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RESUMO

Desde 0 ano 1900, as doencas cardiovasculares sdo a principal causa de 6ébitos na
populacdo geral. A insuficiéncia cardiaca € reconhecida como um grave problema de
saude publica. Em cinco anos, metade dos pacientes com insuficiéncia cardiaca
morrem. O transplante cardiaco € o tratamento de eleicdo nos casos de insuficiéncia
cardiaca em estégio final. O numero de doadores é 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 apo0s o infarto chama-se remodelamento ventricular. Para que
ocorra a reversado do remodelamento ventricular, busca-se obter regeneracéo 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. Os objetivos desta tese foram: avaliar a
seguranca e o efeito do transplante autélogo isolado de células-tronco adultas de
medula 6ssea sobre a classe funcional e sobre a contratilidade segmentar do
ventriculo esquerdo no tratamento de pacientes portadores de cardiomiopatia
isquémica cronica. Foram selecionados para o estudo seis pacientes adultos
consecutivos portadores de cardiomiopatia isquémica crénica sem indicacéo de
cirurgia de revascularizagéo do miocardio ou tratamento intervencionista percutaneo.
Foram implantadas células-tronco hematopoiéticas via toracotomia anterolateral.
Avaliou-se a seguranca do procedimento e a classe funcional segundo a NYHA e
contratilidade segmentar do ventriculo esquerdo por ecocardiografia com seis meses
de seguimento. Nao houve evento adverso grave relacionado ao procedimento.
Houve melhora da classe funcional em todos os pacientes (p<0,031). A avaliacdo da
contratilidade segmentar demonstrou melhora global do VE (p<0,028) e dos
segmentos comprometidos pelo infarto do miocardio (p<0,001). O transplante
epimiocardico de células-tronco adultas autdlogas da medula 6ssea por toracotomia
pode ser considerado como um procedimento cirirgico seguro e capaz de melhorar
a classe funcional de insuficiéncia cardiaca e a contratilidade miocardica de
segmentos acometidos do ventriculo esquerdo, em pacientes portadores de
cardiomiopatia isquémica cronica.

Palavras-chave: Insuficiéncia cardiaca. Infarto do miocéardio. 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. The objectives of this thesis were: to
evaluate the safety and the effect of the isolated autologous bone marrow cell
transplantation in functional class and left ventricle wall motion for chronic ischemic
cardiomyopathy. Six adult consecutive patients with chronic ischemic
cardiomyopathy not elegible for CABG or percutaneous treatment were selected.
Hematopoietic stem cells were implanted via anterolateral thoracotomy. It were
evaluated safety, functional class by NYHA and left ventricle wall motion by
echocardiography in a six months follow up. No major adverse effects were related.
There was functional class improvement in all patients (p<0,031). The wall motion
evaluation has shown a global left ventricle improvement (p<0,028) and an infarct
affected segments wall motion improvement (p<0,001). The epimyocardical
autologous adult bone marrow stem cell transplantation via left thoracotomy may be
considered a safe surgical procedure and may be able to improve heart failure
functional class and left ventricle wall motion in chronic ischemic cardiomyopathy.

Keywords: Heart 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. Constituem a principal causa de 6bitos
na populacdo geral desde o ano 1900 (AHA, 2009). A cardiomiopatia isquémica € a
maior causa de desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca congestiva e apresenta
uma mortalidade de 50% em cinco anos (SUTTON, 1990).

No Brasil, 34% dos Obitos ocorridos na populacdo acima de 40 anos séo
devidos a doencas do aparelho circulatério. Dentre estes 6bitos, 30% decorrem de
doencas isquémicas do coracdo. Nesta populacdo, 23,5% dos internamentos
realizados pelo Sistema Unico de Saude s&o motivados por doencas do aparelho
circulatorio (BRASIL, 2005).

Os tratamentos atuais de cardiologia intervencionista e da cirurgia cardiaca,
complementares ao tratamento clinico otimizado, ainda ndo conseguiram despontar
como procedimentos padrdo. A cardiomioplastia, o transplante cardiaco, o0s
marcapassos ressincronizadores e o0s dispositivos mecanicos de assisténcia
ventricular carregam transtornos e limitacdes. Apesar de todos estes avancos, ainda
existem inUmeros pacientes ndo adequadamente tratados ou convivendo com 0s
inconvenientes de cada terapia (BRAILE, 2005).

O mecanismo pelo qual ocorre o desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca
apos o infarto agudo do miocéardio é conhecido por remodelamento ventricular. Este
fendmeno ocorre por alteragdes agudas e crénicas tanto na area infartada quanto no
tecido ndo necrotico ao redor do infarto (PFEFFER, 1990).

Para que ocorra a reversdo do remodelamento ventricular, busca-se obter
regeneracao dos cardiomiécitos e desenvolvimento de neovascularizacdo na area
infartada (SCORSIN, 1996; JAIN, 2001; SCORSIN, 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 contrétil (ORLIC, 2001).

Varios estudos objetivaram o tratamento da cardiomiopatia isquémica com o
uso de células-tronco concomitante a cirurgia de revascularizagdo do miocardio.
Contudo a efetiva melhora objetiva da funcdo ventricular segmentar e global n&o
pode ser individualizada para o real papel da terapia celular neste processo.

O implante intramiocardico de células-tronco é o0 que possibilita maior
permanéncia das células no tecido alvo e teoricamente, maior efetividade. O
implante pode ser realizado por via percutanea endomiocardica através do
mapeamento eletromecanico do ventriculo esquerdo (ndo disponivel em nosso
meio) ou epimiocardico via toracotomia anterolateral esquerda (TEMPLIN, 2011).

O tratamento da cardiomiopatia isquémica crénica com o implante
epimiocardico isolado de células-tronco adultas da medula 0ssea pode ser uma
alternativa viavel para o tratamento dos pacientes que ndo sao candidatos ao

tratamento intervencionista percutaneo ou a cirurgia de revascularizacdo miocardica

convencional, e que permanecem sintomaticos apés o tratamento clinico otimizado.

1.1 OBJETIVOS

Os objetivos desta tese foram:

a) Avaliar a classe funcional de insuficiéncia cardiaca pela classificacdo da
New York Heart Association (NYHA) antes e ap0s o transplante de células-tronco;

b) Avaliar a contratilidade segmentar do ventriculo esquerdo, por
ecocardiografia, antes e apds a intervencao;

c) Avaliar a seguranca do transplante autélogo isolado de células-tronco
adultas da medula éssea no tratamento da cardiomiopatia isquémica crbnica via

minitoracotomia.
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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 enchimento ou ejecdo ventricular. Esta caracteristica pode ou nao
estar associada a pressdes de enchimento ventricular acima das fisioldgicas
(FELKER, 2003).

Os indicios de reconhecimento e tratamento da insuficiéncia cardiaca datam
do final do século XVIIl. 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 (KOUCHOUKOS, 2003).

As manifestacdes clinicas principais da insuficiéncia cardiaca séo dispneia e
fadiga, que podem limitar a tolerancia ao exercicio. Retencédo hidrica, edema
periférico e congestdo pulmonar podem estar presentes. Estas anormalidades
podem comprometer a capacidade funcional e a qualidade de vida e podem nao
estar presentes sempre ao mesmo tempo (AHA, 2005).

Os pacientes portadores de insuficiéncia cardiaca podem ou nao ser
sintomaticos. Em 1928 a New York Heart Association (NYHA) formulou uma
classificacdo funcional para os pacientes com esta sindrome. Esta classificacédo
passou por atualizacdes e a que atualmente esta em uso encontra-se descrita no

QUADRO 1 (AHA, 1994).
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Classe |. Pacientes com doenca cardiaca, mas sem resultar em limitagdo da atividade fisica.
Atividade fisica de rotina ndo causa fadiga, palpitacdo, dispnéia ou dor anginosa.

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

Classe lll. Pacientes com doenca cardiaca que resulta em limitacdo 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 - CLASSIFICAGAO FUNCIONAL DA NEW YORK HEART ASSOCIATION

FONTE: AHA (1994)

2.1.1 Panorama da Insuficiéncia Cardiaca no Brasil e no Mundo

A insuficiéncia cardiaca é reconhecida como um grave problema de saude
publica. Em virtude do envelhecimento da populacdo e da maior expectativa de vida,
estima-se que cerca de 1 a 2% da populacdo geral de paises desenvolvidos seja
acometida por insuficiéncia cardiaca (ROSSI NETO, 2004).

Maus habitos alimentares, fumo, sedentarismo e obesidade séo fatores de
risco no desenvolvimento de hipertensdo arterial sistémica, diabetes e doenca
coronariana. A insuficiéncia cardiaca manifesta-se no Ultimo estagio da evolucdo
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 frequente da insuficiéncia cardiaca no Brasil é a
cardiomiopatia isquémica, correspondendo a 33% dos casos. A segunda causa mais
freqiente é a cardiomiopatia dilatada (26%), seguida pela reumatica (22%),

hipertensiva (7%) e chagasica (6%) (MENDEZ, 2001).



18

2.1.2 O Remodelamento Ventricular

Imediatamente ap6s o infarto do miocardio, complexas alteracbes da
arquitetura ventricular ocorrem tanto na zona infartada quanto em &areas nao
infartadas. Além da necrose das miofibrilas, ha desintegracdo do coldgeno
interfibrilar, tornando a regido mais propensa a deformacdes (ZORNOFF, 2002).

Diminuicdo da espessura e alongamento da parede ventricular infartada,
dilatacdo e hipertrofia excéntrica de regides ventriculares viaveis estdo
inevitavelmente presentes. As alteracBes geométricas e contrateis regionais do
ventriculo esquerdo secundéarias ao infarto alteram a eficiéncia mecanica do
coracao. Este conjunto de alteracdes é conhecido por Remodelamento Ventricular. A
funcdo ventricular e o prognoéstico do paciente estdo diretamente relacionados a
extensdo deste remodelamento (PFEFFER, 1990).

No processo de remodelamento, cronicamente ocorrem alteracdes da
expressdo génica, bioquimicas e estruturais que levam a disfuncéo ventricular
progressiva (ZORNOFF, 2002).

Varios fatores podem influenciar a extenséo e a evolucado do remodelamento.
Fatores mecanicos como a sobrecarga hemodinamica (pressérica e volumétrica) e a
extensdo da area do infarto estdo envolvidos (ZORNOFF, 2002).

Expressdo de formas imaturas de proteinas contrateis, alteracdes da
funcionalidade dos canais de calcio, modificacbes na resposta local a estimulos
adrenérgicos, desestruturacdo do citoesqueleto e da matriz extracelular estédo
profundamente envolvidos no processo de remodelamento (ZORNOFF, 2002).

As modificagcbes que o coracdo sofre nas suas dimensdes, geometria e
funcdo ao longo do tempo caracterizadas pelo remodelamento ventricular, podem

ser quantificadas pelo ecocardiograma bidimensional (LANG, 2005).
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2.1.3 O Tratamento Cirurgico 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 (KOUCHOUKOQOS, 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 cirargicas e
releituras de técnicas consagradas passaram a ser utilizadas (KOUCHOUKOS,
2003).

A cirurgia de revascularizacdo do miocardio é capaz de promover
remodelamento reverso em pacientes com grave comprometimento da funcéo
ventricular esquerda, contanto que a fracdo de ejecdo seja superior a 20%
(HAUSMANN, 1997; KOUCHOUKOS, 2003; RIBEIRO, 2005).

O tratamento das doencas valvares, particularmente a insuficiéncia mitral, que
decorrem do remodelamento ventricular e da dilatacdo do ventriculo esquerdo
também é realizado. Pacientes com doenca valvar adrtica e com comprometimento
importante da funcdo ventricular esquerda podem ser tratados com a substituicdo
valvar, obtendo melhora dos sintomas de insuficiéncia cardiaca (KOUCHOUKOS,
2003).

A ventriculectomia parcial esquerda descrita por Batista (1997), baseada na
lei de Laplace, busca diminuir a tensdo 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. Esta técnica, apesar de controversa,
permanece em uso com indicacdes restritas ISOMURA, 2011).

A exclusdo de zonas de fibrose do miocardio e a resseccdo de aneurismas

ventriculares podem ser utilizadas também com o intuito de restabelecer a geometria
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original elipsdide do ventriculo esquerdo. A exclusdo destes segmentos né&o
funcionantes acaba por otimizar a eficiéncia mecénica do ventriculo esquerdo
(JATENE, 1985; DOR, 1998).

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

Sistemas de assisténcia mecanica foram criados ou aperfeicoados. 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 entdo por compressédo de segmentos especificos da
aorta toracica (FRANCO, 2001; Oz, 2002).

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 contracdo ocorre
através de eletroestimulacdo com marcapasso artificial. O desenvolvimento de
arritmias ventriculares graves e a faléncia do musculo esquelético sao problemas
desta técnica (CHACHQUES, 1989; KOUCHOUKOQOS, 2003).

Foi demonstrado que o0s pacientes com insuficiéncia cardiaca e que
apresentam bloqueio do ramo esquerdo do feixe de His podem apresentar
dissincronia de contracdo de regifes 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 estimulagcédo elétrica
biventricular busca corrigir esta dissincronia atrioventricular e interventricular,
otimizando a fun¢éo do VE (AURICCHIO, 2002; KOUCHOUKOS, 2003).

Os beneficios desta terapia de ressincronizacdo ventricular incluem reversao

do remodelamento ventricular, melhora da capacidade funcional, redugcdo da
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hospitalizacé@o por insuficiéncia cardiaca e diminuigdo da mortalidade. Atualmente as
indicacbes tém sido ampliadas, inclusive para pacientes menos sintomaticos

(Classes Funcionais | e 1), com resultados favoraveis (SINGH, 2012).

2.1.4 Capacidade de regeneracao do miocardio

Acreditava-se que o coracdo era um 0Orgao incapaz de se regenerar. Todo
dano miocardico seria reparado pela acdo dos fibroblastos, no processo de
cicatrizagao, gerando fibrose (OETTGEN, 2006).

Evidéncias surgiram provando a existéncia de células-tronco residentes no
proprio miocardio, com capacidade de se diferenciar em cardiomiocitos e de se
autorregenerar (OETTGEN, 2006).

Constatou-se que cerca da metade dos cardiomiécitos sdo renovados ao
longo da vida. Esta taxa de renovacao € da ordem de 1% por ano aos 25 anos de
idade e cai para 0,45% aos 75 anos. O desenvolvimento de terapias que possam

agir nesta taxa de renovacéao seria racional (BERGMANN, 2009).

2.2 AS CELULAS-TRONCO

As células-tronco séo 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 obtencéo, 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
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em células de qualquer um dos trés folhetos embrionéarios (endoderma, ectoderma e
mesoderma). Incorporam também a capacidade praticamente infinita de
autorrenovacao (MOTA, 2005; OETTGEN, 2006).

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

Estudos com células-tronco embrionarias humanas estdo em curso no campo
das experimentacdes in vitro e em animais. O maior potencial j& sabido da
ocorréncia de problemas com o seu uso esta na formacdo 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 sdo aquelas
derivadas da medula Ossea, os mioblastos esqueléticos e as células-tronco
cardiacas residentes (OETTGEN, 2006).

Vérios tipos de células-tronco podem ser isoladas da medula Ossea, visto
haver varias subpopulacdes 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
populacdo celular da medula 6Ossea. As células mononucleares expressam o
marcador CD 45 (antigeno comum dos leucdcitos). Entre estas células cerca de 4 a

5% séo células-tronco CD 34 (VERFAILLIE, 2000).
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As ceélulas progenitoras endoteliais e as células-tronco mesenquimais estao
presentes em numero muito menor, em torno de 0,01%. necessitam de cultura e
expansdo in vitro para que seu efeito na terapia celular possa ser estudado
(VERFAILLIE, 2000; JAIN, 2005; OETTGEN, 2006).

As células mioblasticas esqueléticas sdo uma populacdo de células
progenitoras que podem ser isoladas de bidpsias de muisculos esqueléticos
expandidas in vitro. Estas células, quando aplicadas no miocardio, podem se
diferenciar em células com miottbulos contrateis. Elas também podem prover efeito
paracrino sobre os cardiomidcitos, levando a melhora da funcdo ventricular
esquerda. Entretanto, existem evidéncias de que estas células podem néo se
acoplar eletricamente com os cardiomiécitos, levando ao desenvolvimento de
arritmias ventriculares, na dependéncia do tipo de meio utilizado na sua cultura
(CHIU, 1995; MENASCHE, 2005; OETTGEN, 2006; MENASCHE, 2008).

Ja as células-tronco cardiacas residentes podem ser obtidas por bidpsias do
miocéardio ou através de explantes cardiacos. Estas células possuem a capacidade
de se diferenciarem em cardiomiocitos e, quando injetadas em areas de infarto do
miocéardio, podem melhorar a capacidade contratil. Em virtude da dificuldade de
obtencdo e da necessidade de cultura prolongada in vitro, seu uso € restrito

(OETTGEN, 2006).

2.2.3 Risco oncologico das células-tronco adultas no tratamento das doencas
cardiacas

A partir dos conceitos tedricos que as células-tronco sdo capazes de
autorrenovacao e de diferenciacdo em varias linhagens de tecidos, de acordo com
os estimulos celulares locais, a formacdo de tumores pode ser considerada um
efeito adverso da terapia que deve ser sempre considerado (KOSTANTINOS, 2011).

Apesar da baixa prevaléncia dos tumores cardiacos, estudos com células-
tronco mesenquimais em roedores chegaram a apresentar 33% de desenvolvimento

de tumores. Foram evidenciadas multiplas anormalidades cromossdmicas nestes
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tipos celulares submetidos a cultura (BUTANY, 2005; KOSTANTINOS, 2011).

Esta constatacdo experimental ndo foi observada em culturas de células
mesenquimais humanas. Grandes diferencas na oncogénese murina e humana
foram afirmadas, tanto que a instabilidade cromossdmica nas células mesenquimais
humanas sO ocorreria apés tempo prolongado de cultura, muito superior aos
utilizados nos ensaios clinicos (KOSTANTINOS, 2011).

Com o uso de células-tronco hematopoiéticas, ndo submetidas a cultura, o
risco oncogénico € somente tedrico. Nos Ultimos dez anos, mais de 700 pacientes
receberam este tipo celular para tratamento das cardiomiopatias ao redor do mundo.
Nenhuma evidéncia de desenvolvimento de tumores foi descrita (KOSTANTINOS,

2011).

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 regeneracao 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
miocéardio. ApOs cessar a contratilidade miocardica na regido irrigada pela coronéria
ligada, foi injetada na borda do tecido infartado solucdo de células-tronco de medula
0ssea marcadas. Nove dias apds o implante, em analise histoldgica, havia miocardio
ocupando 68% da area infartada, em média.

Foi constatado por Fuchs (2001) que células-tronco de medula 6ssea também
podem estimular o desenvolvimento de neovascularizacdo em areas de miocérdio
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 coronaria,
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provocando o infarto agudo do miocéardio. Quatro semanas ap0s o infarto, os
animais do grupo estudo receberam células-tronco por via transmiocérdica. 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 relacdo a evidéncias de neovascularizacdo das areas
infartadas.

Kawamoto demonstrou que células progenitoras endoteliais obtidas do
sangue periférico de humanos migram para areas de infarto agudo do miocardio de
ratos, quando injetadas na circulacdo periférica. Apesar do pequeno numero de
animais neste experimento, ele concluiu ter havido neovascularizagcédo e melhora da
fungéo 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 repopulacdo de cardiomiocitos. Constatou-se também melhora
da funcéo ventricular esquerda medida pela fracdo de ejecéo do ventriculo esquerdo

por ecocardiografia (ORLIC, 2001 e FUCHS, 2001).

2.4 INiCIO, DA APLlCApAO CLINICA DAS CELULAS-TRONCO NA DOENCA
CARDIACA ISQUEMICA

A utilizacdo desta técnica em humanos foi descrita inicialmente com o estudo
pioneiro de Menasché na Franca. Em um paciente foram implantadas células
mioblasticas de musculos esqueléticos em uma area de infarto do miocéardio durante
a cirurgia de revascularizacdo do miocardio. Neste primeiro caso, ndo houve
complicacbes e o paciente obteve melhora tanto da funcédo ventricular esquerda

guanto da classe funcional da insuficiéncia cardiaca (MENASCHE, 2001).
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Dois anos apos este estudo, Menasché publica uma série de dez casos (nédo
randomizados e nédo controlados) com este tipo celular. Houve desenvolvimento de
arritmias ventriculares do tipo taquicardia ventricular sustentada em quatro
pacientes. Onze meses ap0s o0 implante das células durante a cirurgia de
revascularizacdo do miocéardio, todos os pacientes obtiveram melhora da classe
funcional segundo a classificacdo da New York Heart Association e da funcgao
ventricular esquerda pela ecocardiografia. Houve um 6bito apdés um ano do estudo
como consequéncia de um Acidente Vascular Encefalico Isquémico. Este episodio
nao foi relacionado ao implante celular segundo os autores (MENASCHE, 2003).

Além da via intramiocardica transoperatoria, 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 0ssea. Os resultados foram obtidos apds trés meses do
implante celular com a realizagcdo do ecocardiograma bidimensional e cintilografia.
N&do houve relato de complicacbes e houve melhora da contratilidade da éarea
infartada, melhora da perfusdo miocardica, diminuicdo do volume sistolico final e
diminuicdo da area do infarto.

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, solucéo de
células-tronco de medula Ossea e dez receberam células-tronco de sangue
periférico. ApGs seguimento de quatro meses, houve melhora da fracdo de ejecéo do
ventriculo esquerdo, contratilidade segmentar e diminui¢cdo dos volumes sistdlicos e
diastdlicos 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
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cego distribuindo 69 pacientes em grupos estudo e controle. Pacientes
encontravam-se na fase aguda do infarto do miocéardio e foram randomizados para
receber células-tronco de medula 0ssea ou solucdo salina ap6s a angioplastia
transluminal coronariana. Apés o seguimento de trés a seis meses, houve melhora
da fracdo 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 0ssea). 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 cardiomiopatia isquémica. Utilizou células-tronco autdlogas
de medula Ossea. Realizou 15 injecbes endocéardicas em éareas de miocardio
hibernante. Obteve melhora da fracdo de ejecéo, diminuicdo do diametro sistolico do
ventriculo esquerdo e melhora da classe funcional quando comparado ao grupo
controle. Houve um ébito em cada grupo no periodo de acompanhamento por morte
subita.

Com a terapia celular, foi também estabelecida a melhora da reserva de fluxo
coronario (indicativo de normalizacdo do fluxo sanguineo na microcirculacéo
coronariana). Para esta constatacao utilizou-se Doppler intracoronario em pacientes

gue receberam células-tronco de medula 6ssea na fase aguda do infarto. A via de
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aplicacdo de células-tronco foi a intracoronariana por cateterismo percutaneo

(SCHACHINGER, 2006).

2.5 VIAS DE ACESSO PARA TERAPIA CELULAR NAS CARDIOMIOPATIAS

A solucdo de células-tronco, independente da forma como é obtida (medula
0ssea, sangue periférico, culturas, biépsias) pode ser utilizada no tratamento das
cardiomiopatias pelas seguintes formas: percutanea intracoronariana (arterial ou
venosa) e intramiocardica (endomiocardica percutanea ou epimiocardica).

As formas mais utilizadas sdo: a intracoronariana arterial com ou sem pré-
condicionamento isquémico; a endomiocardica com mapeamento eletromecanico do
ventriculo esquerdo e epimiocardica durante a cirurgia de revascularizacdo do
miocardio (esternotomia) ou como procedimento isolado (toracotomia anterolateral
esquerda).

As vias percutaneas sao menos invasivas. Particularmente, a Vvia
endomiocardica exige equipamento de alto custo especifico para este fim. As vias
intramiocardicas sdo as que permitem maior tempo de permanéncia das células-
tronco no tecido alvo (TONGERS, 2011).

A isquemia provoca a liberacdo de fatores quimiotaxicos (de atracdo e acéo
celular) que parecem ser preponderantes na permanéncia e atividade das células-
tronco no miocardio. Esta teoria justifica o atual uso do pré-condicionamento
isquémico (oclusdo por baldo) nos casos de infusdo intracoronariana de células-

tronco (FRANGOGIANNIS, 2002).
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2.6 USO DE CELULAS-TRONCO DE MEDULA OSSEA E REVASCULARIZACAO
CIRURGICA DO MIOCARDIO NO TRATAMENTO DA CARDIOMIOPATIA
ISQUEMICA

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

O grande problema é que a revascularizacdo do miocéardio ndo impede a
evolucdo do remodelamento ventricular na regido que sofreu o infarto (desde que
ndo exista sobre esta area artéria corondria que possa receber enxerto). Se nesta
regido for demonstrada viabilidade miocardica, até o momento ndo ha procedimento
intervencionista que possa ser utilizado e trazer beneficios (PFEFFER, 1990;
KOUCHOUKOS, 2003).

A utilizagdo de células-tronco de medula Ossea por via intramiocardica
durante a cirurgia de revascularizacao do miocardio realizada apos a fase aguda do
infarto foi realizada primeiramente por Hamano (2001). Foram estudados cinco
pacientes consecutivos. Estes pacientes possuiam doenca coronariana com
indicacdo cirargica. Os pacientes também possuiam uma area do miocéardio que
sofreu infarto, mas sobre esta regido ndo havia artéria coronaria que pudesse
receber um enxerto. Neste segmento ventricular, durante a cirurgia de
revascularizacdo do miocardio, foram implantadas células-tronco de medula Gssea.
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 miocéardio. Ele
obteve melhoria da funcédo ventricular esquerda (fracdo de ejecdo) medida por
ecocardiografia e por tomografia por emissao de foton simples (SPECT) em oito dos
12 pacientes e melhor perfusdo miocardica em dez dos 12 pacientes avaliados por

cintilografia.
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Resultados semelhantes também foram obtidos por Ozbaran (2004). Ele
comprovou melhora da classe funcional de insuficiéncia cardiaca (NYHA) e aumento
da fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo por ecocardiografia e SPECT. Foi
estudada uma série de seis pacientes que receberam células-tronco do sangue
periférico mobilizadas da medula 6ssea com o uso de G-CSF (Granulocyte-Colony
Stimulating Factor). O implante celular foi concomitante a cirurgia de

revascularizacdo do miocérdio.

2.7 USO ISOLADO DE CELULAS-TRONCO DE MEDULA OSSEA NO
TRATAMENTO DAS CARDIOMIOPATIAS

Em estudo conduzido por Tse (2007), 28 pacientes foram incluidos. Tratou-se
de estudo randomizado, placebo controlado e cego. Nos pacientes que receberam
células-tronco (endomiocardicas) foi observada a melhora da fracdo de ejecdo do
ventriculo esquerdo (+5,4%) e diminuicdo da classe funcional pela classificacdo da
NYHA, quando comparados ao grupo placebo.

No Brasil, um dos primeiros trabalhos a utilizar a toracotomia anterolateral
esquerda para implante epimiocardico de células-tronco da medula 6ssea foi
realizado por Kalil (2008). Foram tratados nove pacientes consecutivos portadores
de cardiomiopatia dilatada ndo isquémica. Caracterizou-se por um estudo de
viabilidade e seguranca, fase I/lla. Foi demonstrada a seguranca do método e a
melhora tanto objetiva quanto subjetiva nas avalia¢des de curto prazo.

Van Ramshorst (2009) publicou um estudo randomizado, controlado e duplo
cego com 50 pacientes. Foram injetadas células-tronco da medula O&ssea
intramiocardicas para tratamento de pacientes com angina refrataria. Em
seguimento de trés meses houve melhora significativa da perfusdo miocardica
(SPECT), severidade da angina e qualidade de vida.

Strauer (2010) conduziu estudo com 391 pacientes portadores de

cardiomiopatia isquémica cronica, ja submetidos a tratamento percutdneo na fase
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aguda do infarto. O estudo foi prospectivo, controlado e ndo randomizado. Foram
incluidos 191 pacientes no grupo intervencgdo e 200 pacientes no grupo controle. Os
pacientes do grupo estudo receberam solucdo intracoronaria de células-tronco
adultas da medula éssea. O seguimento foi de até cinco anos.

Houve melhora do indice cardiaco, volume sistolico, fracdo de ejecéo,
classificacdo da NYHA, volumes sistélicos e diastdlicos finais. Diminuicdo da
mortalidade e densidade de arritmias ventriculares também foram evidenciadas
comparativamente ao grupo controle. Este padrdo de melhora respeitou um pico
com trés meses de seguimento e um efeito antirremodelamento persistente até cinco

anos.
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3 CASUISTICA E METODO

Este estudo para aplicacdo clinica das células-tronco de medula 6ssea para
tratamento da cardiomiopatia isquémica foi aprovado em reunidao departamental,
registrado no BANPESQ (Banco de Pesquisas da UFPR) e aprovado pela Comissao
de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do HC-UFPR, conforme o parecer
1909.076/2009-04 (ANEXO).

Os pesquisadores envolvidos neste estudo seguiram a legislacdo brasileira
para a pesquisa que envolva seres humanos e cumpriram na sua integralidade a
resolucdo 196/96 (BRASIL, 1996). Assegurou-se neste estudo que o carater
anbnimo 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 (ANEXO).

Tratou-se de um estudo prospectivo de intervencédo (Fase l/lla), aberto, ndo
controlado, ndo randomizado, visando a aplicacao clinica das células-tronco para
tratamento da cardiomiopatia isquémica.

Foram selecionados para o0 estudo seis pacientes adultos consecutivos
portadores de cardiomiopatia isquémica sem indicacdo formal de cirurgia de
revascularizacdo do miocardio conforme as diretrizes da American Heart Association
(AHA, 2004). Pacientes estes originados dos ambulatorios de Cardiologia e de
cirurgia toracica e cardiovascular do HC — UFPR e que cumpriram todos os critérios
de inclus&o no estudo.

Os pacientes receberam o transplante epimiocéardico de células-tronco adultas
da medula éssea por toracotomia anterolateral esquerda e foram avaliados por seis
meses.

A época da realizacdo das avaliacbes esta descrita no QUADRO 2. O
rastreamento de eventos adversos foi permanente até o término do seguimento (seis
meses), a excecdo da avaliacdo da fracdo de ejecao do ventriculo esquerdo (FEVE),

feita somente com seis meses apos a intervencgao.
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PRE-OPERATORIO SEIS MESES APOS A OPERACAO

Classe funcional NYHA Classe funcional NYHA

Laboratoriais de Analises Clinicas | Ecocardiograma

Radiografia de Torax Eletrocardiograma/Holter

Eletrocardiograma/Holter

Cateterismo Cardiaco

Ecocardiograma

Cintilografia Miocérdica

QUADRO 2 - PERIODOS DE REALIZAGAO DAS AVALIACOES.

FONTE: O autor (2012)

3.1 CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Como critérios de inclusdo foram definidos: idade acima de 18 anos;
apresentar-se lucido e capaz; apresentar doenca coronariana sem indicacdo de
tratamento percutaneo ou cirdrgico (atestado por pelo menos dois cirurgides, um
hemodinamicista e um cardiologista clinico); apresentar area de discinesia, acinesia
ou hipocinesia do ventriculo esquerdo consequente ao infarto agudo do miocardio
(ocorrido ha mais de trés meses) e que néo tenha sobre esta regido artéria coronaria
tratavel; apresentar evidéncia de viabilidade miocardica na regido do infarto pela

cintilografia com Talio®**

(SAHA, 1996); apresentar fracdo de ejecdo do ventriculo
esquerdo (FEVE) pelo ecocardiograma bidimensional abaixo de 45% e tratamento
medicamentoso da insuficiéncia cardiaca estar estabelecido nas doses maximas
toleradas pelo paciente.

Os critérios para exclusdo do estudo foram: presenca de doenca crbnica
reumatolégica; neoplasia maligna diagnosticada; episédios de hemorragia digestiva;
insuficiéncia renal aguda e cronica (creatinina sérica basal acima de 2 mg/dl); ter

sido submetido a transfusdo sanguinea nos ultimos seis meses; ter apresentado

infarto agudo do miocérdio nos ultimos trés meses; presenca de qualquer doenca
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gue possa diminuir a expectativa de vida em curto prazo; uso conhecido de
substancias entorpecentes; presenca de trombo ventricular esquerdo, doenca

cardiaca congénita, doenca valvar moderada ou grave.

3.2 AVALIACAO CLINICA

Foram realizadas avaliacdes clinicas, por exames de imagem e laboratoriais
pré-operatérias, com o objetivo de verificar os critérios para inclusdo no estudo e
aquisicdo da variavel classe funcional para evidéncia da modificacdo do estado
clinico da doenca. foram obtidos a classe funcional de insuficiéncia cardiaca (NYHA)
por anamnese, radiografia de torax, eletrocardiograma de 12 derivac¢des, holter,
cineangiocoronariografia, cintilografia miocardica e 0s seguintes exames
laboratoriais de analises clinicas por amostra de sangue periférico: hemograma,
sodio, potassio, célcio, TAP, uréia, creatinina, glicemia de jejum, CPK, CPK-Mb, TSH
e T4 livre.

Para anadlise estatistica da classe funcional, cada paciente foi seu préprio
controle. Pela provavel ndo normalidade da distribuicdo, foi aplicado o teste de
Wilcoxon para amostras pareadas, adotando-se a significancia estatistica o valor p

menor que 0,05.

3.2.1 Definicdo de Tratamento Medicamentoso Maximo

Como um dos critérios clinicos de inclusdo no estudo, definiu-se como
fundamental que o paciente ja estivesse em uso das medicacfes habituais para
tratamento da insuficiéncia cardiaca. Estas medicacdes deveriam estar nas doses
maximas preconizadas e toleradas pelo paciente.

Conforme as diretrizes para tratamento da insuficiéncia cardiaca da AHA
(2005), as medicacdes em uso deveriam pertencer a pelo menos as seguintes

classes: inibidores da enzima conversora da angiotensina, diuréticos e
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betablogueadores (Indicacao Classe | com nivel de evidéncia A — QUADRO 3).

Classe |

Beneficio muito superior ao risco. O tratamento deve ser administrado. Condi¢des
para as quais ha evidéncias conclusivas, ou, na sua falta, consenso geral de que o
procedimento é seguro e (til/eficaz.

Classe Il

Condi¢cbes para as quais ha evidéncias conflitantes e/ou divergéncia de opinido
sobre seguranca, e utilidade/eficacia do procedimento.

Classe lla

Beneficio superior ao risco. E razoavel administrar o tratamento.
Peso ou evidéncia/opinido a favor do procedimento. A maioria aprova. Algumas
evidéncias conflitantes.

Classe llb

Beneficio similar ao risco ou pouco superior. O tratamento pode ser considerado.
Seguranca e utilidade/eficacia menos bem estabelecida, ndo havendo predominio de
opinides a favor. Varias evidéncias conflitantes.

Classe Il

Risco maior que o beneficio. O tratamento ndo deve ser administrado. Condicdes
para as quais ha evidéncias e/ou consenso de que o procedimento néo é util, eficaz
e, em alguns casos, pode ser prejudicial. Evidéncias suficientes.

Nivel A

Dados obtidos a partir de multiplos estudos randomizados de bom porte (3 a 5),
concordantes e/ou de meta-analise robusta de estudos clinicos randomizados.

Nivel B

Dados obtidos a partir de meta-analise menos robusta, com base em estudos
randomizados (2 a 3) ou de estudos ndo-randomizados (observacionais).

Nivel C

Dados obtidos de Unico estudo ou dados obtidos de opiniGes consensuais de
especialistas.

QUADRO 3. CLASSIFICACAO DAS RECOMENDACOES E NIVEL DE EVIDENCIA CIENTIFICA

PARA TRATAMENTOS.

FONTE: Modificado de AHA (2005)

3.3 AVALIACAO DA CONTRATILIDADE MIOCARDICA

Para avaliacdo da contratilidade segmentar e da funcao global do ventriculo

esquerdo, foi realizado o ecocardiograma bidimensional com o aparelho HP Sonos

5500°.

Houve a divisdo do ventriculo esquerdo em 17 segmentos (QUADRO 4 e

FIGURA 1). Quanto aos niveis (escores) de contratilidade segmentar, definiu-se

como: 1-Normal, 2-Hipocinético, 3-Acinético e 4-Discinético. A soma dos escores

caracterizou o Wall Motion Score (WMS). A média simples dos escores de

contratilidade segmentar do ventriculo esquerdo forneceu o Wall Motion Score Index

(WMSI). Segundo este indice, quanto mais préoximo a “um” ele for, melhor a
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contratilidade ventricular (FOLLAND, 1979; SHILLER, 1989). Estes indices também
foram individualizados para as paredes ventriculares comprometidas, como por
exemplo: infarto agudo do miocardio em parede anterior, WMSI da parede anterior

(LANG, 2005).

Parede Segmento
Basal
Anterior Médio
Apical
Anterolateral Basal
Médio
Lateral Apical
inferolateral Basal
Médio
Basal
Inferior Médio
Apical
Septal Inferior Basal
Médio
Septal Anterior Basal
Médio
Septal Apical

Apice

QUADRO 4. DIVISAO DOS SEGMENTOS DO VENTRICULO ESQUERDO POR
ECOCARDIOGRAFIA

FONTE: FOLLAND (1979)



anterior

septal anterior anterolateral Apice
/——
BASAL
septal inferior inferolateral
inferior
anterior
septal ante anterolateral EIXO LONGO
(4 Camaras)
MEDIO
A Apice
septal inferior inferolateral
inferior
anterior
lateral
septal
v APICAL
inferios EIXO LONGO
(2 Camaras)
EIXO CURTO

FIGURA 1. DIAGRAMA COM A DIVISAO DO VENTRICULO ESQUERDO EM 17 SEGMENTOS E
JANELAS ECOCARDIOGRAFICAS.

FONTE: CERQUEIRA (2002).
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O ecocardiograma foi realizado por dois examinadores que fizeram a leitura
do exame de forma independente.

Para a aplicacdo dos testes estatisticos, considerou-se cada paciente como o
seu préprio controle. Os segmentos do miocéardio avaliados pela ecocardiografia
foram divididos em dois grupos: Grupo Alterado (segmentos do miocardio que
apresentavam contratilidade alterada) e Grupo Total (todos os segmentos do
miocardio, independente da contratilidade). Foram comparados os escores de
contratilidade do Grupo Alterado e do Grupo Total, antes e apés a intervencao,
utilizando-se os escores isolados, o WMS e o WMSI.

Para andlise estatistica, pela provavel ndo normalidade da distribuicéo, foi
aplicado o teste ndo paramétrico de Wilcoxon para amostras pareadas, adotando-se

a significancia estatistica o valor p menor que 0,05.

3.4 AVALIACAO DE SEGURANCA

Para a avaliacdo da seguranca do implante isolado intramiocardico de
células-tronco, considerou-se o desenvolvimento de novos eventos ameacadores da
vida (eventos adversos graves) em até seis meses da intervencao cirdrgica. Foram
avaliadas:

- A Fracdo de Ejecdo do Ventriculo Esquerdo (FEVE) por ecocardiograma
bidimensional pela regra de Simpson, sendo considerado evento adverso, a
diminuicdo em 10 pontos da FEVE;

- Obito por qualquer natureza;

- Eventos coronarianos maiores — angina instavel ou novo infarto agudo do
miocardio;

- Infeccbes em qualquer sitio determinando repercussao clinica sistémica em
avaliacao clinica - SIRS (Systemic Inflammatory Response Syndrome);

- Eventos neuroldgicos maiores — acidente vascular encefalico confirmado por

método diagndstico de imagem;
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- Arritmias ventriculares graves do tipo taquicardia ventricular sustentada e fibrilagao

ventricular ou desenvolvimento de novos distlrbios de conducéao.

3.5 PROTOCOLOS

O protocolo de coleta da medula déssea foi desenvolvido utilizando a
experiéncia do Servico de Transplante de Medula Ossea do HC-UFPR, que ha 30
anos realiza este procedimento para o tratamento das doencas hematoldgicas e a
base da literatura. Com relacdo aos volumes aspirados, baseou-se nos métodos
especificos sobre o uso de células tronco de medula éssea para tratamento das
cardiomiopatias (RYAN, 2000; PERIN, 2003; STRAUER 2002; JAIN, 2005; VILLAS-
BOAS, 2006; DALLAN, 2008).

Tanto o protocolo para separacdo das células mononucleares quanto o de
identificacdo das populacdes celulares com a definicdo dos antigenos de superficie
a serem marcados foram formulados segundo as publicacfes dos centros pioneiros
na pesquisa com ceélulas-tronco de medula 0ssea para tratamento de doencas do
coracdo. Os materiais utilizados neste protocolo estdo listados no Apéndice 2
(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 foi utilizado com base nas pesquisas
gue definiram esta via de implante como sendo a de elei¢cdo para tratamento de
pacientes que necessitam da cirurgia de revascularizacdo do miocardio (HAMANO,
2001; STAMM, 2004; OZBARAN, 2004). A pesquisa de Kalil (2008) também foi
utilizada no desenvolvimento do protocolo de implante de células-tronco por

toracotomia.
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3.5.1 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 cirdrgico do HC-UFPR,;

e Admissao do paciente na sala de preparo do centro cirdrgico pela equipe de
enfermagem;

e Conferéncia do jejum e afericdo dos dados vitais. Se adequados, encaminhar
0 paciente para a sala de cirurgia;

e Paciente posto em decubito dorsal;

e Puncado de um acesso venoso periférico com Abocath® 16 G;

e Monitorizagcdo continua de eletrocardiografia, oximetria de pulso e presséo
arterial ndo invasiva;

e Sedacgdo com midazolam e quetamina 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 Degermacdo com PVPI da regido lombar até o sacro, estendendo-se
lateralmente aos flancos;

e Paramentacao asseéptica da equipe cirargica;

e Antissepsia topica com PVPI e colocagcdo de campos estéreis;

e Anestesia local da crista iliaca bilateral, proximo a espinha iliaca pdstero-
superior, com xylocaina 2% sem vasoconstritor;

e Puncdes da crista iliaca com agulha descartavel especifica para medula
0ssea acoplada a seringa plastica de 20 ml. Cada puncéo deve ser realizada
em regido distinta da crista iliaca e obter 5 ml de medula éssea por puncao;

e Realizar 20 puncdes (dez em cada crista iliaca) para obter o total de 100 ml
de medula 0ssea;

e Entre cada puncdo, lavar a seringa e a agulha com solucdo de Heparina

Saédica a 10 Ul/mil;
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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
Sadica;

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

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

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

e Encaminhar o paciente para a sala de recuperacéo pds-anestésica;

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

laboratorio de cultura celular.

3.5.2 Protocolo para Separacao das Células Mononucleares

e Em camara de fluxo laminar, transferir todo o volume coletado nos dez
frascos (100ml de medula 6ssea, 100 ml do meio RPMI 1640° e 50 Ul/ml de
heparina sédica) para um frasco de 400 ml;

e Filtrar a solucéo para a retirada de coagulos e espiculas 6sseas nos casos de
coleta aberta. Quando a coleta for por sistema fechado, esta etapa €
dispensada, por ja haver a filtragem na bolsa de coleta;

e Coletar amostras da solucdo para controle microbiologico (1000 pl) em
frascos de hemocultura, contagem de células (300 pl), andlise de viabilidade
celular (300 pl) e para a caracterizacao da populacao celular por citometria de
fluxo (500 ul);

e Adicionar o0 meio RPMI 1640® até obter uma diluicdo final de 1:2 (Medula

Ossea : Meio);
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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 Ossea diluida na razdo 1:2 em RPMI
(aproximadamente 16 tubos). A concentracdo celular da medula 6ssea nao
deve ser superior a 1x10’ células/ml de Ficoll-Hypaque® e a razdo entre a
medula 6ssea 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 remocao 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 solucdo salina
suplementada com 10% de soro autdlogo (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 autdlogo, caso seja
necessario elevar o volume final para 20 ml: 4 ml soro + 16 ml de solucéo
salina);

Contar as células em contador automatico de células e verificar a viabilidade
celular com azul de Tripano em camara de Newbauer;

Filtrar a suspenséo celular usando filtros de Nylon® de 100 um (Cell strainer)
para retirar possiveis grumos;

Ajustar o volume final em solucéo salina suplementada com 20% de soro

autdlogo para atingir 8 ml de solucdo de 150 a 500 X 10° células
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mononucleares, entdo distribuidas em oito seringas contendo 1 ml de solucdo
cada;
e Coletar amostras para controle microbiologico (1000 pl), imunofenotipagem

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

3.5.3 Protocolo de Marcadores para ldentificacdo das Populagbes Celulares

e Utilizacdo de 500 pl do aspirado da medula éssea e 500 ul da solucéo 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 da marca Becton Dickinson (BD Biosciences, San Jose,
California, EUA).

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

Biosciences, San Jose, California, EUA).

3.5.4 Protocolo para Implante Celular Intramiocéardico

e Punciona-se dois acessos venosos periféricos com Abocath® 14 G ou 16 G e
a artéria radial com Abocath® 18 G ou 20 G para afericdo continua da presséo
arterial;

e Induz-se a anestesia geral,

e Punciona-se um acesso venoso central em veia jugular interna ou veia

subclavia com cateter de duplo lGmen 7 F;
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Realiza-se sondagem vesical de demora com sonda de silicone 14 F ou 16 F;

Procede-se a antissepsia primaria com PVPI do torax, pescoc¢o, abdome,
membros inferiores e regi&o genital;

Antissepsia secundéaria com PVPI e colocacdo de campos estéreis;

Realiza-se a toracotomia anterolateral esquerda (5 cm de extensao) no 4° ou
5° espacos intercostais;

O cirurgiéo recebe oito seringas com agulha (13 x 0,45 mm) contendo 1 ml de
solucéo de células-tronco;

Sao realizadas injecdes sucessivas de 0,2 ml da solucdo de células-tronco
equitativamente distribuidas na zona de transicdo entre a area acinética ou
hipocinética do ventriculo esquerdo e o miocardio sadio.

Revisa-se a hemostasia;

Procede-se a drenagem toracica,

Realiza-se a sintese dos planos abertos e aplicam-se 0s curativos estéreis
nas incisdes cirurgicas;

O paciente é acordado do plano anestésico e encaminhado para a unidade de

terapia intensiva;
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4 RESULTADOS

Os resultados descritos estao relacionados aos seis pacientes incluidos neste
estudo com seis meses de seguimento apds a intervencdo. Todos 0s pacientes
foram acompanhados e tratados no Hospital de Clinicas da Universidade Federal do
Paran& no periodo de fevereiro de 2009 a janeiro de 2011.

Os pacientes receberam o tratamento proposto de transplante epimiocardico
de células-tronco autdlogas da medula 6ssea como Unica intervencdo além do

tratamento clinico medicamentoso ja instituido previamente a cirurgia.

4.1 CARACTERISTICAS DA POPULACAO

A TABELA 1 mostra as caracteristicas demograficas e clinicas da populacao

gue foi incluida no estudo.

TABELA 1. CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS E CLINICAS DA POPULACAO ESTUDADA.

Variavel Valores / Frequéncia
Idade (anos) 62,5 + 8,82
Género (Masculino %) 100

HAS (%) 100

DLP (%) 100

DM (%) 50

IRC (%) 0

FEVE (Simpson) basal (%) 31,16 + 8,68
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4.2 AVALIACAO CLINICA DA CLASSE FUNCIONAL

Foi utilizada a classificacdo subjetiva de insuficiéncia cardiaca da NYHA para
demonstracdo da modificacdo clinica ocorrida com o transplante das células-tronco.
Os resultados estao descritos na TABELA 2. Houve melhora da classe funcional em
todos os pacientes (p = 0,0312).

TABELA 2. VALORES DE CLASSE FUNCIONAL (CF) SEGUNDO A NYHA ANTES E APOS A
INTERVENGAO E ANALISE ESTATISTICA.

Paciente CF Pré-operatoria CF Pés-operatoria
(6 meses)

1 3 2

2 4 2

3 4 2

4 3 1

5 3 1

6 4 1

Média 3,5+0,54 15+0,54

Mediana 3,5 15

Valor de p 0,0312

Teste de Wilcoxon
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4.3 AVALIACAO DA CONTRATILIDADE SEGMENTAR

Foi avaliada a contratilidade de todos os segmentos do ventriculo esquerdo
antes e apos a intervencdo (seis meses). Considerou-se para andlise estatistica
todos os segmentos (Grupo Total) e também a divisdo regional para os segmentos
gue apresentavam alteracdo de contratilidade (Grupo Alterado) antes da operacéo
(graduagdo 2 — hipocinético, 3 — acinético ou 4 — discinético). Do total de 102
segmentos possiveis (17 segmentos por cada um dos seis pacientes), 75
apresentavam-se com contratilidade alterada pelo ecocardiograma pré-operatério —
Grupo Alterado. Os segmentos que apresentavam déficit contratil foram aqueles que
receberam o transplante de células-tronco. N&o houve diferengcas na avaliacdo da
contratilidade segmentar entre os dois examinadores.

A analise estatistica esta descrita na TABELA 3. Houve melhora da
contratilidade segmentar por estes indices utilizados.

TABELA 3. DESCRIGCAO DA MODIFIQAQAO DA CONTRATILIDADE SEGMENTAR DO VE POR
ECOCARDIOGRAFIA APOS A INTERVENCAO E ANALISE ESTATISTICA.

Variavel aferida Pré- Pos- Valor de p

operatorio operatorio

(6 meses)

Escore Isolado — Grupo Total 1,95+£0,74 1,83+0,74 0,0285
(102 segmentos avaliados)
WMS — Grupo Total 33,16 +6,4 31,33+6,4 0,1250
WMSI — Grupo Total 1,95 +0,37 1,84 £ 0,37 0,1250
Escore Isolado — Grupo Alterado 2,29 +0,56 2,09 £0,68 0,0019
(75 segmentos)
WMS — Grupo Alterado 28,5+ 10,5 25,6 11,5 0,0625
WMSI — Grupo Alterado 2,34 +0,51 2,06 £0,71 0,0625

Nota: Valores expressos em Média + Desvio Padrdo. Valor de p segundo o Teste de Wilcoxon.
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4.4 AVALIACAO DE SEGURANCA

4.4.1 Fracéo de Ejecado do Ventriculo Esquerdo

Avaliou-se a FEVE por ecocardiografia antes e apés a intervencédo. Utilizou-se
0 método de Simpson e considerou-se como evento adverso a sua diminuicdo em
10 ou mais pontos. Nao houve descricdo de evento adverso neste item. Houve
melhora da FEVE que variou de 31,16% =* 8,68% para 35,16% * 12,67% entretanto,
sem significancia estatistica (p = 0,4375). Os resultados da FEVE estéo listados na
TABELA 4.

TABELA 4. AVALIACAO DA FRACAO DE EJECAO DO VENTRICEJLO ESQUERDO (FEVE) POR
ECOCARDIOGRAFIA ANTES E APOS A INTERVENGAO.

Paciente FEVE pré-intervencdo  FEVE pos-intervencéo (%)
(%)

1 20 29

2 29 20

3 29 29

4 45 43

5 37 56

6 27 34

Média (+ DP) 31,16 + 8,68 35,16% + 12,67

Mediana 29 31,5

Valor de p 0,4375

Teste de Wilcoxon
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4.4.2 Outras avaliagbes de seguranca

N&o houve 6bitos dos pacientes incluidos neste estudo.

Com relagédo aos eventos coronarianos maiores, nao houve descricdo de
novo episodio de angina instavel ou infarto agudo do miocardio.

N&o houve descricdo de infec¢cdes em qualquer sitio, seja cirargico, urinario
ou pulmonar de pouca gravidade ou que determinasse repercussao clinica sistémica
- SIRS (Systemic Inflammatory Response Syndrome).

N&o houve relato de eventos neuroldégicos maiores — acidente vascular
encefalico.

Com relacéo a descricéo de arritmias ventriculares graves do tipo taquicardia
ventricular sustentada, fibrilacdo ventricular ou desenvolvimento de novos disturbios
de conducéo, ndo houve novos eventos descritos nos exames de eletrocardiograma

e Holter.
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5 DISCUSSAO

Os resultados deste estudo demonstram uma melhora clinica subjetiva dos
pacientes submetidos ao transplante epimiocardico de células-tronco autdlogas
adultas da medula 6ssea.

Desde os primeiros relatos de Gowdak (2003) e Oliveira (2004) sobre a
aplicacéo clinica, no Brasil, de células-tronco hematopoiéticas para o tratamento da
cardiomiopatia isquémica, a melhora clinica subjetiva dos pacientes tem obtido
destaque.

O uso da classificacdo funcional da NYHA é valido, mas ndo se pode
descartar a possibilidade de efeito placebo nesta pequena amostra, embora a
melhora tenha sido consistente em todos o0s pacientes.

Considerando-se que os pacientes portadores de cardiomiopatia isquémica
cronica podem apresentar-se com limitagcdes no desempenho das atividades fisicas
usuais, a melhora obtida na classe funcional de ICC pode ser considerada de grande
importancia.

Quando se avalia o efeito local das células-tronco sobre a contratilidade
miocérdica, foi possivel demonstrar melhora da contracdo dos segmentos que
haviam sido afetados pelo infarto agudo do miocéardio, segundo o método de
afericdo utilizado. A terapia celular pode promover o remodelamento reverso nos
pacientes com cardiomiopatia isquémica, conforme ja demonstrado pela literatura
(STRAUER, 2002; PERIN, 2003; STAMM, 2003; TEMPLIN, 2011).

Tem sido relatado que as células-tronco promovem diminuicdo tanto dos
volumes sistdlicos como diastdlicos finais. Portanto a melhora da fracdo de ejecao
pode ndo ser um bom indicador de desfecho. Outros indicadores como dimenséao da
cavidade, dimensdo da area do infarto e contratilidade segmentar podem ser
considerados como melhores indicadores de resultados favoraveis mesmo sem

incremento da fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo (WILLIAMS, 2011).
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Devido ao pequeno numero de pacientes, a significancia estatistica foi obtida
guando houve a comparacdo dos escores individuais dos segmentos miocardicos
avaliados. Entretanto, no Grupo Alterado, as variaveis usuais de WMS e WMSI
apresentaram valores muito préximos da significancia estatistica.

O desempenho global do VE pode ser medido por meio do calculo da fracdo
de ejecdo por ecocardiografia, sendo que o método bidimensional de Simpson é
efetivo por considerar os volumes ventriculares na sistole e didstole para o seu
calculo. O método de Teicholz traz avaliacdo equivocada nos pacientes com déficits
contrateis segmentares por somente considerar o desempenho da base do VE na
sua afericdo (LANG, 2005).

Apos o infarto do miocardio a fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo pode
ser superestimada, mesmo com severos déficits contrateis regionais. Segmentos
com hipercinesia compensatéria podem mascarar a gravidade da doenca. Moller
(2006) demonstrou que em pacientes que apresentavam comprometimento grave de
contratilidade regional (WMSI > 1,8), a fracdo de ejecdo estava relativamente
preservada.

O padrdo ouro na afericdo do desempenho ventricular esquerdo é a
Ressonancia Magnética. Mas no calculo do WMS e WMSI, os resultados séo
equivalentes (DUNCAN, 2011; LEBEAU, 2012). Mesmo sendo um exame com maior
sensibilidade, os resultados da Ressonancia Magnética também sdo examinador-
dependentes (BELLENGER, 2000; CERQUEIRA, 2002; WILLIAMS, 2011).

Optou-se por ndo considerar o calculo da FEVE como indicativo de melhora
objetiva neste estudo. Foi demonstrado que a estratificacdo de risco pelas medidas
e indices de contratilidade segmentar (WMSI) pode ser melhor indicadora de
sobrevida e evolucdo dos pacientes portadores de cardiomiopatia isquémica aguda
e crbnica (MOLLER, 2006; KLEIN, 2009).

Na avaliacdo de seguranca, o estudo foi capaz de evidenciar a auséncia de
complicacbes que pudessem ser atribuidas a este método de tratamento da

cardiomiopatia isquémica crbnica. Considera-se, portanto, o transplante isolado de
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células-tronco adultas autdlogas da medula éssea por toracotomia como sendo um
procedimento seguro para este tipo de doenca.

Resultados semelhantes nas avaliacdes de seguranca no transplante isolado
de células-tronco foram obtidos por Kalil (2008). Deve-se considerar entretanto, que
Kalil utilizou a técnica de transplante epimiocardico por toracotomia com pacientes
portadores de cardiomiopatia dilatada ndo isquémica.

O desenho do estudo ndo favorece a eliminacdo do viés de afericdo dos
resultados verdadeiramente positivos ou negativos por nédo ser controlado, néo ser
randomizado e ndo apresentar cegamento dos examinadores.

Por questbes éticas, ndo é possivel oferecer um tratamento no qual o
paciente seja submetido a uma operacdo para implante de placebo. Ainda mais
guando o procedimento envolveria toracotomia Unica e exclusivamente para a
injecéo do placebo nos pacientes de um possivel grupo controle.

Nos estudos que envolvem transplante de células-tronco concomitante a
cirurgia de revascularizacdo do miocardio, existe a possibilidade de cegamento, uso
do placebo em um grupo controle e randomizacdo. Neste caso, seria eticamente
aceitavel, pois estar-se-ia oferecendo um tratamento ja consagrado
(revascularizacdo do miocardio) a todos os pacientes.

O problema deste tipo de estudo € que da mesma forma que o infarto agudo
do miocéardio gera o remodelamento de todo o VE, o efeito sobre a perfuséo
miocéardica das anastomoses aorto-coronarias também gera modificacdes globais.
Portanto é muito dificil inferir o real papel das células-tronco neste processo. Nos
estudos randomizados deste tipo que conseguiram provar diferenca com o uso das
células-tronco, esta foi pequena em termos de incremento da FEVE (TEMPLIN,
2011).

Os estudos com o uso isolado das células-tronco foram conduzidos
principalmente para tratamento percutaneo na fase aguda do infarto ou para
tratamento da cardiomiopatia dilatada idiopatica e chagasica. Alguns destes

trabalhos contaram com amostras significativas de pacientes, randomizagédo e uso
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do placebo. Os resultados clinicos e metodologias de afericdo objetivas foram
variaveis (ASSMUS, 2006; VILAS-BOAS, 2006; TEMPLIN, 2011).

Demonstrou-se nos ensaios clinicos para tratamento da cardiomiopatia
isquémica cronica: melhora hemodindmica em repouso (indice cardiaco, volume
sistdlico), capacidade fisica (classificacdo da NYHA, capacidade de captacdo de
oxigénio), indices de contratilidade ventricular esquerda e remodelamento reverso.
Outro achado fundamental foi a consideravel reducédo na mortalidade, o que permite
afirmar que a terapia celular pode melhorar a sobrevida de pacientes portadores de
cardiomiopatia isquémica cronica (STRAUER, 2010).

Este estudo traz limitacbes metodologicas que ndo permitem demonstrar a
eficacia das células-tronco para o uso clinico rotineiro, mas € capaz de propor a
seguranca do meétodo. Também sugere tendéncia de melhora clinica subjetiva e
objetiva e que 0 uso da via epimiocardica por minitoracotomia para implante pode
ser utilizado em estudos controlados com maior nimero de pacientes, quando a via

endomiocardica percutanea nao estiver disponivel.

5.1 PERSPECTIVAS FUTURAS

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

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

E perceptivel o beneficio 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 divisao celular de células terminais? Sera que as
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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 diferenciacéo celular. Sera
que o cardiomiécito criado a partir da estimulacdo da diferenciagcdo das células
mesenquimais realmente é uma célula totalmente capaz de contrair-se e sincronizar-
se com o miocérdio nativo?

As é&reas de pesquisas sdo extensas. Pacientes com cardiomiopatia
isquémica, chagésica e dilatada apresentaram melhoras tanto funcionais quanto de
gualidade de vida.

Os primeiros estudos clinicos com terapia génica em cardiomiopatias foram
aprovados e os resultados iniciais publicados, demonstrando segurancga e eficacia
do método.

A partir do momento que os mecanismos de atuacdo das células-tronco
estiverem estabelecidos, o tipo celular ideal definido, a via de administracéo e a
guantidade de células padronizadas, a aplicacdo clinica rotineira podera tornar-se
realidade.

Talvez a tendéncia de tratamento esteja no desenvolvimento de novos
farmacos, anticorpos ou citocinas que possam ser administrados (por via oral ou
venosa) a partir do conhecimento da acdo das células-tronco. O estimulo a
regeneracao cardiaca poderia, por exemplo, partir de substancias exdégenas.

Estudos randomizados, duplo-cegos e com numero substancial de pacientes
ja foram publicados, mas as metodologias ainda sdo muito variaveis. Os resultados
tendem a mostrar essencialmente melhora da qualidade de vida, sobrevida e
estabilizacdo do processo de remodelamento.

O campo de pesquisa realmente € grande. Os primeiros resultados
experimentais com engenharia de tecidos, na tentativa de desenvolver um coracéo
natural, ja foram publicados. Miocardio contratil organizado ja foi criado a partir de
células em cultivo. Obviamente que a distancia existente entre milimetros de tecido

funcional para um 6rgdo completo é imensa, mas quem sabe nao inatingivel.
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Certamente veremos grandes avangos nos préximos anos na forma como sédo
tratadas varias doencgas: da medicina paliativa para a medicina regenerativa e

curativa.
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6 CONCLUSOES

As células-tronco adultas autélogas da medula 6éssea, quando transplantadas
por via epimiocéardica, podem ser capazes de melhorar a classe funcional de
insuficiéncia cardiaca e a contratilidade miocardica de segmentos acometidos do
ventriculo esquerdo em pacientes portadores de cardiomiopatia isquémica.

O transplante epimiocardico de células-tronco adultas aut6logas da medula
O0ssea por toracotomia pode ser considerado como um procedimento cirdrgico

seguro.
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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. Coordenador da Disciplina de Cirurgia
Torécica e Cardiovascular da UFPR. Idealizador e primeiro Coordenador do Centro
de Pesquisas em Células-Tronco. Falecido em 2010;

- Prof. Dr. Ronaldo da Rocha Loures Bueno: Chefe do Servigo de
Hemodinamica do HC-UFPR. Responsével pela realizacdo das
cineangiocoronariografias. Coordenador atual 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 separacéo e cultivo celular;

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

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

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

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

- Dr. Luiz Carlos Wollner: Médico especialista em Medicina Nuclear. Chefe do
Laboratorio de Medicina Nuclear do HC-UFPR;
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- Dr. Lauro Ervilha: Médico especialista em Medicina Nuclear. Responsavel
pela realizacdo das Cintilografias Miocardicas;

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

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

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

- Dra. Danielle Malheiros Ferreira: Bidloga. Professora Titular da Universidade
Positivo. Responsavel pela preparacéo, separacéo e cultivo celular.

- Dra. Oaidia Adelina Nocetti Sermann: especialista em Cirurgia
Cardiovascular. Mestre em Clinica Cirargica. Responsavel pelo atendimento dos

pacientes no ambulatério de células-tronco.



APENDICE 2. MATERIAIS PARA COLETA E SEPARACAO DA MEDULA OSSEA

POR PACIENTE.
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Reagente / Material

Volume/ Unidades

Agulha 25 x 0,8 mm 20
Agulha 13 x 0,45 mm 8
Antibiotico (Penicilina/Estreptomicina) 5ml
Azul de Tripano 1ml
Bolsa de Coleta (s6 para sistema fechado)
Cell strainer 100 um (peneira de Nylon) 1
Solucéo de Ficoll-Hypaque 400 ml
Filtro de 0,22 pum 1
Filtro de 0,45 pum 1
Gaze estéril 20
Heparina 5ml
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 1-100pl 3
Ponteira 1-200pl 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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P& HOSPITAL DE CLINICAS m
‘f UHIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

CEP/HIC/UFPR

PARECER DO COMITE DE ETICA EM PESQUISA EM SERES HUMANOS DO HC/UFPR

Registro: CEP/HC 1897.074/2009-04
CAAE - 0090.0.208.000-09
Banpesq: 2009023760

GRUPO 1.5: Novos Procedimentos / Nivel Terapéutico

Titulo do Projeto: “IMPLANTE MINIMAMENTE INVASIVO DE CELQLAS TRONCO ADULTAS DE
MEDULA OSSEA PARA O TRATAMENTO DA MIOCARDIOPATIA ISQUEMICA.”

Pesquisador: Prof. Dr. Danton Richilin da Rocha Loures

Area: Cirurgia/Cirurgia Cardiovascular

Patrocinador: Secretaria da Ciéncia, Tecnologia e Ensino Superior do Parand.
Institui¢do: Hospital de Clinicas da UFPR.

Objetivo do Estudo: Avaliar se o implante de células tronco de medula dssea autéloga por via intramiocardica
minimamente invasiva em pacientes portadores de miocardiopatia isquémica cronica que possuam area de acinesia
do ventriculo esquerdo, pode ser superior ao tratamento habitual no que diz respeito as varidveis de quantificagao
da fungio ventricular esquerda, contragdo segmentar € classe funcional de isquemia e insuficiéncia cardiaca obtidas
por exames de imagem e anamnese.

Introdugfo e justificativa para a pesquisa: Estes aspectos estdo descritos de forma a justificar a pesquisa, através
de revisdo bibliografica do tema proposto incluindo a citagdo de trabalhos publicados recentemente sobre pesquisas
com a utilizag@o de células tronco de medula 0ssea, em animais e em seres humanos. Nos antecedentes cientificos
o estudo esclarece que a miocardiopatia isquémica € a principal causa de desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca
congestiva e apresenta uma mortalidade de 50% em cinco anos. Explica que o mecanismo de remodelamento
ventricular, pelo qual ocorre o desenvolvimento de insuficiéncia cardfaca apés o infarto agudo do miocardio, € um
fenémeno resultante de alteragdes agudas e crénicas tanto na area enfartada quanto no tecido nio necrético ao redor
do infarto. E para que ocorra a reversio do remodelamento ventricular, busca-se obter regeneragdo dos
cardiomiéeitos e desenvolvimento de neovascularizagdo na 4rea enfartada. No histérico, o protocolo descreve
alguns resultados de estudos anteriores em seres humanos (entre 2001 e 2004), com o implante de células tronco de
medula éssea durante a cirurgia de revascularizagéo do miocardio e, um estudo com o implante destas células na
fase aguda do infarto (em 2006). Para sustentar a técnica proposta por esta pesquisa, o protocolo descreve 0s
resultados publicados em 2008 por um estudo conduzido no Brasil e aprovado pela Conep, que utilizou
exclusivamente o implante de células tronco de medula dssea por minitoracotomia.

Sumadrio do projeto:

- Descricdio e caracterizagiio da amostra: A populagdo do estudo incluird pacientes adultos, acima de 18
anos, portadores de miocardiopatia isquémica crénica sem indicagdo de revascularizagdo do miocdrdio
conforme os Guidelines da American Heart Association que cumpram todos os critérios de elegibilidade
para o estudo. A estimativa do estudo ¢ de que 20 sujeitos de pesquisa sejam incluidos, de forma
consecutiva no grupo Estudo. Quanto ao tamanho da amostra, a casuistica do estudo justifica que, por
tratarem-se de critérios muito especificos para a selegdo dos pacientes, 20 pacientes para cada grupo €
aceitével para que haja validade estatistica nos testes que serdo utilizados. Justifica ainda que este nimero
de pacientes também esté de acordo com o histérico de diagndsticos anuais do servigo em relagdo a doenca
em questdo. O estudo descreve a forma de recrutamento dos sujeitos de pesquisa, a utilizagdo exclusiva dos
dados dos pacientes obtidos em protocolo especifico para o estudo e que ndo havera armazenamento de
materiais biologicos.

- Critérios de inclusiio e exclusdo: O critério de elegibilidade para participagdo no estudo, segundo o
protocolo, ¢ a inclusdo de pacientes que cumpram todos os critérios de inclusdo. Os critérios de incluséo e
de exclusdo estdo bem explicitados nos itens especificos.
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- Adequacio do desenho e da metodologia:

- Desenho: O desenho proposto é de um estudo clinico ndo randomizado, cego para oexaminador,
controlado por grupo controle histérico. Segundo a descricdo do desenho, os pacientes serdo incluidos de
forma consecutiva para obter 20 pacientes no grupo Estudo e serd utilizado igual nimero de pacientes, no
grupo Controle. Os pacientes do grupo Estudo serfio submetidos a aspiragdo de 100mL de sua medula
ossea e receberdo o implante de Células Tronco Adultas Autdlogas diretamente no musculo cardiaco por
minitoracotomia esquerda video-assistida. As informagdes dos pacientes do grupo Controle Histérico do
proprio servico serdo utilizadas para analise estatistica. Ainda no desenho, o estudo explica que os
pacientes fardo exames para avaliagdo dos resultados do implante apds trés e seis meses da data da cirurgia.
Portanto, a fase experimental do estudo poderd durar um ano ou seis meses apds a operagéo do Gltimo
paciente.

- Metodologia: Serdo recrutados pacientes adultos portadores de miocardiopatia isquémica crénica sem
indicagio de revascularizagio do miocardio ou angioplastia coronariana conforme os Guidelines da
American Heart Association originados dos Ambulatérios de Cardiologia e de Cirurgia Tor4cica e
Cardiovascular do HCUFPR e que cumpram todos os critérios de inclusdo no estudo. A metodologia prevé
a realizagio de avalidgdes clinicas e laboratoriais pré-operatérias, e exames diagnésticos da fungdo
cardiaca, com um cronograma de realizagio descrito em forma de tabela no planejamento da pesquisa.
Quanto aos procedimentos do estudo, a metodologia descreve que os pacientes do grupo Estudo, na manhd
do dia da operagio terdo aspirados 100mL de sua medula ¢ssea, os quais serdo processados no Laboratorio
de Imunogenética do HCUFPR para obtengdo do concentrado de células tronco. No momento da operagao,
o cirurgido recebera 8 seringas contendo 1mL de solugdo de células tronco, as quais serdo injetadas
sucessivamente em volumes de 0,2mL eqiiitativamente distribuidos na zona de transi¢do entre a area
acinética ou hipocinética do ventriculo esquerdo e o miocérdio sadio, tendo como via de acesso a
minitoracotomia antero-lateral videoassistida. Finalizada a fase experimental do estudo, os dados dos
pacientes do grupo Estudo serdo submetidos a anélise estatistica juntamente com as informagoes do grupo
controle Historico. O protocolo analisado demonstra que estudos anteriores apresentam o beneficio da
terapia proposta. Estdo descritos os critérios para suspender ou encerrar a pesquisa. A duragéo prevista do
estudo serd de um ano ou seis meses apds a operacdo do ultimo paciente.

- Termo de Consentimento Livre e Esclarecido: O TCLE € explicativo utilizando uma linguagem simples
e considerando todos os procedimentos, orientagdes e garantias ao sujeito da pesquisa. Segundo o
protocolo o pesquisador deve explicar a cada paciente (ou representante legal autorizado) sobre todos os
aspectos pertinentes ao estudo e todos os elementos do consentimento livre e esclarecido. Durante a
entrevista cada paciente tera oportunidade para fazer perguntas e serd informado sobre seu direito de
retirada do estudo em qualquer momento, sem qualquer desvantagem.

- Adequaciio das condi¢des: O estudo seré realizado no Hospital de Clinicas da UFPR, em Curitiba,
contando com infraestrutura e pessoal qualificado.

Comentarios frente 2 Resolu¢do CNS 196/96:

A estrutura do protocolo atende aos pré-requisitos exigidos ao tipo de estudo proposto, e a pesquisa pode
ser considerada como bem fundamentada do ponto de vista tedrico e metodoldgico. A anélise critica de riscos e
beneficios esta contemplada no protocolo € no Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, os quais demonstram
de forma clara os procedimentos e os riscos para cada um deles. Quanto ao retorno de beneficios para o sujeito
e/ou para a comunidade, o protocolo esclarece que os resultados esperados deste estudo clinico poderdo ajudar a
desenvolver uma terapia complementar para a patologia descrita. Entre os documentos apresentados constam: o
protocolo do estudo e o TCLE.

Parecer: Diante do exposto este CEP considera o projeto APROVADO.

Curitiba, 18 de agosto de 2009.

{ LL./// /‘,’
L\_"_%,L_’———'/
Renate Tambara Filho
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa em

Seres Humanos do Hospital de Clinicas da UFPR
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido Estudo: Células Tronco

TERMO DE CONSENTIMENTC LIVRE E ESCLARECIDO
Versao 1.0 - 06/04/08

Estudo: implante Minimamente invasivo de Células-Tronco Adultas de Medula Ossea para
Tratamento da Miocardiopatia isquémica.

Patrocinador: Secretaria de Estado da Ciéncia, Tecnologia e Ensino Superior - PR
investigador: Dr. Danton Richilin da Rocha Loures

Instituicdo: Hospital de Clinicas da UFPR - Curitiba/PR

Enderecgo : Rua General Carneire, 181 - 7° andar CTCV - 0-41-3360-1800 R 7855

Prezado Pacienis,

Este termo de consentimento pode conter palavras que vocé ndo entenda. Pega ao medico do
estudo ou a equipe do estudo para explicar quaisquer palavras ou informagao que vocé nao entenda
claramente. :

Este estudo ird avaliar se o implante de Células-Tronco no Coragéo em pacientes que possuem
Miocardiopatia isquémica (Doenga do Coragéo Enfraguecido) como seqliela de um enfarte, melhora a
forca dos batimentos cardiacos e diminui os sintomas causados por um coragdo enfraquecido.

Este termo de consentimento livie e esclarecido fala sobre o estudo para o qual vocé esta
sendo convidado a participar. Leia cuidadosamente as informagdes deste documento e discuta com
qualquer pessoa que quiser, pode ser um amigo ou parente. Se tiver qualquer divida ou precisar de
qualquer explicacéo, pega ao médico do estudo ou a equipe do estudo para responder suas perguntas.

INTRODUCAQ

O coracdo pode enfraguecer por varios motivos e entre eles o entupimento dos vasos cardiacos
chamados de Coronarias. O tratamento neste caso é a Cirurgia do Coragdo (pontes de safena e
mamaria). Quando ocorre um enfarte, uma parte do musculo cardiaco deixa de bater. Varias pesquisas
j& foram feitas e outras estdo em andamento para buscar provar se a parte interna de alguns ossos do
corpo chamada de células-tronco da medula 6ssea pode regenerar esta parte do musculo cardiaco
que deixa de bater apés o enfarte e formar novos vasos sangliineos na regiao que sofreu o enfarte.
Esta pesquisa visa implantar as células-tronco no coragdo através pequenos cortes no peito (irés
cortes de meio centimetro), para verificar se elas podem melhorar a for¢a dos batimentos e se podem
diminuir os sintomas de dor no pelto, cansaco e falta de ar.

OBJETIVO E DESCRICAQC DO ESTUDOC

Vocé estad sendo convidado para participar deste estudo de pesquisa por que vocé tem o
diagndstico de Miocardiopatia Isquémica e ndo é possivel realizar em vocé a cirurgia tradicional de
pontes de safena. Este estudo € patrocinado pela Secretaria de Estado de Ciéncia e Tecnologia e
Ensino Superior do Governo do Estado do Parana. O estudo tem o objetivo de saber se as células-
tronco da medula éssea podem fortalecer o coragdo nos pacientes em que nao € possivel mais fazer
cirurgia de pontes de safena, mas que tém o seu coragdo muito fraco e dilatado. O implante das
células-tronco no coragéo € um procedimento em investigacdo, ou seja, esta sendo desenvolvido para
tratar o coragdo enfraquecido e dilatado, mas ainda ndo foi aprovado para uso no dia a dia.

Aproximadamente 20 pacientes com miocardiopatia isquémica (coragdo enfraquecido)
participarao deste estudo no Hospital de Clinicas. A duragédo do estudo sera de aproximadamente seis
meses para cada paciente participante. Durante todo o estudo vocé tera de fazer uma consuita no
ambulatério do HC antes de fazer a cirurgia para fazer os exames pré-operatérios, devera ficar
internado por cerca de sete dias para operar o coragio e se recuperar. Vocé devera retornar no HC
irés e seis meses apds a cirurgia para fazer novos exames e consultar para podermos acompanhar e
avaliar a sua recuperacao.

TCLE versdo 1.0 - HC-UFPR Wa\-' Pégina 10
" " MARIA JOSE MOCELIN

Membro do Comité de Etica em Pesquisa
ame Cavae Humanne dn HE/UFPR
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Uma vez que vocé aceite participar do estudo, durante a cirurgia vocé recebera o implante das
células-tronco no coragdo, através de trés pequenos cortes (cerca de meio centimetro — equivalente a
menos que a ponta do dedo indicador) no lado esquerdo do peito. O cirurgigo utilizard uma camera de
video muito pequena e fina, introduzida por um destes pequenos orificios, para guiar 0 implanie das
células no coragéo.

SELECAO

Participardo da pesquisa pacientes acima de 18 anos que tenham o coracédo enfraguecido apos
um enfarte e que seja impossivel realizar cirurgia de pontes de safena ou angioplastia (desentupir a
coronéria por cateterismo). N&o participar&o aqueles pacientes que tenham reumatismo grave, cancer,
doenca grave nos rins, sangramento do estdmago ou intesting, tenham recebido transfusdo de sangu
nos Gltimos seis meses, tenham tido enfarte hé menos de trés meses e que tomem bebidas aicodilicas
regularmente, usem drogas ou que possuam doenga cardiaca congénita ou doenga valvar moderada
Ou grave.

PROCEDIMENTOS DO ESTUDO

Caso vocé concorde em participar deste estudo, vocé assinara este termo de consentimento
livie e esclarecido. Na primeira visita ao consultorio do médico do estudo no ambulatorio do HC, vocé
passara por uma selegdo feita por este médico para determinar se vocé possui as caracteristicas
necessarias para participar do estudo. O Médico do Estudo fara perguntas sobre sua satde no
passado (doenca ou n&o), habitos alimentares e atividade fisica. Vocé faréd um exame de
eletrocardiograma, ecocardiograma e cintilografia iguais aos que vocé ja fez anteriormente. Fara uma
medic&o dos seus sinais vitais, que incluem peso, presséo arterial (ap6s permanecer sentado pelo
menos trés minutos). Além disso, o médico do estudo ird perguntar quais medicacdes que voce usa
atualmente e se vocé toma bebida alcodlica regularmente ou usa drogas. Também serd necessario
que vocé informe a sua data de nascimento e sexo. Serao coletados de 1 a 2 colheres de sopa de -
sangue {de 10 a 20 mi) para exames laboratoriais de Hematologia (contagem de algumas células do
sangue), Bioguimica (dosagem de algumas substancias do sangue, como & taxa de glicose {agucar),
alguns horménios e alguns sais minerais do sangue. Se vocé concordar e tiver todas as caracteristicas
necessarias para participar deste estudo, vocé comparecera ao ambulatério do HC para mais uma
visita para mostrarmos os resultado dos exames e programarmos a data do seu internamento.

Todas as amostras de sangue que forem coletadas durante o estudo ser&o enviadas para o
laboratério do HC para serem analisadas. O resultado dos exames sera enviado ao médico do estudo.
Se vocé quiser, pode pedir copia do resultado dos exames ao meédico do estudo. Depois que 0
resultado do exame ficar pronto, se tiver sobrado alguma quantidade de sangue, esta amosira sera
descartada.

Todos os pacientes deste estudo fardo cirurgia de implante de células-tronco. Todos o0s
pacientes farfo retirada das células-tronco da medula 0ssea através de um ou mais pequenos furos
com agulha de um dos 0ssos da bacia sob anestesia local e sob sedagdo. No mesmo dia, logo apés a
retirada da medula 0ssea, os pacientes farfo a cirurgia de implante as celulas-tronco no musculo do
coracdo através de trés pequenos cortes (cerca de meio centimetro) no lado esquerdo do peito. Todos
os pacientes permanecerdo cerca de dois dias na UT!l e mais cerca de cinco dias na enfermaria até
terem alta. Ap6s frés e seis meses da cirurgia, realizardo novos exames para ver o resultado da
operacao.

RISCOS

Os riscos s3o os mesmos de qualquer cirurgia no coragdo. Em media, um em cada dez
pacientes tem algum tipo de complicagdo. As complicagdes incluem: sangramento no local da cirurgia
ou do coragéo, infecgo, pneumonia, derrame, arritmia {(batimentos cardiacos fora do compasso), piora
stbita da forca do coragéo, enfraquecimento dos pulmdes, diminuicéo do funcionamento dos rins e
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inclusive morte. O risco de complicacéo e de Obito na evolugéo desta doenga do coraggo se for
mantido somente o tratamento com remédios € muito grande.
EFEITOS COLATERAIS DO PROCEDIMENTO

Segundo o resultado das pesquisas com o tipo de célula-tronco que sera utilizado nesse
estudo, ainda n3o houve relato de efeitos colaterais relacionados ao implante direto no muscuio
cardiaco.

Durante o estudo, os possiveis efeitos colaterais do procedimento sero observados. Se
ocorrer qualquer efeito colateral importante, vocé podera ser retirado do estudo, para sua propria
seguranca.

RISCOS E PROCEDIMENTOS DO ESTUDRO

Pode haver algum desconforto na coleta de sangue para 0s exames laboratoriais, incluindo
possivel dor ou formagéo de hematoma (mancha roxa) no local da picada da agulha. Para a realizac&o
dos outros exames como o ecocardiograma, eletro e cintilografia, néo ha desconforto para o paciente.

No local onde foi retirada a medula 6ssea (bacia) pode haver aigum desconforto ou dor nos
primeiros dias apds a cirurgia. No peito, onde sera feita a cirurgia no coracéo, certamente havera
desconforto, dor e também podera haver dificuldade para respirar e ansia de vomito. Vocé recebera
medicamentos para controlar estes sintomas. Lembramos gue estes sintomas séo caracteristicos de
quem faz cirurgia no coragdo e ndo tem relagdo com efeitos colaterais da pesquisa.

No total, somando todos os exames, cerca de 50 mi ou 5 colheres de sopa de sangue
{possivelmente um pouco mais, caso sejam necessarios ouiros exames que o médico do estudo julgar
necessario) e cerca de 100m! de medula 6ssea serfo coletadas no estudo, guantidades que seu
organismo ira repor normalmente.

BENEFICIOS

N&o ha garantia que vocé se beneficiara com a participag@o neste estudo; no entanto, vocé €
outros pacientes poderdo se beneficiar com qualquer pesquisa medica. Esses beneficios incluem a
possibilidade de que este estudo possa auxiliar no desenvolvimento de uma nova terapia para vocé e
outras pessoas que tenham a mesma doenga no coragdo (miocardiopatia isquémica).

TRATAMENTO ALTERNATIVO

Para os pacientes que tém a miocardiopatia isquémica semelhante a que vocé tem, © unico
tratamento ja consagrado que traz beneficios & o tratamento com remédios, mas 0s resultados deste
tratamento sdo limitados. Se vocé tiver qualquer divida sobre o tratamento, pega informagbes ao
médico do estudo. Ele informara a vocé sobre os riscos e beneficios associados a este tratamento.
Vocé n&o precisa participar deste estudo para receber tratamento para sua condigdo.

NOVAS DESCOBERTAS

Vocé sera informado sobre qualquer nova informagdo relacionada & sua seguranca que possa
influenciar seu desejo de continuar participando deste estudo, para que vocé possa decidir se deseja
continuar participando do estudo ou nao.

CONFIDENCIALIDADE

-

Os registros de sua participagéo neste estudo sergo mantidos sob sigilo e confidencialidade.
O objetivo & assegurar que as informagdes sdo verdadeiras e corretas.
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Todas as legislagoes, resolugdes e codigos de ética brasileiros serdo cumpridos no decorrer
deste estudo. Ninguém que ndo participe da pesquisa ficara sabendo da sua participagao.

DUVIDA

Voce tem o direito de fazer qualquer pergunta sobre 0s riscos possiveis, riscos conhecidos
deste estudo a qualquer momento.

Se, a qualquer momento, vocé tiver dividas quanto a este estudo ou se vocé apresentar um
dano ou lesac relacionado ao estude, o Dr. Danton — 9972-7413 ou Dr Juliano — 8848-2400 ou sua
equipe no Hospital de Clinicas (Dra. Qaidia, Dra. Elis, Dr José ou Dr, Jodo — 3360-7895 / 3360-1886 /
3360- 1800 R 7832).

Se voce tiver qualquer divida quanto aos seus direitos como sujeito de pesquisa, vocé podera
entrar em contato com o Comité de Etica que avaliou e aprovou a realizacdo do estudo neste hospital
pelo telefone (41) 3360 1896.

N&o assine este termo de consentimento a menos que tenha tido a oportunidade de fazer todas
as perguntas e que tenha recebido respostas satisfatorias a todas as suas perguntas.

PARTICIPACAQ VOLUNTARIA | DESCONTINUACAO

Sua participacao neste estudo € totalmente voluntéria. Vocé podera optar por participar € se
afastar do estudo a qualquer momento, sem qualquer prejuizc ou perda de beneficios aos quais tem
direito neste hospital.

Seu Medico do estudo podera afasta-lo do estudo a qualguer momento se ele achar que isso é
o meilhor para voce.

O Patrocinador podera descontinuar este estude a gualquer momento se for descoberto algo
que possa comprometer sua seguranca. Se ¢ Patrocinador decidir interromper ¢ estudo por aiguma
outra razdo, o Comité de Etica em Pesquisa do Hospitai devera aprovar as razdes para isso antes da
descontinuacao. =

COMPENSACAQ POR DANO AC SUJEITQ DA PESQUISA

O Patrocinador se responsabilizaré pelas despesas médicas decorrentes de sua paricipagdo
neste estudo, bem como pela indenizagdo referente a reparacdo de qualquer dano causado pela
pesguisa.

Vocé deve seguir todas as instrucGes dadas pelo medico do estudo.

A Instituic@o onde esta sendo realizada a pesquisa sera responsével pela despesas gue forem,
de aiguma forma, atribuidas a negligéncia ou ma conduta de pessoas empregadas ou agindo em nome
da Instituicdo.

Voce devera comunicar imediatamente o médico do estudo sobre qualquer iesao associada ao
estudo. Se vocé tiver qualquer pergunta sobre a disponibilidade de atendimento médico ou se achar
que apresentou uma doenca, lesao ou emergéncia associada ao estudo, entre em contato com ¢ Dr.
Danton — 9972-7413 ou Dr Juilano — 8848-2400) ou sua equipe no Hospitai de Ciinicas (Dra. QOaidia,
Ora. Elis, Dr Jose ou Dr. Jodo — 3360-7895 / 3360-1886 / 3360- 1800 R 7832).

Assinado este termo de consentimento livie e esclarecide vocé ndo abre méo de nenhum de
seus direitos legais aos quais vocé teria direito como participante em um estudo.

CUSTOS

Vocé nao devera pagar por qualquer procedimento, medicagdo em estudo ou teste exigido
como parte deste estudo de pesquisa. Vocé ndo tera nenhum ganho financeiro, e também nenhum
prejuizo por participar deste estudo.
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PAGINA DE ASSINATURA

Ao assinar este termo de consentimento livre e esclarecido, reconhego que li e entendi seu
contetido. Entendo o objetivo deste estudo e o que minha participagao nele envolve. Fiz perguntas e
recebi respostas satisfatorias a cada uma delas em relagdo a este estudo e concordo em participar.

Entendo que receberei uma copia deste termo de consentimento livre e esclarecido.

Ao assinar este lermo ndo desisti de quaiquer direito legal que eu teria como participante de um

estudo de pesquisa.

Nome do Paciente

Assinatura Data

Nome da Testemunha, se aplicavel

Assinatura Data

Nome do Apresentador {gquem abresentou | explicou o documento)

Assinatura Data
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w& HOSPITAL DE CLINICAS m

‘r UNHIVERSIDADE FEDERAL DO PARAHA CEP/HC/UFPR
Curitiba, 18 de agosto de 2009.

llmo (a) Sr. (a)

Dr. Danton Richilin da Rocha Loures
Dr. Juliano Mendes de Souza

Neste

Prezados Pesquisadores:

Comunicamos que o Projeto de Pesquisa intitulado “IMPLANTE
MINIMAMENTE INVASIVO DE CELULAS-TRONCO ADULTAS DA MEDULA OSSEA
PARA TRATAMENTO DA MIOCARDIOPATIA”, foi analisado pelo Comité de Etica
em Pesquisa em Seres Humanos, em reunido realizada no dia 28 de abril de
2009, com pendéncias. Apds sanadas foi considerado aprovado em 18 de agosto
de 2009. O referido projeto atende aos aspectos das Resolugées CNS 196/96, e
demais, sobre Diretrizes e Normas Regulamentadoras de Pesquisa Envolvendo
Seres Humanos do Ministério da Satde.

CAAE: 0090.0.208.000-09
CEP: 1897.074/2009-04

Conforme a Resolucdao 196/96, solicitamos que sejam apresentados a este
CEP, relatérios sobre o andamento da pesquisa, bem como informacgdes
relativas as modificagcoes do protocolo, cancelamento, encerramento e
destino dos conhecimentos obtidos.

Data para entrega do primeiro relatério: 18 de fevereiro de 2010.

Atenciosamente,

Ren\at6’Tambara3 Filho
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa
em Seres Humanos do Hospital de Clinicas/UFPR
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P& HOSPITAL DE CLINICAS L
B ¥ UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA CEP/HC/UFPR

Curitiba, 27 de setembro de 2011.

llmo (a) Sr. (a)

Dr. Juliano Mendes de Souza
Hospital de Clinicas da UFPR
Curitiba - PR '

Prezado Pesquisador:

Comunicamos que a Solicitagdo de Troca de Coordenacgédo do Projeto
passou para o Prof. Dr. Ronaldo da Rocha Loures Bueno, referente ao Projeto
de Pesquisa intitulado “IMPLANTE MINIMAMENTE INVASIVO DE CELULAS-
TRONCO ADULTAS DA MEDULA OSSEA PARA TRATAMENTO DA
MIOCARDIOPATIA®, foi recebido e analisado pelo Comité de Etica em Pesquisa
em Seres Humanos,

O referido documento atende aos aspectos das Resolugdes CNS 196/96, e
suas complementares, sobre Diretrizes e Normas Regulamentadoras de Pesquisa
Envolvendo Seres Humanos do Ministério da Saude.

CAAE: 0090.0.208.000-09
CEP: 1907.074/2009-04

Atenciosamente,

/\\4 '*f)\ mecmd;g&%a
i / 1 08 GO0 He o HUMANOS focpo
) 4 e 13485 - et “
Renato Tambara Filho
Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa

em Seres Humanos do Hospital de Clinicas/UFPR
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