeta de 5 ml 5
Ponteira 1-100ul 3
Ponteira 1-200ul 3
Seringa 1 ml 25
Seringa 5 ml 5
Seringa 10 ml 5
Solucao Salina estéril Bolsa de 250 ml
Tubo criogénico 6
Tubo de 15 ml 4
Tubo de 50 ml 50
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& HOSPITAL DE CLINICAS
55 @ UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA : 10 Anos

Curitiba, 01 de outubro de 2007.

limo (a) Sr. (a)
Dr. Danton Richilin da Rocha Loures
Nesta

Prezado Pesquisador:

Comunicamos que o Projeto de Pesquisa intitulado “TRANSPLANTE DE
CELULAS TRONCO DE MEDULA OSSEA NA MIOCARDIOPATIA ISQUEMICA™. foi
analisado e aprovado com pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos,
em reunido realizada no dia 31 de julho de 2007. O referido projeto atende aos
aspectos das Resolugdes CNS 196/96, e demais, sobre Diretrizes e Normas
Regulamentadoras de Pesquisa Envolvendo Seres Humanos do Ministério da
Saude.

Informamos que por tratar-se e um estudo da Area Tematica
Especial — Novos Procedimentos, e por um Genético de Células Autologas 0

CAAE: 0168.0.208.000-07

Registro CEP/HC: 1492.157/2007-07

Protocolo de Estudo versdo 3 de julho de 2007; Termo de Consentimento de
Livre e Esclarecido verséo 3.0.

Conforme a Resolucdo 196/96, solicitamos que sejam apresentados a este
CEP, relatérios sobre o andamento da pesquisa, hem como informagoes
relativas as modificagdoes do protocolo, cancelamento, encerramento e
destino dos conhecimentos obtidos.

Data para entrega do primeiro relatorio: 02 de fevereiro de 2008.

Atenciosamente,

T/ e
Ren‘ato/Tambara Filho

Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa
em Seres Humanos do Hospital de Clinicas/UFPR



