MEDICAL ey
SCHoOOL <3 UNIVERSIDADE

p; 2
@3) NOVA
DE CIENCIAS 3

menicAs "<~ DE LISBOA

TERAPIA CELULAR COM CELULAS MESENQUIMAIS
POR VIA INTRACORONARIA: CONTRIBUTOS DO
ESTUDO INVASIVO DA
MICROCIRCULACAO CORONARIA

ANTONIO JOSE FIARRESGA

Tese para obtencao do grau de Doutor em Medicina
na Especialidade de Investigacao Clinica

na Faculdade de Ciéncias Médicas

Setembro, 2015






MEDICAL ey
HOOL . UNIVERSIDADE

SC F A
QQQQQQQQQ @) Nova
‘

Eneéélggém "<~ DE LISBOA

CELL THERAPY WITH INTRACORONARY DELIVERED
MESENCHYMAL STEM CELL:
INSIGHTS FORM THE INVASIVE ASSESSMENT OF
CORONARY MICROCIRCULATION






Para a minha Mae.






A presente tese deu origem as seguintes publicacoes:

O INDICE DE RESISTENCIA MICROCIRCULACAO PARA O ESTUDO
INVASIVO DA MICROCIRCULACAO CORONARIA — DESCRICAO E
VALIDACAO DE UM MODELO ANIMAL

Anténio Fiarresga, Mafalda Selas, Eunice Oliveira, Sandra Cavaco-
Gongalves, Duarte Cacela, Belmira Carrapico, Nuno Cardim, Rui Cruz
Ferreira.

Rev Port Cardiol. 2014 Apr;33(4):207-12.

INTRACORONARY DELIVERY OF HUMAN MESENCHYMAL/STROMAL
STEM CELLS: INSIGHTS FROM CORONARY MICROCIRCULATION
INVASIVE ASSESSMENT

Anténio Fiarresga, Marcia Mata, Sandra Cavaco-Gongalves, Mafalda Selas,
Irina Simdes, Eunice Oliveira, Belmira Carrapico, Nuno Cardim, Joaquim
Sampaio Cabral, Rui Cruz Ferreira, Claudia Lobato da Silva

Aceite para publicacdo na revista PLOS ONE

Um terceiro artigo intitulado THE INDEX OF MICROCIRCULATORY
RESISTANCE FOR OPTIMIZING THE USE OF INTRACORONARY
DELIVERY OF MESENCHYMAL STEM CELLS, encontra-se em elaboracao

para ser apresentado em breve.






O candidato foi responsavel pelo desenho do projeto de estudos, pela sua
implementagao logistica, cateterizacdo e estudo invasivo dos animais,

criacdo da base de dados, processamento estatistico e redacao dos artigos.

O isolamento, expansdo e caracterizacao celular foi realizado pelos
investigadores do Laborat6rio de Bioengenharia de Células Estaminais e
Medicina Regenerativa, Instituto Superior Técnico, Lisboa.

O estudo anatomopatoldgico e a avaliacao histolégica foram realizados pelos

investigadores da Faculdade de Medicina Veterinaria de Lisboa.

Orientador:
Prof. Dr. Nuno Miguel Albuquerque e Castro de Almeida Cardim






LISTA DE ABREVIATURAS E ACRONIMOS

ABCD
ADVANCE

ALCADIA

APOLLO

ASTAMI

AVAQ
BAMI
BMP
BNP
BOOST

CADUCEUS

CCS
CCTRN
C-CURE
CDI
CEC
CEH
CEM
CFU
CEPi
CMD
CMNMO
CMO
CPCs
DMEM

Autologous Bone Marrow Cells in Dilated Cardiomyopathy
Adipose Derived Regenerative Cells (ADRCs) Delivered Via
the Intracoronary Route in the Treatment of Patients With ST-
elevation Acute Myocardial Infarction

AutoLogous Human Cardiac Derived Stem Cell to Treat
Ischemic cArdiomyopathy

AdiPOse derived Stem celLs in the Treatment of Patients
With ST elevation myOcardial Infarction

Autologous Stem cell Transplantation in Acute Myocardial
Infarction

Anos de Vida Ajustados pela Qualidade

Bone Acute Myocardial Infarction

Batimento Por Minuto

Peptideo Natriurético Cerebral

BOne marrOw transfer to enhance ST elevation infarct
regeneration

Cardiosphere Derived aUtologous stem Cells to reverse
ventricUlar dySfunction

Canadian Cardiovascular Society

Cardiovascular Cell Therapy Research Network
Cardiopoietic stem Cell therapy in heart failURE
Cardioversor Desfibrilhador Implantavel

Células Estaminais Cardiacas

Células Estaminais Hematopoiéticas

Células Estaminais Mesenquimais

Colony Forming Units

Células Estaminais Pluripotentes induzidas
Cardiomiopatia Dilatada

Células Mononucleares derivadas da Medula Ossea
Células derivadas da Medula Ossea

Células Progenitoras derivadas do Sangue Periférico
Dulbecco’s Modified Eagle Medium



EAM
FEVE
FFR
FINCELL

FOCUS-CCTRN

FOCUS-HF

GENESIS

GRACE
G-CSF
HEBE

IACT

ICP

IECA
IRM
LateTIME
MAGIC

MSC-HF
NT-proBNP
NYHA
POSEIDON

PROMETHEUS

REGENT

RENEW

Enfarte Agudo do Miocardio

Fracao de Ejecao do Ventriculo Esquerdo

Fluxo Fracionado de Reserva do Miocéardio

FINnish study of autologous bone marrow-derived stem
CELLs in acute myocardial infarction

First Mononuclear Cells injected in the United States

First Mononuclear Cells injected in the United States — Heart
Failure

ReGENerative Effect of Stem cell therapy in myocardial
Infarction Study

Global Registry of Acute Coronary Events

Fator de estimulagédo de Colénias de Granulécitos
Intracoronary infusion of autologous mononuclear bone
marrow cells or peripheral

mononuclear blood cells after primary PCI

Intracoronary Autologous Bone Marrow Cell Transplantation
in Chronic Coronary Artery Disease

Intervencao Coronaria Percutanea

Inibidores do Enzima de Conversao da Angiotensina
indice de Resisténcia da Microcirculagdo

Transplantation In Myocardial Infarction Evaluation
Myocardial Regeneration and Angiogenesis in Myocardial
Infarction with G-CSF and Intracoronary Stem Cell Infusion
Mesenchymal Stromal Cells in chronic ischemic Heart Failure
porcao N-terminal do Peptideo Natriurético Cerebral

New York Heart Association

PercutaneOus StEm Cell Injection Delivery Effects On
Neomyogenesis

Prospective Randomized Study of Mesenchymal Stem Cell
Therapy in Patients Undergoing Cardiac Surgery
Myocardial Regeneration by Intracoronary Infusion of
Selected Population of Stem Cells in Acute Myocardial
Infarction

Intramyocardial Delivery of Auto CD34+ Stem Cells for
Improving Exercise Capacity in Subjects With Refractory
Angina

10



REPAIR-AMI

RFC
RMC
RMh
RPM
SCIPIO
SDF-1a
SEISMIC

SPECT
SWISS-AMI

STAR-Heart

TACT-HFT
TIMI

TOPCARE-AMI

TOPCARE-CHD

TOPCARE-DCM

Reinfusion of Enriched Progenitor Cells and Infarct
Remodeling in Acute Myocardial Infarction

Reserva de Fluxo Coronério

Ressonancia Magnética Cardiaca

Resisténcia Microvascular hiperémica

Rotacgdes Por Minuto

Cardiac stem cells in patients with ischaemic cardiomyopathy
Fator Derivado de Células do Estroma

Safety and Effects of Implanted (Autologous) Skeletal
Myoblasts using an Injection Catheter

Tomografia Computorizada por Emissao de Fotdo Unico
Swiss Multicenter Intracoronary Stem Cells Study in Acute
Myocardial Infarction

Stem cell Transplantation in patients with chronic heARt
failure

Transendocardial Autologous Cells in Ischemic Heart Failure
Thrombolysis In Myocardial Infarction

Transplantation of Progenitor Cells and Regeneration
Enhancement in Acute Myocardial Infarction
Transplantation of Progenitor Cells and Regeneration
Enhancement in Coronary Heart Disease

Transplantation of Progenitor Cells and Regeneration
Enhancement in Dilated Cardiomyopathy

11



12



RESUMO

Introducao

A utilizacdo de células e das suas propriedades para o tratamento das doengas cardiovasculares, é
uma promessa para o futuro e talvez a Unica forma de ultrapassar algumas das insuficiéncias das
terapéuticas atuais. A via de entrega das células mais utilizada na investigacdo tem sido a
intracorondria, ganhando a microcirculagdo especial relevancia, por ser onde ocorre a primeira
interacdo com o tecido nativo. As células estaminais mesenquimais (CEM) tém propriedades que as
tornam particularmente aptas para a Terapia Celular, mas as suas dimensdes, superiores ao diametro
dos capilares, tem motivado controvérsia quanto a sua entrega intracoronaria. A cardiologia de
intervenca@o tem atualmente técnicas que permitem a avaliagdo em tempo real e in vivo do estado da
microcirculagdo corondria. A determinagdo do indice da resisténcia da microcirculagéo (IRM) fornece
informagéo sobre a circulagcdo dos pequenos vasos, de forma independente da circulagdo coronaria e
do estado hemodinamico, mas a aplicabilidade clinica deste conhecimento encontra-se ainda por definir.
Objectivos

Esclarecer o potencial do IRM no estudo dos efeitos do transplante de CEM por via intracoronaria.
Populacao e Métodos

Estudo pré-clinico com modelo animal (suino) desenvolvido em 3 fases.

Na Primeira Fase foram utilizados 8 animais saudaveis para estudar e validar a técnica de
determinacdo de estudo da microcirculagdo. Efetuou-se a determinagdo do IRM com duas doses
diferentes de papaverina para a indugdo da resposta hiperémica maxima (5 e 10 mg) e apoés a
disfuncé@o da microcirculagdo com injecao intracoronaria de microesferas de embozene com 40 um de
diédmetro.

Na Segunda Fase foram utilizados 18 animais saudaveis, randomizados em grupo controlo e grupo
recetor de 30 x 10° CEM por via intracoronaria. Foram avaliados de forma cega o IRM, a pressao
adrtica, o fluxo coronario epicardico e a ocorréncia de alteragdes electrocardiograficas.

Na Terceira Fase foram utilizados 18 animais, com enfarte agudo do miocéardio provocado (EAM),
randomizados em grupo controlo, grupo recetor de CEM expandidas de forma convencional e grupo
recetor de CEM expandidas com metodologia inovadora e de menores dimensdes. Foi realizada uma
exploracdo da dose/efeito com infusdo faseada de 10 x 10°, 15 x 10° e 20 x 10° CEM, com
determinacdo do IRM, da presséo aértica, do fluxo coronario epicardico e da ocorréncia de alteragdes
eletrocardiograficas. Quatro semanas apds a entrega das células foi novamente avaliado o IRM e foi
efetuado o estudo anatomopatolégico dos animais na procura de evidéncia de neoangiogénese e de
regeneracdo miocardica, ou de um efeito positivo da resposta reparadora apds o enfarte.

Resultados

Nas 3 fases todos os animais mantiveram estabilidade hemodindmica e eletrocardiogréfica, com
excecao da elevacao de ST de V1-V3 verificada ap6s a injecao das microesferas.

Na Primeira Fase as duas doses de papaverina induziram uma resposta hiperémica eficaz, sem
tradugdo com significado na determinacédo do IRM (variagdo da presséo distal de - 11,4 £+ 5 e de - 10,6%
5 mmHg com as doses de 5 e 10 mg respetivamente (p=0,5). Com a injecdo das microesferas o IRM
teve uma elevagao média de 310 + 190 %, para um valor médio de 41,3 + 16 U (p = 0,001).

Na Segunda Fase ndo houve diferengas significativas dos parametros hemodinamicos, do fluxo
epicardico e da avaliagdo eletrocardiografica entre os dois grupos. O IRM de base foi semelhante e
apdés a infusdo intracorondria observou-se uma elevagdo expressiva do IRM nos animais que
receberam células em comparagédo com o grupo controlo (8,8 U £1 vs. 14,2 U + 1,8, P=0,02) e quanto
ao seu valor de base (aumento de 112%, p=0,008).

Na terceira Fase ndo houve novamente diferengas significativas dos pardmetros hemodinamicos, do
fluxo epicéardico e da avaliagédo eletrocardiografica entre os trés grupos. Houve uma elevagao do IRM
nos animais que receberam células a partir da 22 dose (72% nas células convencionai e 108% nas
células inovadoras) e que se manteve com a 32 dose (100% nas células convencionais e 88% nas
inovadoras) com significado estatistico em comparagdo com o grupo controlo (p=0,034 com a 22dose e
p=0,024 com a 32 dose). Quatro semanas apoés a entrega das CEM observou-se a descida do IRM nos
dois grupos que receberam células, para valores sobreponiveis aos do grupo controlo e aos valores
pés-EAM. Na avaliagdo anatomopatologica e histolégica dos coracdes explantados ndo houve
diferencgas entre os trés grupos.

Conclusoes

O IRM permite distinguir alteragées da microcirculagdo coronaria motivadas pela entrega intracoronaria
de CEM, na auséncia de alteragdes de outros parametros clinicos da circulagdo coronaria utilizados em
tempo real. As alteragbes do IRM sdo progressivas e passiveis de avaliar o efeito/dose, embora nao
tenha sido possivel determinar diferengas com os dois tipos de CEM. No nosso modelo a injegao
intracorondria nao se associou a evidéncia de efeito benéfico na reparacao ou regeneragao miocardica
apds o EAM.

13



14



ABSTRACT

Introduction

The use of cells for the treatment of cardiovascular disease is a promise for the future and perhaps the
only option to overcome some of the shortcomings of current therapies. The strategy for the delivery of
cells most often used in current research has been the intracoronary route and due to this
microcirculation gains special relevance, mainly because it is the first interaction site of transplanted
cells with the native tissue. Mesenchymal stem cells (MSC) have properties that make them suitable for
Cell Therapy, but its dimensions, larger than the diameter of capillaries, have prompted controversy
about the safety of intracoronary delivery. The interventional cardiology currently has techniques that
allow for real-time and in vivo assessment of coronary microcirculation state. The determination of the
index of microcirculatory resistance index (IMR) provides information about small vessels, independently
of the coronary circulation and hemodynamic status, but the clinical applicability of this knowledge is yet
to be defined.

Objectives

To clarify the potential use of IMR in the study of the effects of MSC through intracoronary
transplantation.

Population and Methods

Preclinical study with swine model developed in three phases.

In Phase One 8 healthy animals were used to study and validate the IMR assessment in our animal
model. IMR was assessed with two different doses of papaverine for inducing the maximal hyperaemic
response (5 and 10 mg) and microcirculation dysfunction was achieved after intracoronary injection with
embozene microspheres with 40 um in diameter.

In Phase Two we randomized 18 healthy animals divided between the control group and the one
receiving 30 x 10°MSC through an intracoronary infusion. There we blindly evaluated IMR, the aortic
pressure, the epicardial coronary flow and the occurrence of ECG changes.

In Phase Three we used 18 animals with a provoked acute myocardial infarction (AMI), randomized into
a control group, a MSC expanded conventionally receiver group and a MSC expanded with an
innovative methodology receiver group. There was a stepwise infusion with doses of 10 x 10°, 15 x 10°
and 20 x 10° MSC with determination of IMR, the aortic pressure, the epicardial coronary flow and
occurrence of electrocardiographic abnormalities. Four weeks after cell delivery we again measured the
IMR and proceeded with the pathological study of animals in the search for evidence of
neoangiogenesis and myocardial regeneration, or a positive effect in the reparative response following
the infarction.

Results

All animals remained hemodynamically stable and with no electrocardiographic abnormalities, except for
the ST elevation in V1-V3 observed after injection of the microspheres.

In Phase One the two doses of papaverine achieved an hyperemic and effective response without
significant differences in IMR (variation of the distal pressure -11.4 £ 5 and -10.6 + 5 mmHg with the
doses of 5 and 10 mg respectively (p = 0.5). With the injection of the microspheres the IMR had an
average increase of 310 £ 190% for an average value of 41.3 + 16 U (p = 0.001).

In the second phase there were no significant differences in hemodynamic parameters, epicardial flow
and electrocardiographic assessment between the two groups. The baseline IMR was similar and after
intracoronary infusion there was a significant increase in animals receiving cells compared with the
control group (8.8 + U 1 vs. 14.2 £ 1.8, p = 0.02) and with their baseline (112% increase, p = 0.008).

In the third phase again there were no significant differences in hemodynamic parameters, the epicardial
flow and electrocardiographic evaluation between the three groups. There was a significant increase in
IMR in animals that received cells from the 2™ dose (72% in conventional cells and 108% in the
innovative cells) that remained with the 3" dose (100% in conventional cells and 88% in the innovative)
with statistical significance compared with the control group (p = 0.034 with 2" dose, p = 0.024 with 3"
dose). Four weeks after delivery of the MSC we observed the fall of the IMR in the two groups that
received cells with values overlapping those of the control group. In pathological and histological
evaluation of removed hearts there were no differences among the three groups.

Conclusions

The IMR allows for the differentiation of changes in coronary microcirculation motivated by intracoronary
delivery of MSC in the absence of modification in other clinical parameters. IMR changes are
progressive and enable the evaluation of the effect / dose, though it has not been possible to determine
differences in the two types of MSC. In our model, intracoronary injection of MSC was not associated
with evidence of repair or myocardial regeneration after AMI.
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Introducgao

|. INTRODUCAO

Nas ultimas décadas assistiu-se a um enorme desenvolvimento da
Biotecnologia, o que possibilitou uma explosdo da producao cientifica e um
crescimento marcado do empreendedorismo com ela relacionado. A
comunidade médica e a sociedade em geral tém recebido estes progressos
como fonte de esperanca para uma nova era da medicina moderna - a era da

Terapia Celular e da Medicina Regenerativa.

A perda de células e de tecidos funcionais, devido a uma agressao aguda ou
a um processo degenerativo, faz parte da fisiopatologia de véarias doencas,
que atingem a Humanidade com gravidade e prevaléncia suficientes para
terem um impacto marcado na qualidade e expectativa de vida da populacéo.
A descoberta das células estaminais, com capacidade de se dividir e
diferenciar em varios tipos celulares que constituem os tecidos e 6rgaos, foi
desde cedo acompanhada pelo desejo de utilizar este seu potencial na
pratica clinica. A substituicao de células e tecidos perdidos ou a utilizacdo de
propriedades terapéuticas das células, mesmo na auséncia de regeneracgao,

podem colmatar importantes insuficiéncias das terapéuticas atuais.

A Cardiologia foi das primeiras especialidades médicas a manifestar o seu
interesse pela aplicacdo da Terapia Celular no tratamento das doencas
cardiacas. O coragdo é um 6rgao com uma funcao essencialmente mecanica
— a de bomba propulsora do sangue — dependendo sobretudo da acéo
contractii do miocardio. Varios processos patolégicos culminam numa
irreversivel perda de miocéardio funcionante, na sindrome de insuficiéncia
cardiaca e na diminuicdo da sobrevida. O exemplo mais paradigmatico é
dado pelo enfarte agudo do miocardio (EAM), o qual resulta numa perda de
milhées de cardiomiécitos por necrose isquémica, sendo que, a sua
substituicdo por novas células contracteis permitiria preservar a funcao

cardiaca e modificar drasticamente o prognéstico de muitos doentes.
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Introducéao

Contudo, sao inumeras as dificuldades disfarcadas nesta exemplificacao
simplificada do potencial da Terapia Celular e das células estaminais.

Portugal tem pela primeira vez na sua histéria uma verdadeira comunidade
cientifica, com conhecimento e capacidade técnica para produzir ciéncia de
qualidade e promover o desenvolvimento sustentado do pais. Esta afirmacao
pode ser facilmente rotulada de lugar-comum face as circunstancias atuais,
mas sao estas mesmas circunstancias que a tornam mais relevante. A
aplicacdo médica dos desenvolvimentos da Biotecnologia € objeto do
interesse de muita da investigacdo nesta area, estando muitos cientistas

portugueses posicionados para dela fazerem parte de forma expressiva.

Nao é uma tarefa facil a traducdo do conhecimento que se acumula da
genética, da biologia celular e molecular, da engenharia de células e tecidos
ou da nanotecnologia, em novos tratamentos seguros, eficazes e viaveis. A
magnitude e complexidade deste desafio transbordam os limites de qualquer
area cientifica e obriga a utilizacdo de uma abordagem multidisciplinar e
transversal, com os varios intervenientes em harmonia quanto as suas

capacidades, dificuldades e responsabilidades.

O contributo dos médicos neste esforco é essencial, sobretudo se a ambicao
for a presenca de forma continua nas varias etapas da investigacao: basica,
pré-clinica e clinica. Uma das pretensdes deste trabalho foi o de dar um
pequeno contributo para este processo, promovendo a formagdo de uma
verdadeira equipa multidisciplinar, construido uma linguagem comum entre
0S seus membros e criando um caminho a percorrer em conjunto, que so

agora se iniciou.

A implementacao de um modelo animal de grande porte, onde fosse possivel
utilizar as técnicas da Cardiologia de Intervencédo e os meios de avaliacdo de
variaveis bioldgicas com traducdo mais proxima da clinica, foi também tido
como um proposito importante deste trabalho. A investigagéo pré-clinica com
modelos adequados e mais préximos do ser humano, é essencial para uma

correta e mais segura evolucao da investigacao clinica, devendo fazer parte
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dos recursos disponiveis no Nosso pais.

Assumimos que o trabalho do qual resulta esta tese foi um primeiro passo,
que se quis firme e equilibrado, para alcangar objetivos comuns iniciais e
levar a investigacdo com células estaminais em Portugal um pouco mais a
frente. Procuramos uma questdo em aberto, com relevancia clinica e cuja
resposta pudesse acrescentar algo de novo a investigacdo nesta area.
Também foi condicdo que o objeto de estudo permitisse uma sinergia dos
recursos existentes, cientificos e técnicos, e que fosse a continuacdo da
experiéncia ja existente dos diferentes grupos.

As células estaminais mesenquimais (CEM) tém caracteristicas préprias
(imunoldgicas, metabdlicas e de transdiferenciacdo) que as tornam
particularmente interessantes para a aplicagdo clinica e que motivaram o
entusiasmo de muitos investigadores. O Instituto de Biotecnologia e
Bioengenharia do Instituto superior Técnico tem trabalhado ha varios anos no
estudo e desenvolvimento dos processos de caracterizacdo, cultura e
expansao das CEM. Esteve também ligado a experiéncia pioneira em
Portugal da utilizacdo clinica destas células, quando colaboraram com o
Instituto Portugués de Oncologia no tratamento da doenca do enxerto contra
o hospedeiro, apds o transplante de medula 6ssea. Desta forma, a escolha
das CEM como um dos objetos do presente estudo foi natural e consentanea

com o interesse prévio por estas células.

A Cardiologia de Intervencdo tem tido um papel importante no
desenvolvimento da investigacao clinica em Terapia Celular. A ligagao intima
a doenca coronaria, destacando-se o ja referido EAM, explicam uma parte do
interesse manifestando e que se concretizou em dezenas de ensaios clinicos
ja realizados. Nao menos importante porém, a Cardiologia de Intervencéao foi
chamada nos ultimos anos a utilizar as suas técnicas endovasculares para a
entrega das células ao coragdo, de forma eficaz e menos invasiva. Dos
métodos de entrega das células, a via intracoronaria ganhou particular
relevancia por combinar a capacidade de injecao local de um grande numero
de células, com o conhecimento e a capacidade ja instalada das técnicas de
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intervencao intracoronaria e que fazem atualmente parte da pratica clinica

diaria.

A semelhanca do que aconteceu em outros paises, a investigacdo clinica
com células estaminais em Cardiologia iniciou-se em Portugal em doentes
com EAM com elevacao do segmento ST. No estudo GENESIS realizado
pelo nosso grupo, 40 doentes foram randomizados para receberem
transplante autélogo de células mononucleadas da medula 6ssea (CMNMO),
feito por via intracoronaria, ou para o tratamento otimizado convencional. O
principal objetivo foi a avaliacdo da seguranca e exequibilidade desta
estratégia, ja em utilizacdo por varios grupos estrangeiros, e
secundariamente pretendeu-se procurar evidéncia de efeitos positivos nas
dimensdes de enfarte e na funcao sistdlica regional e global do ventriculo
esquerdo, avaliados por ressonancia magnética cardiaca (RMC). Os seus

resultados serdo incluidos na descricao da experiéncia atual nesta area.

Sendo a via intracoronaria aparentemente a mais interessante para ser
utilizada no contexto de EAM, e a que decorre da experiéncia ja existente, a
verdade € que a sua utilizacado para a entrega das CEM tem sido rodeada de
receios e controvérsia. Estas células tém dimensdes relativamente grandes,
sendo o seu diametro superior aos dos capilares coronarios, o que motiva
apreensao quanto a possibilidade de obstru¢dao da microcirculacao pelo risco

de compromisso da circulacao coronaria.

Evolugbes tecnoldgicas recentes permitem atualmente o estudo invasivo e
em tempo real da microcirculagdo coronaria. Através da utilizacdo de fios-
guia intracoronarios especificos, que permitem avaliar em simultdneo a
pressao e o fluxo coronario, é possivel avaliar de forma quantitativa o estado
da microcirculagdo. Sendo uma técnica em fase de implementacao, o seu
potencial ainda estd em estudo em varias vertentes da investigagao clinica.

A aplicacdo do estudo invasivo da microcirculagdo cardiaca a avaliagdo dos
efeitos da injecdo intracoronaria de células mesenquimais tornou-se o tema

central da investigacdo que alicerca esta tese. A utilizacdo de um modelo
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animal de grande porte foi condicdo essencial para a sua concretizacdo. A
escolha recaiu sobre o porco, sendo este 0 modelo ideal pela semelhanca da
sua circulacao cardiaca com a do ser humano. Logo de inicio, compreendeu-
se que teria de existir uma primeira fase de validacdo do estudo da
microcirculacdo neste modelo e com esta técnica reconhecidamente
complexa e ainda recente. Apostou-se em valorizar esta etapa estudando
também aspetos inerentes a técnica de avaliacdo da microcirculagdo que
ainda nao se encontravam descritos. Mas mais importante, o apuramento dos
procedimentos técnicos necessarios permitiu a conclusdao da segunda e

terceira fases experimentais de forma fiavel e valida.

No capitulo seguinte serdo desenvolvidos os varios conceitos expostos nesta

introducéo.
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Il. FUNDAMENTOS

1. Terapia Celular Em Cardiologia — O Estado Da Arte

A aplicacéo clinica do potencial terapéutico das células estaminais encontra-
se ainda no ambito da investigacdo. A Terapia Celular ndo faz atualmente
parte das normas de tratamento de nenhuma doenca cardiovascular. Ainda
existe um caminho a percorrer, sendo a sua extensdo ainda incerta. A
motivacdo e o investimento nesta area tém crescido continuamente mas,
paradoxalmente, encontramo-nos hoje com muito mais questées em aberto e
com mais encruzilhadas do que ha uma década atras, quando comecaram 0s

primeiros estudos clinicos.

Neste capitulo procurar-se-a expor as razées que despertam o interesse de
tantos investigadores, descrever o conhecimento atual sobre células
estaminais no que € mais pertinente para a sua aplicacdo médica e resumir
avancgos ja realizados na investigagao clinica. O nosso contributo com este
trabalho ficara desta forma contextualizado.

1.1 Doengas Cardiacas E O Potencial Da Terapia Celular

1.1.1 O impacto da doenga cardiovascular

Durante o século XX as doencgas cardiovasculares tornaram-se a principal
causa de morte e uma importante causa de incapacidade, de perda de
produtividade e de crescimento dos custos com a satide em todo o mundo .
Na origem desta evolugcédo esta a profunda modificagcdo dos habitos e estilos
de vida a que se assistiu nos paises industrializados, e que continua a
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decorrer atualmente nos paises em desenvolvimento.

A influéncia de outrora das doencas cardiovasculares nas politicas de saude,
na captacdo de recursos, na comunicacao social e na propria
consciencializacdo das populacdes € hoje provavelmente menor, fruto da
legitima partilha desse espaco com outras patologias que ganharam
entretanto relevancia. E no entanto importante ter presente alguns dados
epidemioloégicos atuais, para ndo haver o risco de um incorreto
posicionamento das doencas cardiovasculares pelos varios atores que
lideram os destinos das populacdes.

Nos Estados Unidos da América a mortalidade cardiovascular foi responsavel
por 32.3% de todas a mortes em 2009 2 Também nos Ultimos anos, as
doencas cardiovasculares foram a causa de 47% das mortes na Europa e de
40% das registadas no espaco da Unido Europeia 3. Esta estimado que se
fosse possivel eliminar todas as principais patologias cardiovasculares, a
esperanca média de vida da populacdo aumentava em cerca de 7 anos,
contra apenas 3 se todas as formas de doenca oncolédgica fossem prevenidas
2. Da mesma forma, a probabilidade & nascenca de morrer vitima de um
evento cardiovascular é de 47% e a probabilidade de morrer de cancro é
menos de metade, 22% 2. Dados de 2003 mostram que as doencas
cardiovasculares sao responsaveis pelos maiores custos ligados a saude e
perda de produtividade nos Estados Unidos da América, estimando-se que
excedam os 400 000 milhdes de délares *. Na Unido Europeia, e no mesmo
ano, esse valor foi estimado em 169 000 milhdées, com 62% do total gasto nos
cuidados de saude, 21% decorrentes da perda de produtividade e 17% de

cuidados informais °.

As estratégias terapéuticas atuais permitem a sobrevivéncia de muitos
doentes, que certamente morreriam ha 3 décadas atras. Porém, numa
significativa proporcao destes doentes nao € possivel recuperar a sua funcao
cardiaca e a sua capacidade funcional, de forma a retomarem a sua atividade

diaria habitual. Quase um quarto dos anos de vida ajustados pela qualidade
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(AVAQ) perdidos em 2002 na Europa tiveram como responsavel um evento
cardiovascular °. A doenca cardiaca isquémica é presentemente a principal
causa de perda AVAQ em todo o mundo, tendo-se registado um aumento de
29% nas ultimas duas décadas, apesar dos grandes progressos na sua

prevencao e tratamento ’.

O envelhecimento da populacdo e o aumento esperado da prevaléncia da
Diabetes Mellitus e da obesidade, ndo serdo provavelmente compensados
pelos sucessos no controlo da hipertensao arterial e da dislipidémia, nem
pelos avancos na luta antitabagica, sendo previsivel um aumento da
prevaléncia das doencas cardiovasculares nas préximas décadas. O ja
referido sucesso dos tratamentos atuais contribui também de forma
importante para crescimento da populacdo com doenca cardiovascular, ao
prolongar a vida de muitos doentes. A American Heart Association estima
este aumento da prevaléncia nos Estados Unidos da América em 10%
durante os proximos 20 anos (sendo 25% se considerarmos apenas a
insuficiéncia cardiaca) e os custos diretos associados as doencas
cardiovasculares crescerdo para o triplo durante o0 mesmo periodo 8. Poder-
se-a concluir que o sucesso na descida da mortalidade das doencas
cardiovasculares ndo tem sido acompanhado pela diminuicdo da sua
morbilidade, sendo um exemplo a manutencdo do elevado numero de
readmissdes hospitalares por insuficiéncia cardiaca registadas nos ultimos

anos °.

Nos paises em desenvolvimento assiste-se a uma transicdo epidemioldgica,
com o aumento da prevaléncia dos fatores de risco cardiovascular a motivar a
subida da mortalidade cardiovascular para o topo das principais causas de
morte, ficando de forma clara a frente das doencgas associadas ao virus de
imunodeficiéncia humana, da malaria e da tuberculose, mesmo se

combinados '

. Antecipa-se para 2020 um crescimento da prevaléncia da
doenca coronéria de aproximadamente 130% nestes paises, sendo que para
muitos este problema é agravado pela falta de recursos humanos e

financeiros para o enfrentar '°.
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Portugal acompanha os outros paises ocidentais na descida da mortalidade
cardiovascular que se verificou nas ultimas duas décadas. Apesar da subida
da mortalidade oncoldgica, as doencas cardiovasculares continuam a ser a
principal causa de morte no nosso pais, com uma mortalidade ajustada a
idade, ou padronizada, estimada em 390 / 100 000 habitantes em 2013 .
Caracteristicamente no nosso pais, a principal parte é da responsabilidade
das doencas cerebrovasculares, com uma mortalidade padronizada de 61.9 /
100 000 habitantes, claramente superior aos 34.9 / 100 000 verificada com a
doenca cardiaca isquémica ''. Esta inversdo é contraria ao que acontece na
maioria dos paises europeus, estando Portugal apenas acompanhado pela
Grécia e a Bulgaria. Os custos diretos das doencas cardiovasculares em
Portugal no ano 2000, relacionados com hospitalizacdo, consultas e exames
complementares, foram avaliados em 176 milhées de euros, cabendo a maior
parte a doenca cardiaca isquémica '2. Em 2010 os anos potenciais de vida
perdidos para as doengas cardiovasculares foram calculados em 42 411 .

De uma forma geral, os numeros apresentados espelham bem a magnitude
do problema constituido pelas doencas do foro circulatério, cujo impacto

merece atencgao e justifica a procura de novas e melhores solucoes.

1.1.2 Doengas cardiacas e as limitagdes das terapéuticas atuais

As doencgas cardiacas sao alvo de uma parte consideravel da investigacéao
realizada com células estaminais, o que é explicado nédo sé pelo seu marcado
impacto na saude das populagdes, mas também pela relacao direta entre a
quantidade de musculo cardiaco funcional, presente no coracdo, € as suas

manifestagdes clinicas e progndstico.
Os tratamentos hoje disponiveis nas varias formas de doenca cardiaca,

continuam a apresentar limitacbes, pois nao conseguem restaurar o

miocardio e recuperar a fungédo ventricular em muitos doentes.
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1.1.2.1 Insuficiéncia cardiaca e remodelacdo ventricular

A insuficiéncia cardiaca é definida como a incapacidade do coracao entregar
sangue oxigenado de forma adequada as necessidades metabdlicas dos
tecidos, ou apenas fazé-lo as custas do aumento das pressdes de
enchimento ventricular, sendo esta incapacidade o resultado de alteracdes da
estrutura ou funcdo cardiaca '°. A insuficiéncia cardiaca é também uma
sindrome que engloba as manifestacbes de baixo débito cardiaco e de
congestdo vascular, sendo o resultado comum de varios processos

patolégicos que envolvem o coracao.

Com a progressao da doenca cardiaca existem alteragdes dos componentes
genéticos, moleculares, celulares e intersticiais do coracdo, bem como
alteracoes dos mediadores homeostaticos do organismo. A manifestacao
visivel destas alteracées € uma alteracdo no tamanho, na forma e na fungéao
ventricular, conhecidas como remodelacdo ventricular '*. Estas alteracdes
ventriculares traduzem um processo continuo de deterioragdo cardiaca que
ocorre mesmo nha auséncia da agressao inicial. A remodelagédo ventricular
constitui um alvo terapéutico por si, pois a sua prevengao, minimizagdao ou
regressao, resultarda numa melhoria do estado clinico dos doentes e num

melhor progndstico.

Os mecanismos da remodelagéo ventricular ndo estdo ainda completamente
elucidados, mas acredita-se que os cardiomiécitos tém um envolvimento
importante neste processo '*. Apds a perda de um numero significativo
destas células, como resultado de uma agressao miocardica, a sobrecarga
imposta aos cardiomiocitos sobreviventes leva a alteracdes genéticas que se
traduzem na hipertrofia ou alongamento destas células. Isto ocorre como
forma de aumentar a sua acdo contractil, para compensar a perda de
miocardio e manter o volume sistélico do ventriculo esquerdo. Este

mecanismo de compensagdao é no entanto insuficiente e a sobrecarga
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hemodinamica mantém-se, promovendo um ciclo vicioso de aumento da
hipertrofia celular, da tensdo da parede ventricular, das necessidades
metabdlicas e da potenciacdo da isquémia celular. A perda continua de
células através de mecanismos de apoptose e a alteragdo da matriz
extracelular, com a degradagdo do seu componente colagénico, também tém

sido apontados como influentes no processo de remodelagéo ventricular '>°.

A ativagdo de mediadores neurohormonais, resultante da diminuicdo do
débito cardiaco e da congestao vascular, tem um papel importante neste ciclo
vicioso, contribuindo para a progressao da remodelacdo ventricular e para
deterioracao clinica dos doentes. Os mais conhecidos fazem parte do sistema
nervoso simpatico e do eixo renina-angiotensina-aldosterona '’. A terapéutica
atual da insuficiéncia cardiaca baseia-se sobretudo em farmacos que inibem
estes mediadores neurohormonais '®. Os inibidores do enzima de conversao
da angiotensina (IECA), os antagonistas dos recetores da aldosterona (ARA)
e 0s antagonistas da aldosterona demostraram em ensaios clinicos ter um
efeito significativo na redugdo da morbilidade e mortalidade associada a
insuficiéncia cardiaca e também, no caso dos IECA e ARA, nos doentes com
disfuncdo ventricular sistélica assintomatica '°. O mesmo foi demonstrado

20 Estas classes de

para os inibidores dos recetores B-adrenérgicos
farmacos influenciam favoravelmente a remodelacao ventricular, observando-
se inicialmente uma redugédo das dimensdes dos ventriculos e um aumento
da fracao de ejecao do ventriculo esquerdo (FEVE), ou pelo menos a sua
estabilizacdo, sendo esta provavelmente uma causa importante do seu
beneficio clinico ?'™*. No entanto, é reconhecido que na maioria dos doentes
a progressao da insuficiéncia cardiaca nao é interrompida pela terapéutica

farmacolégica, mas apenas atrasada.

Existem atualmente estratégias nao farmacologicas que se associam
frequentemente a terapéutica medicamentosa. Para diminuir o risco de morte
subita, causado pela ocorréncia de disritmias ventriculares graves, o0s
doentes com risco acrescido tém atualmente indicagcdo para colocar um

dispositivo mecanico com capacidade de reconhecer e terminar estas
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disritmias com a administracdo de estimulos elétricos. Os cardioversores-
desfibrilhadores implantados (CDI) demonstraram uma redugcao expressiva
da mortalidade nesta populagdo #2°. Contudo, estes dispositivos ndo tém
efeito nos sintomas ou na remodelacdo cardiaca, prolongando a vida a
doentes que podem manter um compromisso funcional significativo. Acresce
ainda que os CDI motivam por si s6 uma morbilidade importante e ndo tém

beneficio na fase mais avang¢ada da insuficiéncia cardiaca.

Um grupo seletivo de doentes sintomaticos, sem resposta adequada a
terapéutica médica e com alargamento do intervalo QRS no
eletrocardiograma, tem ainda como estratégia terapéutica a ressincronizacao
cardiaca. Baseada na acao de um pacemaker biventricular, esta tem como
objetivo coordenar a contragdo ventricular, minimizando os atrasos na
conducgao inter e intraventricular e otimizando desta forma o trabalho cardiaco.
Estes dispositivos também podem ter associada a funcao de CDI e prevenir
as consequéncias de disritmias graves. Alguns ensaios clinicos
demonstraram uma reducdo dos sintomas e das rehospitalizacées, mas os
resultados quanto a sobrevivéncia variaram entre o beneficio e a auséncia de

um efeito significativo 22°.

Tal como os inibidores neurohormonais, a
terapéutica de ressincronizacdo cardiaca provou ser capaz de induzir uma
reducado das dimensdes de ventriculo esquerdo, com alteracdo da sua forma
e melhoria da funcdo sistdlica *°. Foi também demostrada uma correlagao
entre a diminuicdo dos sintomas e o aumento da tolerancia ao esforgco com
esta remodelagao ventricular inversa 3'. Porém, estes beneficios s6 estdo ao
alcance dos doentes com critérios especificos para a implantacdo destes
dispositivos, e mesmo nesta populagdo cerca de 1/3 dos doentes sdo nao
respondedores, ndo mostrando melhoria sintomatica ou alteragdo da

geometria e funcao ventricular.

Para os doentes com insuficiéncia cardiaca terminal o transplante cardiaco
tem sido uma alternativa terapéutica que prolonga a vida e leva a uma
impressionante melhoria funcional, a qual permite frequentemente a retoma

da atividade diaria com poucas limitacdes. Estes doentes tém no entanto de
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ter condicdes préprias e de suporte que lhes permita manter a adesdo ao
exigente programa de tratamento pés transplante. Além disso, as
contraindicacbes sado frequentes, o que limita a transplantacdo a um grupo
muito selecionado de doentes. Por outro lado, as comorbilidades associadas
a imunossupressao crénica tém um impacto negativo importante na qualidade
de vidas dos doentes transplantados. A somar a tudo isto, a escassez de
orgaos para doacao limita a expansao da transplantacao cardiaca, sendo
claro que a solucao futura para a insuficiéncia cardiaca dependera de outras

estratégias a desenvolver.

Com excecéao da transplantacdo cardiaca, nenhuma das atuais modalidades
terapéuticas tém um efeito direto no seu principal mecanismo desencadeante
- a perda de tecido contractil. Isto explica em parte que os seus beneficios
nao se observem em todos os doentes e que exista ainda uma elevada
morbilidade e mortalidade residual nesta populacdo. A verdade é que a
mortalidade associada a insuficiéncia cardiaca continua elevada e, mais
relevante, ndo se alterou nas ultimas duas décadas apesar dos progressos ja

descritos %23,

A Terapia Celular ajusta-se ao modelo biomecanico da insuficiéncia cardiaca,
proposto para substituir o modelo fisiopatolégico neuroendécrino. O modelo
biomecéanico prevé que as terapéuticas que melhorem a funcao sistdlica, e
revertam a remodelacao ventricular, vao ter a capacidade de interromper a
progressdo dos mecanismos de insuficiéncia, o que as terapéuticas
farmacolégicas atuais ndo conseguem pois atuam apenas na ativacao
neurohormonal e ndo na sua causa >*. Se com a Terapia Celular for possivel
a renovacao do musculo cardiaco, com a introducao de novos cardiomiocitos
saudaveis e capazes de recuperar a fungao contractil do ventriculo esquerdo,
abre-se a possibilidade de, segundo o modelo biomecanico, reverter-se de
forma definitiva o processo de remodelacao ventricular. Desta forma, com o
sucesso da medicina regenerativa e a capacidade de restaurar o musculo

cardiaco, 0s mecanismos Vviciosos da remodelacdo cardiaca seriam
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abortados, transformando radicalmente a histéria natural da insuficiéncia
cardiaca.

Sao trés as entidades patolégicas que constituem a principal causa de
insuficiéncia cardiaca e que tém concentrado a atencdo da investigacao
focada para a concretizacdo de uma estratégia terapéutica baseada em
células: o EAM, a cardiomiopatia isquémica cronica e a cardiomiopatia
dilatada ndo isquémica.

1.1.2.2 Enfarte agudo do miocardio

Na maioria dos doentes o EAM resulta da instabilizacdo de uma placa
arterosclerética presente numa artéria coronéaria. O processo trombético que
se segue culmina no compromisso da perfusdo do miocardio a jusante, o que
leva a morte celular por isquémia. Dois tipos de EAM sao distinguidos pelas
diferencas na sua fisiopatologia, apresentacéo clinica e tratamento. No EAM
sem elevacao do segmento ST (no tracado eletrocardiografico) este processo
trombético ndo motiva uma oclusdo completa do vaso relacionado com a
lesdo culpada, e é a embolizacdo distal que compromete de forma nao
homogénea a pequena circulagdo, levando a uma necrose isquémica difusa,
sobretudo no territério subendocardico. Por outro lado, no EAM com elevacéao
do segmento ST ocorre a oclusdo completa e mantida da artéria coronaria
colocando em sofrimento isquémico, e em risco de necrose, o musculo
cardiaco irrigado por essa artéria, em toda a sua espessura — sendo por isso
também designado por EAM transmural. E no tratamento deste Gltimo que a
Terapia Celular tem despertado interesse e doravante sera sobre o EAM com
elevacao de ST que sera usada a designacao de EAM nesta redacéo.

Apos a interrupcdo da circulacdo corondria a perda do musculo cardiaco
ocorre de forma progressiva e dependente do tempo de isquémia, e com uma
distribuicdo espacial do endocardio para o epicardio — o fenédmeno de
necrose em onda descrito na década de 70 *. As alteracdes celulares
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induzidas pela isquémia resultam da deprivagdo de oxigénio e de glicose
necessarios para o metabolismo e passam pela deplecdo de ATP, alteracao
do fluxo transmembranar de ides, desintegracdo da membrana celular,
destruicdo das mitocondrias e libertacdo de enzimas proteoliticas *. Este é
um processo em cascata que culmina na morte celular, mas que nao se inicia
simultaneamente em todas as células, pelo que é possivel minimizar a sua
perda se a circulagdo corondria for retomada atempadamente. E neste
conceito que se baseiam as terapéuticas de reperfusdo miocardica, que
constituem a atual base do tratamento do EAM.

A terapéutica fibrinolitica surgiu na década de 80, apds os primeiros ensaios
clinicos terem demostrando que a administracao intravenosa de um conjunto
de farmacos com capacidade de promover a fragmentacdo da fibrina,
importante para a integridade estrutural do trombo, levava a sua
desintegracdo e a consequente resolucdo da obstrucdo e retoma da
circulacdo corondria. A sua utilizagdo no tratamento dos doentes com EAM
associou-se a uma reducao da mortalidade total de 30 em 1000, nos doentes
tratados nas primeiras 6 horas, descendo para 20 em 1000, nos tratados
entre as 7 e as 12 horas, sendo o beneficio incerto apés este intervalo %',
Com o desenvolvimento da Cardiologia de Interveng&o surgiu uma alternativa
mecénica a reperfusdo farmacoldgica, obviando sobretudo os riscos
hemorragicos associados a esta. A intervencao coronaria percutanea (ICP)
permite identificar o vaso ocluido e restabelecer o fluxo coronario, com a
aspiracao ou fragmentacdo do trombo e dilatacdo da lesdo, com ou sem
colocacao de stent. Quando comparadas as duas estratégias a ICP mostrou
resultados superiores a fibrindlise, ao que acresce a sua aplicagdo mais
abrangente, pois tem menos contraindicacdes que os fibrinoliticos *3%°. Uma
desvantagem da reperfusdo mecanica é a necessidade de disponibilizar em
tempo dtil uma equipa com experiéncia e 0S meios necessarios para a

intervengao coronaria.

A reperfusdo marcou uma nova era no tratamento do EAM. Contudo, existem

obstaculos que impedem muitos doentes de beneficiar desta estratégia,
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mesmo apos a implementacdo de uma rede de assisténcia pré-hospitalar e
hospitalar de cuidados coronarios na maioria dos paises desenvolvidos. Uma
importante limitacdo esta relacionada com a estreita janela terapéutica para
implementar com eficacia um tratamento de reperfusdo. Tal como ja referido,
a necrose de miocardio € progressiva e esta dependente do tempo de
isquémia, sendo que a sua extensdo pode ser diminuida quanto menor for o
tempo entre a oclusdo da artéria e o restabelecimento do seu fluxo. A
principal redugdo da mortalidade concentra-se quando a reperfusdo é
instituida nas primeiras 2 horas, sendo que ap6s um limiar de cerca de 12
horas a maior parte da morte celular jA& ocorreu e o seu beneficio
provavelmente passa a ser diminuto ou inexistente, na auséncia da
manutencdo de sintomas ou de evidéncia de sofrimento celular “>**. Dados
do registo Global Registry of Acute Coronary Events (GRACE) mostram que
cerca de metade dos doentes reperfundidos ndo o é dentro dos limites
estabelecidos, 0 que fornece uma boa nocdo da expressao desta limitagao
temporal no tratamento do EAM *.

As causas para o atraso na implementacao de uma adequada estratégia de
reperfusdo dividem-se nas relacionadas com o doente, que influenciam o
tempo entre o inicio dos sintomas e o primeiro contacto com o sistema de
saude, e nas relacionadas com o proprio sistema, responsavel pelo
diagnéstico correto e por providenciar os cuidados necessarios ao tratamento
adequado. O tempo relacionado com o doente ultrapassa as 2 horas na
maioria dos casos e, mais preocupante, ndo se tem conseguido uma reducao
significativa apesar da implementacdo de varias estratégias de intervencao
na comunidade . O atraso dependente do sistema de salde também
estabilizou nos ultimos anos, tendo uma grande variabilidade geografica e
sendo provavelmente reduzida a margem atual para uma melhoria

significativa em muitos paises .
Apesar dos enormes progressos efetuados nos cuidados de saude, pré-

hospitalar e hospitalar, uma proporcdo importante dos doentes com EAM

continua a nao ser alvo de uma terapéutica de reperfuséo - 23-30% segundo
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%47 Infelizmente a insuficiéncia cardiaca pés EAM é ainda

alguns autores
frequente, afetando cerca de 18% dos doentes, de acordo com registos de
grande dimenséao, apesar de vivermos na era da reperfusdo ha cerca de 3

décadas **°,

Muitos doentes terdo a sua qualidade e expectativa de vida comprometidas
apds sobreviverem a um EAM, pois ndo se evitou uma perda significativa de
musculo cardiaco. Na sequéncia de uma perda superior a 15 % da massa
muscular do ventriculo esquerdo comeca a ser evidente um compromisso da
funcao sistélica, observando-se uma descida de 6 % da FEVE por cada 5%
de miocardio perdido °°. Por outro lado, uma perda superior a cerca de 25%
do miocardio associa-se a uma mortalidade de 40% aos 3 anos, sendo que
esta relagdo com uma menor sobrevida comecga a ser observada ap6s uma

perda de cerca de 12% "2,

O processo endogeno de reparacao cardiaca apds um enfarte do miocardio é
infelizmente limitado. No primeiro dia ocorre a necrose celular do territério
lesado e o inicio da degradagao do colagénio da matriz extracelular. Nos dias
seguintes instala-se uma verdadeira resposta inflamatéria com a ativacao dos
macrofagos residentes e infiltragdo de outras células inflamatérias, como os
neutréfilos e os mondcitos, e com a secrecdo de citocinas, fatores de
crescimento e metaloproteinases °*°*. Este processo culmina na remogéo do
tecido necrosado e na extensa deposicdo de colagénio pelos fibroblastos,
originando uma cicatriz fibrética, sendo que a percentagem desta massa
cicatricial final esta intimamente ligada ao prognéstico dos doentes com EAM
%, A localizacdo e dimensdo do enfarte, a tensdo na parede ventricular e o
processo de reparacao celular determinam se o corac¢ao progride ou ndo para

as alteragcdes morfofuncionais caracteristicas da remodelacao ventricular *°.
As terapéuticas que permitam recuperar ou regenerar tecido miocardico,

afetando positivamente o processo de remodelacdo ventricular, vao ter com

certeza um impacto importante e ser um novo marco no tratamento do EAM.
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1.1.2.3 Doenga isquémica cronica

A doenca isquémica crénica inclui duas entidades patolégicas com especial
interesse para a Terapia Celular: a cardiomiopatia isquémica; e a angina de

peito refrataria a terapéutica convencional.

O termo cardiomiopatia isquémica descreve a existéncia de um compromisso
significativo da funcao sistélica ventricular motivado pela presenca de doenca

coronaria °

’. Este compromisso da funcdo contractil resulta da perda de
miocardio, ap6s um ou multiplos enfartes, ou da presenca de uma extensao
consideravel de miocardio nao funcionante por deficiente irrigacao coronéaria,
ou seja por isquémia, embora permaneca viavel se supridas as suas
necessidades metabdlicas. De realcar que em muitos doentes estes dois
mecanismos estdo presentes e contribuem em simultaneo para a disfuncao

ventricular.

A cardiomiopatia isquémica é a principal causa de insuficiéncia cardiaca por
disfuncao sistélica na maioria dos paises, representando mais de metade dos
casos na Europa e América do Norte e um terco na Asia e América do Sul .
O tratamento da cardiomiopatia isquémia partilha com todas as outras causas
de insuficiéncia cardiaca das estratégias ja referidas de inibicado da ativacao
neuroenddcrina e de utilizacdo de dispositivos implantados. Além destas, na
cardiomiopatia isquémia existe evidéncia do beneficio da prevencao
secundaria, com o controlo adequado dos fatores de risco de doencga
coronaria, a antiagregacao plaquetaria e a utilizacdo de estatinas. Na
presenca de angina ou de evidéncia de miocardio viavel, a medicacao
antisquémica e/ou a revascularizacdo corondria sao outras opgdes

terapéuticas a considerar na doenca isquémica 8.

Cerca de 30 a 50% dos doentes com cardiomiopatia isquémica tém miocardio
viavel em quantidade suficiente para ser expectavel que, com a sua
revascularizacao, ocorra uma melhoria da funcao ventricular, das queixas e

do seu progndstico *°®°. Estao descritos um aumento da contractilidade e da
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espessura do miocardio nos segmentos isquémicos, um aumento médio de
8% da FEVE e uma reducdo de 80% do risco anual de morte apos a
revascularizagdo coronaria °'%%. A maioria desta evidéncia vem de estudos
observacionais ou com populag¢des pequenas, porém, num estudo recente de
grande dimensao, com 1212 doentes randomizados para terapéutica médica
Ou para a sua associacdo com revascularizacdo cirdrgica, nao houve
beneficio desta ultima quanto ha mortalidade total, embora tenha sido
observada uma reducdo significativa da mortalidade cardiovascular e das
hospitalizacdes 4. Merecem atencéo os resultados de uma analise posterior
deste estudo, que mostraram uma concentracao do beneficio observado nas
formas menos graves da doenca, sendo que nos doentes com um
compromisso mais marcado da funcao sistlica e maior dilatacdo do
ventriculo esquerdo a revascularizagdo cirdrgica teve mesmo um efeito

negativo no seu prognoéstico °.

Embora o papel da revascularizacdo miocardica seja um tema ainda em
aberto, ela esta preconizada nas orientagdes terapéuticas atuais, e o estudo
da viabilidade miocardica e da anatomia coronaria, para considerar a
possibilidade de uma estratégia de revascularizagdo, continua a fazer parte
da prética clinica diaria. No entanto, a decisdo sobre a revascularizacao
mecanica é complexa e depende da existéncia de comorbilidades que
aumentem o risco da intervencao, e da anatomia coronaria, sendo que nao é
possivel uma revascularizacdo completa em cerca de 20% dos casos
(incluindo 7% dos doentes sem possibilidade de qualquer revascularizacao),
por doenga coronaria difusa, estenoses distais ou envolvimento de pequenos
66

vasos °. Por outro lado, a FEVE ndo melhora com a revascularizacao

coronaria em um terco dos doentes com viabilidade miocardica demonstrada
67

Em alguns doentes a principal manifestacao da doenca isquémia cronica € a
angina de peito, a qual é definida como refrataria no caso de causar um
compromisso significativo da qualidade de vida e de estarem esgotadas as

opcbes terapéuticas convencionais. A isquémia do miocéardio, e
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consequentemente a angina ou um seu equivalente (dispneia ou intolerancia
ao esforgo), resulta de um desequilibrio entre as necessidades de oxigénio do
musculo cardiaco e o seu fornecimento, sendo a sua principal causa a

doenca coronaria.

O tratamento atual da angina assenta ha quase 40 anos em farmacos com
propriedades antianginosas (B-blogueantes, antagonistas dos canais de
calcio ou nitratos) e na revascularizagdo miocéardica, cirurgica ou percutanea
68-70 Apesar de muito eficaz, estima-se que esta estratégia terapéutica ndo é
possivel ou suficiente em cerca de 5 a 15 % dos doentes com angor estavel,
sendo ainda previsivel um aumento da prevaléncia da angina refrataria com a
melhoria da sobrevida dos doentes coronarios /. Também numa proporgao
importante dos casos existe mesmo faléncia da revascularizacdo mecénica
prévia, por progressao da doenca, reestenose dos stents ou oclusdo das

pontagens coronarias 2”2,

Apesar da maioria dos doentes ter a funcao ventricular sistélica preservada, a
angina refrataria tem um impacto marcado na sua qualidade de vida, ao
condicionar a execucao das suas tarefas diarias, assim como na reducao da
sua esperanca de vida . Nos dltimos anos tém sido exploradas varias
modalidades terapéuticas com a expectativa de constituirem uma alternativa
para estes doentes. Novos farmacos como a ranolazina " e a ivabradina ",
bem como novas estratégias mecanicas como a contrapulsacéo externa ’®, a

estimulacao elétrica da medula espinal ”’

e a revascularizagdo miocardica por
laser "8, tém mostrando algum beneficio, mas nenhum se implementou ainda

como verdadeiro modificador da histéria natural da angina refrataria.

A capacidade de promover a formacao de novos capilares - angiogénese, ou
de novos vasos arteriais - arteriogénese, nas regides subperfundidas do
coracdo, tera provavelmente a capacidade de reduzir a isquémia do
miocardio e levar a uma melhoria clinica expressiva ”°. A utilizagao de fatores
de crescimento, a Terapia Genética e a Terapia Celular tém sido exploradas

com esse objetivo .
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1.1.2.4 Cardiomiopatia dilatada nao isquémica

Uma grande variedade de perturbacbes genéticas ou adquiridas, como
agressoes virais e/ou imunoldgicas, podem ser causa de dilatacdo e
disfungdo ventricular na auséncia de doenca coronaria significativa. A
cardiomiopatia dilatada (CMD) inclui um conjunto diverso de condicdes
patolégicas e em metade dos casos ndao € possivel definir uma etiologia
especifica, sendo entdo referida de idiopatica 8'. A CMD constitui cerca de
25% dos casos de insuficiéncia cardiaca e é o principal motivo de
referenciacdo para transplante cardiaco ®%%. O prognéstico dos doentes
sintomaticos com CMD continua a ser limitado, com uma mortalidade de 25%
a 1 ano e de 50% a 5 anos, apesar dos avancos terapéuticos dos ultimos

anos 8.

Dificuldades particulares no tratamento da CMD séo a auséncia da isquémia
como alvo terapéutico e a natureza heterogénea desta populagcédo. As bases
moleculares e os mecanismos fisiopatolégicos da CMD ainda estédo longe de
estarem definidos ou compreendidos. No entanto, a perda de cardiomidcitos
ou a sua disfuncao generalizada sdo um fator central as alteracées cardiacas
da CMD. A perda de 10 a 20 % dos cardiomiécitos de forma dispersa € o
suficiente para a faléncia cardiaca, um limiar inferior ao observado na perda
concertada que ocorre no EAM #. Existe assim plausibilidade biolégica de
qgue a repopulagcdo do coracao com células saudaveis podera contribuir para

restaurar a fungéo cardiaca.

Acredita-se também que em muitos doentes existe um desequilibrio entre
reacdes imunoldgicas humorais e celulares, o qual esta na génese de uma
agressdo miocardica continuada ®. Desta forma, a acdo terapéutica das
células transplantadas podera resultar das suas propriedades
imunomoduladoras e de uma eventual influéncia nestes mecanismos
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1.2 Requisitos para o sucesso da terapia celular cardiaca

A possibilidade de no futuro regenerar o musculo cardiaco e de restaurar a
sua funcao para niveis normais € a grande promessa que a ciéncia ligada as
células estaminais trouxe, pois nenhuma das terapéuticas atuais o consegue
fazer. Este é o objetivo final, para o qual concorrem as mdultiplas linhas de
investigacdo neste campo, mas que sé sera alcancado com solugdes que
atendam as carateristicas especificas do tecido cardiaco.

O miocardio é composto por células contrateis especificas — os
cardiomiécitos — que estao intercalados num ciclo constante de contracao e
relaxamento, sendo eles a unidade funcional responsavel pela contractilidade
cardiaca. Os cardiomiocitos constituem cerca de 75% do volume do
miocardio, embora sejam apenas 30% das células que o constituem, sendo
as outras: fibroblastos, células endoteliais, células musculares lisas, células
vasculares e células em transito, como linfcitos, mastocitos e macréfagos
8788 Sustentados por uma matriz extracelular de colagénio, os cardiomidcitos
dispbem-se em fibras musculares, partilhando entre si a sua massa
citoplasmatica através dos discos intercalados e formando um sincicio
funcional, necessario a sincronizacdo eletromecanica da sua atividade . Ao
nivel subcelular existem também mecanismos de sinalizacdo complexos, que
permitem responder as mensagens vindas dos recetores da membrana
celular e, desta forma, coordenar a atividade cardiaca com as necessidades

metabdlicos do organismo.

A estrutura tridimensional do miocardio é igualmente complexa e é parte
importante da fungcéo cardiaca. As fibras musculares organizam-se em feixes
musculares que estao dispostos por camadas com orientacdo circunferencial,
obliqua e em espiral helicoidal %. Esta arquitetura assimétrica potencia a
atividade contractii dos cardiomidcitos, verificando-se um aumento da

espessura da parede ventricular de 50% com apenas um aumento de 13% do
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9 Devido a esta

espessamento das fibras musculares durante a sistole
complexa disposicao dos feixes musculares, existem multiplos movimentos
da parede ventricular durante a contracdo cardiaca. Além do aumento de
espessura, observam-se também o encurtamento longitudinal e movimentos
de rotacdo e torcdo, que no seu conjunto otimizam o trabalho cardiaco.
Exemplificando, um encurtamento das fibras musculares de 15% traduz-se
numa FEVE de 60%, mas no caso da arquitetura do coracdo ser
simplesmente esférica a FEVE gerada pelo mesmo encurtamento seria
apenas metade °'. Estes movimentos, sobretudo os de torcdo, sdo também

importantes para equalizar a tensao ao longo da parede ventricular .

Os cardiomidcitos sdo células ricas em mitocéndrias (cerca de 1/4 da sua
composi¢do), de forma a fazer face as suas elevadas necessidades
energéticas, que dependem quase exclusivamente da oxidacao aerdbica da
glicose ®. Sendo o coragdo um érgdo aerdbico, o seu sistema vascular esta
desenvolvido para dar resposta as suas necessidades de oxigenacao. A rede
arterial corondria é densa e termina nos capilares, com uma relacdo de quase
um por célula e fornecendo cerca de 1 ml de sangue por grama de tecido *.
Esta anatomia vascular é auxiliada por caracteristicas fisioldégicas préprias
que permitem quadruplicar a perfusdo cardiaca como resposta ao aumento

das necessidades metabdlicas — a chamada reserva de fluxo coronario %,

A traducado dos ciclos de contracao e relaxamento dos cardiomiécitos numa
atividade mecanica cardiaca eficaz tem como condicdo a correta
coordenacdo destas células. A existéncia de canais idnicos na sua parede
celular permite regular o influxo de catiées e a alteragdo do potencial elétrico
da membrana, culminando na chamada despolarizagdo. E esta
despolarizagdo que leva a libertacdo do Ca®* intracelular, sendo este o
desencadeante molecular do processo de contracdo celular. A
despolarizacao iniciada no ndédulo sinusal é propagada pelo tecido condutor e,
ao nivel celular, pelas trocas ibnicas que ocorrem nas gap junctions, situadas

ao nivel dos discos intercalados que unem os cardiomidcitos adjacentes.
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A funcdo cardiaca depende assim desta atividade eletromecénica
sincronizada e esta necessidade tem consequéncias importantes. Na sua
auséncia a atividade contractil cardiaca fica comprometida, o que no seu
extremo se traduz na auséncia de contracdo ventricular. Por outro lado, a
existéncia de células sem integracdo eletromecénica, mesmo que em
pequeno numero, pode comprometer a sincronia de todo o coracdo, com a
despolarizacdo celular a ocorrer de forma erratica e desorganizada,
traduzindo-se na chamada fibrilhagdo ventricular e culminando na morte, se

nao revertida atempadamente.

O sucesso ultimo da Terapia Celular cardiaca serd alcangado quando for
possivel providenciar ao coragdao novos cardiomidcitos, em numero suficiente,
suportados por uma normal matriz de colagénio e por uma rede vascular
adequada as suas necessidades metabdlicas, respeitando a arquitetura
tridimensional do miocéardio e estando integrados entre si e com as outras

células residentes, nao colocado em causa a estabilidade elétrica.

1.3 Células Estaminais E Medicina Regenerativa

A apreensdo plena do conhecimento relacionado com a medicina
regenerativa € cada vez mais dificil devido a enorme expanséo verificada nos
ultimos anos, tornando este campo vasto e com multiplos intervenientes
multidisciplinares, explorando uma ramificacdo cada vez maior de linhas de
investigacdo. E no entanto possivel ter presente alguns conceitos e nogdes
gerais, necessarios a compreensdao do estado atual da investigacado

relacionada com a medicina regenerativa e a utilizacao de células estaminais.

1.3.1 Consideragoes gerais

7

A célula estaminal é definida por no seu processo de divisdo ser
simultaneamente capaz de se autorenovar e de se diferenciar em outra célula

com caracteristicas distintas (Figura 1) ®*. O termo data de 1861, quando o
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bidlogo e médico Ernst Haeckel o usa com dois sentidos, um ontogenético
para descrever o Ovulo fertilizado que origina um organismo e outro
filogenético, como antecessor unicelular do todos o0s organismos

% Nas décadas seguintes os investigadores ligados &

multicelulares
embriologia e ao estudo da hematopoiese foram incorporando o termo
estaminal, chegando aos nossos dias completamente integrado no

conhecimento atual das ciéncias da vida .

\/m m\/
© =

Figura 1 - A célula estaminal. No seu processo de divisdo tem a capacidade de originar

outra célula igual e de se diferenciar em outra com caracteristicas distintas.

As células estaminais sdo classificadas e divididas segundo varios critérios *’.
De acordo com a sua origem sdo agrupadas em embrionarias e em
somaticas (também designadas de adultas e incluindo nestas as células
fetais e do cordao umbilical). Também podem ser divididas pela sua
capacidade de diferenciacao (Figura 2), sendo designadas por:

a) totipotentes, com potencial de dar origem ao embrido e aos tecidos
extraembriondrios, necessarios ao desenvolvimento completo de um novo
organismo;

b) pluripotentes, se capazes de originar células relacionadas com as
trés linhas germinais (ectoderme, mesoderme e endoderme);

c) multipotentes, se apenas habilitadas a dar origem a um numero

limitado de tipos celulares;
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d) unipotentes, comprometidas apenas com um tipo celular.

Célula Estaminal Embrionaria Totipotente

Células Estaminais Embrionarias Pluripotentes

Linhagem Endodérmica Linhagem Mesodérmica  Linhagem Ectodérmica

Células Estaminais Multipotentes

coracao, vasos, rim,
tiroide, pulmaoes, figado, musculo esquelético, tecido  sistema nervoso central e
vesicula biliar, pancreas conjuntivo, osso, gonadas periférico, pele, dentes

Figura 2 - Hierarquia das células estaminais quanto a sua capacidade de

diferenciacao.

Desde a constituicdo da morula, contendo as unicas células totipotentes,
passando pela formacao do blastocisto, com as células pluripotentes da sua
massa celular interna, até a formacao dos tecidos e 6rgaos, assiste-se a uma

diminuicdo gradual da capacidade de diferenciagao das células estaminais.

Dois conceitos relacionados com as células estaminais e com influéncia na
sua aplicacao foram postos em causa nos ultimos anos. Acreditava-se que as
células estaminais somaticas estariam comprometidas com uma determinada
linha celular relacionada com um tecido especifico, mas estudos recentes tém
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apontado para uma plasticidade maior destas células ®. Desta forma, é
possivel conceptualizar a possibilidade de obter células e tecido cardiaco de
células estaminais com origem extracardiaca, como por exemplo da medula
0ssea, onde o0 seu numero € maior e a sua colheita mais fécil e segura.
Alguns estudos in vitro e in vivo parecem confirmar essa hipétese %%,
embora esta capacidade de transdiferenciacdo e o seu valor clinico esteja
ainda envolto em controvérsia '°"'%?, Esta transdiferenciagdo celular aparenta
depender de desencadeantes moleculares locais ou sistémicos e de relagdes
intercelulares, que ocorrem em caso de agressao tecidular e ainda néo estao

definidas.

Era também aceite de forma generalizada que alguns 6rgaos, incluindo o
coracdo, nao tinham qualquer capacidade regenerativa e estavam
completamente diferenciados, mas novo conhecimento adquirido sobre a
homeostasia celular cardiaca é incompativel com este conceito do coracao

1% O coragdo humano perde diariamente

como um 6rgao pos-mitético
cardiomiécitos, 0 que na auséncia da sua renovacao significaria uma total
deplecéo celular passados poucos anos. Foram posteriormente descobertas
células estaminais residentes no coracdo e que provavelmente
desempenham um papel nesta capacidade de recuperacdo endégena '%. A
utilizacdo destas células estaminais cardiacas (CEC) e a estimulacao e/ou
ampliacdo destes processos de reparacdo enddégena, de forma a serem
eficazes na presenca de patologia cardiaca, sao estratégias resultantes desta
mudanca de paradigma e que tém merecido a atencdo de alguns

investigadores '%.

A transplantacao celular pode ser autbloga, usando células do préprio
organismo recetor, ou alogénica, se forem utilizadas células de outro
individuo da mesma espécie. O transplante autélogo tem a vantagem de
evitar os processos imunolégicos que podem levar a rejeicdo das células,
limitando a sua eficacia, ou a fenébmenos de sensibilizacdo, comprometendo a
sua seguranca. Como desvantagem da utilizacdo autbéloga destacam-se a
necessidade de um processo invasivo de colheita das células e a
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impossibilidade da serem usadas na fase aguda dos processos patolégicos,
caso seja preciso uma cultura para expansao do seu numero, a qual pode
demorar semanas. Por seu lado, o transplante alogénico permite uma
utilizacdo das células mais préxima da realidade atual, como produto off-the-
shelf pronto a ser administrado. Outra vantagem do modo alogénico € a
possibilidade de utilizacdo de células jovens, saudaveis e com bom potencial
proliferativo, uma clara mais valia sobretudo no tratamento de doencas
genéticas ou dos doentes idosos, onde as células estaminais do proprio

podem estar ja comprometidas '°.

Os varios tipos de células estaminais apresentam diferentes potencialidades
e limitagdes para a sua aplicacéo clinica, sendo que merecem ser abordados
de forma distinta.

1.3.2 Células estaminais embrionarias

As células embrionarias sao pluripotentes, o que significa que tém a
capacidade de gerar todas as células necessarias a formacao do tecido
muscular cardiaco e da rede vascular que assegura sua a sua irrigacao. Elas
foram pela primeira vez obtidas a partir de embrides de ratos em 1981, e
quase duas décadas depois em humanos '%'%. As células embrionarias
diferenciam-se em cardiomiécitos in vitro, com propriedades estruturais e
funcionais semelhantes as células encontradas nos coracdes adultos '°°. Em
estudos animais estas células mostraram a capacidade de diferenciarem-se
em células cardiacas, que sobrevivem e se integram electromecanicamente
com as células nativas, no contexto de lesdao cardiaca aguda ou de
cardiomiopatia crénica ''%'"'2. Todavia, a sua utilizagdo em estudos clinicos
tem sido impedida por receios quanto a sua seguranga e por importantes

questodes legais, éticas e religiosas.

As células embrionarias sao extraidas da massa celular interna do blastocisto,

num processo em que 0 embrido é destruido. Sendo o limiar de inicio da vida
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flutuante com as crencas religiosas e as convicgoes éticas de uma sociedade,
a perda deste embrido é reprovada ou mesmo ilegal em varios paises. Deve
ser realgcado que existem milhares de embribes que sdo o excedente
resultante da pratica atual da medicina reprodutiva, e que ou sao destruidos,
apods uma gravidez bem-sucedida, ou sdo armazenados sem fim Util a vista.
Ha um debate em aberto em que a comunidade cientifica, as entidades
reguladoras e a sociedade em geral, tentam equilibrar o potencial terapéutico
destas células e a mais-valia econémica, associada a propriedade intelectual
e aos futuros produtos desenvolvidos, com o respeito pelas crencas e

113

convicgdes morais de todos intervenientes O desenvolvimento da

investigagdo com células embrionarias depende do resultado desta discusséo.

As limitagbes praticas relacionadas com o uso clinico das células
embrionarias, consistem no risco de formacao de teratoma e na necessidade
de imunossupressao para evitar a sua rejeicao e a dos tecidos a que dao

origem '™,

Varios investigadores tém trabalhado em técnicas de
diferenciacao e de modificacdo celular na esperanca de ultrapassar estas

dificuldades e de abrir caminho para a sua utilizagao clinica no futuro.

1.3.3 Células estaminais pluripotentes induzidas

As células estaminais pluripotentes induzidas (CEPi) resultam da conversao
para um estado embrionario de células diferenciadas, através de técnicas de
biotecnologia celular que permitem uma reprogramacao genética da célula e

"5 Inicialmente foram

a sua alteracao para um estado de pluripoténcia
utilizados fibroblastos, onde foi feita a transferéncia genética de quatro fatores
de transcricdo envolvidos na manutencdo da pluripoténcia das células
embrionarias, sendo hoje possivel efetuar este processo de inducdo em
varios tipos celulares. Este € um processo demorado e de baixa eficacia,
apenas se conseguindo 0.001% a 0.1% de células induzidas '*®. Por outro
lado, como vetores do processo de transferéncia sao utilizados retrovirus o

que implica potenciais riscos. Contudo, o desenvolvimento tecnolédgico
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associado as CEPi tem permitindo ultrapassar estas limitacées, melhorando a
eficacia da inducao e utilizando vetores nao virais para a reprogramagao das

células ''°.

Tal como as células embrionarias, as CEPi sdo capazes de se replicar
indefinidamente e de se diferenciarem em qualquer tipo de célula adulta, mas
as restricdes éticas e a necessidade de imunossupressao sao ultrapassadas.
Estudos pré-clinicos demonstraram o seu potencial no tratamento do EAM,
observando-se: regeneracdo do tecido enfartado; neovascularizacdo e

177120 Infelizmente, o risco de

melhoria da contractilidade cardiaca
tumorigenicidade pode estar agravado pela manipulagdo destas células,
tendo sido encontradas aberracbes cromossémicas nas CEPi e a formacgao
de teratomas em modelos animais '?"'?2, Também ainda ndo é certo que
estas células possuam caracteristicas idénticas as células embrionarias,
temendo-se que esteja mantida uma memoria genética das células de origem,

o que pode constituir uma limitagdo a sua seguranca e eficacia '%.

E reconhecido que para a utilizacéo clinica das CEPi existe ainda um longo
caminho, com etapas que passem pela simplificacdo da metodologia da
reprogramagéo, melhoria da eficacia da inducdo, otimizacdo dos meios de
cultura, de selecdo e de controlo de qualidade das células '?*. Tal como as
células embrionarias ndo houve até a data nenhum ensaio clinico em

Cardiologia com as CEPi.

1.3.4 Células estaminais do musculo esquelético

O musculo esquelético tem capacidade para substituir as células musculares
que vao sendo perdidas, no fisiolégico turnover celular e parcialmente apos
uma agressao. As células satélite sdo pequenas células mononucleadas que
estao adjacentes a membrana basal da fibra muscular. Descobertas em 1961,
foi mais tarde confirmada a sua capacidade em se renovarem e de se

diferenciarem em células musculares esqueléticas, num processo de
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expansao extremamente produtivo, sendo capazes de originar 100
miofibrilhas musculares com as cerca de sete células presentes em apenas

uma miofibrilna '2>128,

As células satélite sao facilmente obtidas através de uma biopsia muscular e
expandidas em cultura, originando mioblastos — os precursores das células
musculares esqueléticas e que tém sido utilizados em investigacdo no ambito
da medicina regenerativa. Apesar dos mioblastos esqueléticos serem células
unipotentes, incapazes de se diferenciarem em cardiomiécitos, as suas
caracteristicas biolégicas e estruturais sao semelhantes, pelo que foram
muito cedo alvo do interesse dos investigadores e candidatos ideais para
utilizacdo nos primeiros estudos clinicos. Uma capacidade dos mioblastos
com especial interesse consiste na sua resisténcia a isquémia, uma potencial

mais valia para a sua utilizagdo em varias formas da doenca coronaria '%’.

Um grande numero de estudos pré-clinicos avaliou o transplante autélogo,
alogénico e xenogénico (entre espécies diferentes) de mioblastos
esqueléticos em coracdes com lesdo miocardica '?®. A maioria mostrou uma
melhoria funcional com a transplantagdo, embora os mecanismos deste efeito
nao estejam completamente esclarecidos, pois mesmo quando o nimero de
células presentes era insuficiente a melhoria na fungéo contractil era evidente
29 Além de uma eventual melhoria da contractilidade o beneficio do
transplante de mioblastos pode passar por:

a) efeitos paracrinos de citocinas e fatores de crescimento por si
libertados, com influéncia na angiogénese, na composicdo da matriz
extracelular e nas células residentes;

b) uma reducado no stress da parede ventricular, pelo simples aumento
da sua espessura e melhoria da elasticidade da cicatriz ap6s lesao, limitando

a dilatacdo e remodelacéo ventricular '22.
No entanto os mioblastos nao produzem algumas proteinas especificas das

células cardiacas, como as proteinas dos discos intercalados, N-caderina e

conexina 43, impossibilitando a sua integragdo eletromecanica com os
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cardiomiécitos o que implica a auséncia de sincronia da sua agao contractil e
potenciais riscos de disritmias fatais '*°. Outra limitacdo consiste na reduzida
sobrevivéncia das células (cerca de 90% morrem apo6s o transplante), sendo
a causa provavelmente multifatorial e ligada a processos inflamatérios, a

hipdxia, & apoptose e a inadaptagdo ao meio extracelular ™.

Algumas destas limitagdes tiveram impacto nos estudos clinicos realizados,
levando mesmo a um desinvestimento na sua investigacdo, como veremos
mais a frente. Parte dos esforcos foram redirecionados para a modificacao
dos mioblastos esqueléticos por manipulacdo genética, para capacita-los
para a sintese de proteinas especificas das células cardiacas ou para a
expressdao de fatores de crescimento, de forma a melhorar a sua

132

sobrevivéncia e integracao Estas novas estratégias necessitam de

otimizagéo e estao ainda em fase pré-clinica.

1.3.5 Células estaminais hematopoiéticas

As células estaminais hematopoiéticas (CEH) sdo as responsaveis pela
formacao das células do sangue e do sistema imunitario. Sdo hoje utilizadas
em Medicina no tratamento de mais de 30 doencas hematoldgicas e
oncoldgicas, desde que na década de 50 do século passado foi reconhecida

a sua capacidade de substituir o componente celular da medula dssea 33134,

No presente, a colheita de CEH faz parte da atividade clinica habitual em
varias areas médicas. Estas células séo faceis de obter num nimero elevado,
através de um simples aspirado de medula 6ssea ou da aferese do sangue
periférico, apds a sua mobilizacdo com citocinas como o fator de estimulacao
de colénias de granulécitos (G-CSF). Nao necessitam de uma extensa
manipulacdo ex vivo, o que limita o risco de contaminacdo, de perda de
viabilidade das células ou de alteracdes genéticas. O seu uso nao se associa
a questdes éticas, e as questdes legais ou regulatérias estao facilitadas pela

sua presenca na pratica clinica atual.
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Apesar da sua extensa utilizagao e intensa investigacédo algumas dificuldades
persistem. As CEH crescem em cultura assemelhando-se a glébulos brancos
e a sua diferenciacéo e correta identificacdo baseiam-se em marcadores da

3% Estes marcadores estdo

superficie celular como o CD34 e CD133
presentes nas CEH e desaparecem com a diferenciacao celular, permitindo a
sua separacao, mas através de um processo de citometria de fluxo complexo
e dispendioso - separador de células ativadas por fluorescéncia. Estes
marcadores nao sao especificos e o0 resultado desta separagcdo é um
conjunto heterogéneo de células estaminais, de células progenitoras e de
outras sem capacidade proliferativa. Por outro lado, e paradoxalmente tendo
em conta o grande numero obtido durante a sua colheita, a cultura e

expansao das CEH é ainda dificil e pouco eficaz '*°.

Tendo presente estas dificuldades em selecionar as CEH da medula éssea,
muitos estudos tém utilizado a populacdo ndo fracionada de células
mononucleares, ou seja as células do aspirado que permanecem apds a
simples separagao por gradiente de densidade dos eritrdcitos e das células
polimorfonucleares. Esta populacao é bastante heterogénea sendo composta
por 2 a 4 % de CEH em vérios estadios de maturidade, por outras células
estaminais ou progenitoras ndo hematopoiéticas (em muito menor niumero) e
por células diferenciadas como linfécitos, monécitos e macréfagos 27138, A
denominagdo de CEH tem sido frequentemente, e de forma incorreta,
utiizada em sobreposicdo com as células mononucleares derivadas da
medula 6ssea (CMNMO). Ao utilizar-se estas ultimas, o que se faz é a
administragdo de um vasto conjunto de células, algumas com fungdes e

interacdes ainda n&do completamente esclarecidas.

Outros investigadores utilizaram a técnica de separacao das células ativadas
por fluorescéncia, para obter uma populacdo mais homogénea e com maior
concentragdo de CEH, embora com acréscimo consideravel do custo e
complexidade como ja referido, e perdendo uma fracdo celular que pode por
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si 80, ou pela complexa e ainda ndo compreendida relagéo intercelular, ter
um papel terapéutico importante.

A descoberta na medula 6ssea de células que expressam marcadores de
células cardiacas indiferenciadas, a sua mobilizacdo no contexto de enfarte
para a circulacao periférica e o seu alojamento no coragcao parecem indicar
um papel das CEH na reparagéo cardiaca apds uma agressao '**'*°. Embora
tenha sido possivel observar transdiferenciagdo in vitro das CEH em
cardiomidcitos, a sua ocorréncia in vivo € controversa € ndo acontece com a

expressao necessaria a regeneracao miocardica com significado clinico.

Os estudos em ratos com enfarte do miocardio, provocado pela laqueacéo da
descendente anterior, divergiram quanto a capacidade das células derivadas
da medula 6ssea em promover a regeneragcdo miocardica ou a
vasculogénese, com alguns a mostrar estes beneficios ap6s o transplante

celular 99,100,141,142 101,143,144_ Esta

e outros a reportar resultados neutros
discrepancia realgca sobretudo a importdncia da aplicacdo rigorosa de
metodologias com aceitacao generalizada e replicaveis por outros grupos de

investigacao.

Num estudo de transplantacdo de CMNMO humanas apés enfarte e utilizando
o suino como modelo animal de grande porte, observou-se a existéncia de
uma melhoria da perfusdo do miocardio e da fungdo ventricular,
acompanhadas da reducdo da dimensdo do enfarte '*°. Mais interessante,
constatou-se a presenca de células humanas na parede de um tergco dos
novos capilares formados na area peri-enfarte, demonstrando a sua
incorporagdo no tecido recetor. Este estudo foi seguido por outros com
metodologia semelhante, que também demostraram o beneficio do
transplante autélogo, observando-se um aumento da densidade capilar e da

funcao sistélica e uma melhoria da remodelacéo ventricular 647,

Nos estudos clinicos tem sido constatada uma tendéncia para o beneficio do

transplante de células derivadas da medula 6ssea, em particular na sua
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forma nao fracionada e sobretudo no contexto de EAM. No entanto, sabe-se
que apenas um numero muito reduzido de células fica retido no tecido
cardiaco apdés a sua administracdo, e dessas, a maioria nao resiste as
condicdes de isquémia e aos processos inflamatérios locais *®'*°. Este fato,
associado a ja referida auséncia de transdiferenciacdo em células do tecido
cardiaco, levou a que fosse proposto que o beneficio do transplante das
CMNMO seja o resultado de efeitos paracrinos.

Segundo a hipétese da atividade paracrina, o transplante das células tinha
como efeito final a administracdo de um conjunto de citocinas e fatores de
crescimento com beneficio na inflamacao, na isquémia, na apoptose e na
ativacdo dos mecanismos de regenerac¢ao endoégena do miocéardio (Figura 3)
190151 Desta forma as células passaram também a despertar o interesse da
industria farmacéutica, que mantendo uma abordagem mais convencional

investe na procura de moléculas derivadas das células com beneficio clinico.
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Efeitos antinflamatérios
IL-10
TFF-beta
LIF
HLA-G solavel
Antagonista do receptor IL-1

T

Diminuicéo da

Recrutamento de

apoptose
células residentes Fatores IL-6
HaF Paracrinos Familia LIF
IGF-1 MMP-2
TNF-alfa TIMP-1,2

Trombospondina-1

l

eovascularizacao
VEGF
FGFs
P1GF
HGF
Ang-1 e Ang-2
bFGf
PDGF-B

Figura 3 - Fatores paracrinos das células estaminais e os seus potenciais efeitos.
Ang - Angiopeitina; bFG - basic fibroblast growth factor; FGF - Fibroblast growth
factors; HGF - Hepatocyte growth factor; HLA - Human leukocyte antigen; ILG - Insulin-
like growth factor; IL- Interleucina; LIF - Leukemia inhibitory factor; MMP - Matrix
metalloproteinases; P1GF - Placenta growth factor; PDGF - Platelet-derived growth
factor; TGF - Transforming growth factor beta; TIMP - Tissue inhibitor of
metalloproteinases; TNF - Tumor necrosis factor; VEGF -Vascular endothelial growth

factor

1.3.6 Células estaminais mesenquimais

Das células estaminais ndo hematopoiéticas presentes na medula éssea as

CEM foram as primeiras a ser descobertas '

Mais uma vez, esta
designacao abrange um conjunto heterogéneo de células que por definicdo
respeitam trés critérios (Figura 4):

a) tém a capacidade para aderir ao plastico em meios de cultura

convencionais;
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b) expressam um padrao especifico de marcadores antigénicos de
superficie onde estdo ausentes os marcadores da série hematopoiética;

c) tém multipoténcia, diferenciando-se em linhagens osteogénica,
condrogénica e adipogénica 2.

@ Nao
@ o Expressam Expressam

Adesao ao Plastico Marcadores de Superficie gg;g: %%1114?’
CD44, CD19,
/ CD73, CD31,
CD90, CD34,
CD105, CD45,
CD166, CD80 e
Stro-1 HLA-DR

Diferenciacao

l
© ©

Adipdcitos Ostedcitos Condracitos

Figura 4 - Critérios estabelecidos para a definicio de Células Estaminais
Mesenquimais. Capacidade para aderir ao plastico em meios de cultura convencionais;
expressdo e auséncia de marcadores antigénicos de superficie; multipoténcia, com

diferenciacdo em linhagens osteogénica, condrogénica e adipogénica .

Além da medula éssea, as CEM estao presentes em outros tecidos e érgaos,
incluindo o coragédo e o tecido adiposo, sendo este ultimo particularmente
interessante pela sua disponibilidade e por permitir a obtencdo de um grande

nimero de células **'*°. Independentemente da sua origem, estas células
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partilham potencialidades que as tornam particularmente interessantes para a

sua utilizacao clinica.

Esta demostrando que as CEM possuem uma grande plasticidade, podendo
diferenciar-se em células das trés camadas germinativas (Figura 2) '*°:

a) endoderme (células do tecido hepatico, pancreatico e respiratério);

b) mesoderme (adipdcitos, ostedcitos, endotélio, midcitos e
cardiomidcitos);

c) ectoderme (tecido nervoso, pele).
Esta transdiferenciacdo ocorre pela exposicdo a diferentes estimulos
provenientes do meio de cultura. No caso dos cardiomidcitos derivados de
CEM, observou-se a sua agregacao em estruturas miotubulares, com
capacidade contractil e de sincronia apds duas a trés semanas de expansao
7 Um estudo que avaliou doentes transplantados em dois diferentes
contextos, transplante cardiaco ou de medula 6ssea, confirmou a presenca
de cardiomiécitos e de células endoteliais no coracdo transplantado
proveniente do recetor, e de semelhante forma, detetaram-se novas células
com origem no dador no coracdo de doentes submetidos a transplante de
medula 6ssea, tendo sido as CEM de origem alogénica implicadas nesta

renovacao celular & distancia *8.

Outra particularidade importante das CEM esta relacionada com as suas
propriedades imunomoduladoras e com a possibilidade de serem células
imunoprivilegiadas, ou seja, capazes de iludir os mecanismos de rejei¢ao.
Esta ultima capacidade resulta de ndo expressarem moléculas de classe Il do
sistema antigénio leucocitario humano, o principal complexo de
histocompatibilidade, e de inibirem a células T citotoxicas e as células
exterminadoras naturais (Natural Killer) **'®°. Desta forma, esta aberta a
possibilidade do transplante  alogénico, sem necessidade de
imunossupressdao, € da obtengcdo de um produto of-the-shelf pronto a
administrar em qualquer altura. No entanto, existem alguns autores que
contrariam a existéncia dos privilégios imunologicos das CEM, existindo

evidéncia de que depois da sua diferenciacao pode haver uma transi¢éo para
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um estado imunogénico, sendo este um tema ainda ndo completamente

esclarecido 16162,

Mais uma vez, a ocorréncia de transdiferenciacdo in vivo das CEM em
cardiomiécitos, apds a transplantacao celular, parece ser um fenémeno raro,
e sao os seus efeitos paracrinos provavelmente os principais responsaveis

pelos eventuais efeitos positivos na reparacéo cardiaca (Figura 2) 163164,

Os resultados de alguns trabalhos indicam que provavelmente as CEM ja
fazem parte do sistema de reparacdao enddégeno. Apds uma agressao e o
inicio de um processo inflamatério, estas células parecem ser mobilizadas
para a circulacdo e migrarem para os tecidos lesados, onde se fixam e sao
ativadas '®°. A complexa rede de mecanismos moleculares deste processo de
homing esta ainda por definir, mas ja foram identificadas varias quimiocinas e
respetivos recetores, destacando-se o CXCR4, que tem como ligando o fator
derivado do estroma-1 (SDF-1), tipicamente presente em regides de
inflamacdo '®°. Algumas estratégias de precondicionamento celular e de
modificacdo genética tem tentando amplificar estes mecanismos para
modular o homing das CEM, ativando a expressao de recetores CXCR4 para
estimular a sua ligagdo aos tecidos inflamados '®"'®8. Este é um exemplo em
como esta area do conhecimento é fértil em ramificacées, criadas para tentar
obter respostas que permitam ir redirecionando os esforcos para criar uma
terapéutica eficaz com a utilizacao de células.

Estudos pré-clinicos iniciados ha cerca de uma década contribuiram para
aumentar o interesse na utilizagdo terapéutica das CEM no contexto de
doenca cardiaca. O transplante destas células em ratos mostrou a sua
fixacdo e sobrevivéncia no coracao, efeitos na neovascularizagao, melhoria
da fungdo ventricular e reducdo da massa de enfarte "2, Também no
modelo suino as células mesenquimais mostraram capacidade de se fixarem

na regiao de enfarte e de melhorar a fungao sistélica do ventriculo esquerdo
163,173,174
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Em alguns dos estudos realizados com modelos animais houve achados
relacionados com a seguranca da utilizacdo destas células. Alguns autores
propuseram que a entrega destas células por via intracoronaria estaria
comprometida pelo seu tamanho, superior ao didmetro dos capilares e, como
tal, com potencial para comprometer a circulacdo coronaria. Este risco esta
intimamente ligado com o tema desta tese e sera desenvolvido mais a frente.
Preocupante também foi o achado de tecido ésseo ectépico em alguns dos
animais transplantados, provavelmente resultante da diferenciacdo das CEM
em osteoblastos '>'"®. Nao obstante as CEM j& chegaram & investigacdo

clinica como veremos no respetivo capitulo.

1.3.7 Células estaminais cardiacas

A capacidade de regenerar de forma completa varios tecidos e 6érgaos,
incluido o coracdo, esta perfeitamente estabelecida para algumas
subespécies de salamandras e para o peixe zebra. O mesmo acontece para
os mamiferos na sua fase embrionaria ou neonatal. Contudo, é certo que esta
capacidade se esvanece durante o desenvolvimento da fase adulta. Nos
mamiferos adultos o coracao faz parte dos érgaos classificados como tendo
baixa capacidade regenerativa, juntamente com o rim, pancreas e tecido

nervoso 7.

Como ja referido, até ha poucos anos acreditava-se que o coragao fazia parte
de um conjunto de érgaos po6s-mitéticos e sem capacidade de renovacéo.
Algumas descobertas recentes puseram em causa este conceito de varias
formas:

a) os cardiomidcitos adultos sdo capazes de regressar ao ciclo celular e
proliferar em resposta a estimulos relacionados com uma agressdo ou
sobrecarga cardiaca, no que parece ser parte de um processo de reparagao
178-180

endogena, infelizmente insuficiente in vivo

b) um maior conhecimento sobre a homeostasia celular cardiaca,
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mostrou que a semelhanca do que atualmente se acredita que acontece nos
outros 6Orgaos, existe uma continua perda celular ao longo da vida, que
ultrapassa largamente o numero de células presentes no corag¢do na idade

adulta e o que implica um necessario processo continuo de renovagao celular
103,181.

c) adescoberta de coracdes quiméricos apos transplante cardiaco, com
células do recetor a fazer parte da constituicido do coracdo dador, parece
também indicar que houve células capazes de migrar (dos resquicios
auriculares ou eventualmente da prépria medula éssea), diferenciarem-se,
em cardiomiécitos ou células endoteliais e integrarem o tecido dador '8%'82;

d) mais recentemente e num estudo muito interessante, foi demonstrado
através do nivel de incorporacdo no ADN celular de elementos com carbono
14, presente na biosfera como resultado dos testes nucleares até a sua
interdicdo em 1962, que os cardiomidcitos presentes no coragdo adulto tém
idades diferentes e nao foram todos gerados durante a fase embrionaria, mas

também durante a vida adulta '®*.

As explicacdes para a origem das células responsaveis por esta renovacao
cardiaca passam pela ja referida migracdo para o coracdo de células
estaminais da medula 6ssea e pela eventual desdiferenciacdo e proliferacéo
dos cardiomiécitos residentes, originando células novas '%°. Acredita-se
também que este é o resultado, pelo menos em parte, da existéncia de
células estaminais no coracdo com capacidade para se diferenciarem nas
varias células que constituem o miocardio — as células estaminais cardiacas
(CEQ).

Nos ultimos 10 anos foram identificados varios tipos de CEC, representando
uma vez mais um grupo heterogéneo de células, todas com capacidade de
autorrenovacao, clonogenicidade e multipoténcia. As CEC sao nomeadas
pela sua forma de as identificar e isolar '®°. Assim temos as CEC c-Kit*, que
possuem este recetor na sua superficie; as CEC Sca-1*, portadoras do
antigénio de célula estaminal; as CEC da populacao lateral (side population),
com propriedades que as fazem surgir “ao lado” nas analises por citometria
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de fluxo; e as CEC derivadas de cardioesferas, capazes de crescerem em
meios de cultura, formando conjuntos esféricos de células em suspensao.
Alguns autores levantam a hipétese de estes varios tipos de CEC nao serem

mais de que diferentes fases de maturagéo de uma célula tnica '®’.

Estudos em animais mostraram que apds uma agressao cardiaca, as CEC
endogenas sao ativadas e mobilizadas para a regidao da lesdo, onde séo
capazes de proliferar e de se diferenciar em cardiomidcitos, células
musculares lisas e células do endotélio vascular ¥ Apesar de tal ndo
acontecer com a magnitude suficiente para se observar uma reparagao
expressiva do coracao, existe a esperanca que uma vez esclarecidos estes
mecanismos, seja possivel a ampliacdo deste processo de regeneracao
endogena, de forma a ter traducéo terapéutica.

A avaliagdo pré-clinica da seguranca e do potencial terapéutico do
transplante de CEC teve resultados interessantes em modelos de doenca
cardiaca. Em roedores demonstrou-se nos anos mais recentes a capacidade
dos varios tipos de CEC em se fixar no coragdo, aumentar o seu niumero e
originar células das principais linhas celulares cardiacas '**'*°. Em alguns
destes estudos também foi evidenciado um beneficio na fungdo cardiaca
apds a provocacdo de uma lesdo isquémica, com a melhoria da funcao
sistélica do ventriculo esquerdo, a diminuicdo das dimensdes ventriculares e
a reducdo das dimensdes de enfarte "%, Outra evidéncia destes estudos
pré-clinicos € que nao parece haver superioridade de nenhum tipo especifico
de CEC em relacao aos outros, quantos aos seus efeitos na regeneracéo e

melhoria da fungéo do coragédo '°°.

A transplantacdo de CEC em modelos animais de grande porte tem sido
avaliada de forma menos intensa em comparagcdo com o0s estudos com
roedores. Os seus resultados tém mantido o interesse no efeito terapéutico
destas células, sobretudo as CEC c-Kit" e as CEC derivadas de cardioesferas
193195 Para a entrega das células tém sido utilizadas a via intracoronéria e a

injecdo intramiocérdica direta. De uma forma geral, foi demostrada a
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ocorréncia de regeneracao miocardica e uma melhoria na funcao ventricular
esquerda, embora por vezes nao significativa, o que tem sido explicado pelo
pequeno nimero de células que se fixam e sobrevivem no coracdo '*®. Em
modelos de enfarte do miocardio também foi observada a reducao da cicatriz

de enfarte %

Igualmente importante é a auséncia de formacao de
neoplasias, de tecido ectopico, de disritmias ou de outros aspetos

relacionados com a segurancga das estratégias utilizadas.

1.3.8 Outras células estaminais

Além dos principais tipos de células estaminais ja abordados, existe um
conjunto de células de varias fontes e com caracteristicas e propriedades
especificas, que motivaram o interesse pela avaliagdo do seu efeito
terapéutico na doenca cardiaca. Algumas tém igualmente vantagens na
acessibilidade da sua obtengéo e na auséncia de questdes éticas ou legais. A
maioria ainda ndo chegou a estudos clinicos, mas a rapida evolucao da
investigagdo neste campo aconselha a considera-las como potenciais
candidatas.

Este € um grupo heterogéneo de células, em niveis de investigacado
diferentes e com novos elementos a serem introduzidos com frequéncia. De
forma sumaria destacam-se neste grupo:

a) células progenitoras do endotélio — descobertas em 1997, estas
células derivam da medula 6ssea, estdo presentes na circulacdo em numero
muito reduzido e tém a capacidade de diferenciagdo na linhagem endotelial,
contribuido desta forma para a vasculogénese '¥’. A sua caracterizagdo é
ainda ambigua e os mecanismos em que participam nao estdao ainda
esclarecidos. A reducdo dos seus niveis em circulacdo é reconhecida como
um importante biomarcador de risco cardiovascular, 0 que pode também
constituir uma limitagcdo para a sua utilizacao autéloga em doentes do foro

cardiaco '®. Apds expansdo ex-vivo estas células foram ja utilizadas em
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estudos clinicos no contexto de doenca isquémica, com alguns efeitos
positivos '%°;

b) células derivadas do epicardio — o tecido epicardico tem uma relacéao
préxima com o coracdo e tem sido visto como eventual fonte de células
progenitoras com capacidade de diferenciacado em cardiomiécitos e em outras

células do tecido cardiaco 2.

Tem sido proposta a existéncia de uma
ativacao do epicardico ap6s uma agressao cardiaca e a sua participacado na
resposta subsequente, com migracdo de células e de fatores tréficos com
efeitos paracrinos nas zonas de lesdo ?°'. Um fator de ativagdo das células
pluripotentes do epicéardio, a timosina beta 4, tem sido apontado como um
importante interveniente na eventual capacidade regeneradora do epicardico,
mas a sua utilizagdo em modelos animais deu origem a resultados
discrepantes 2°%;

c) células estaminais do sangue do corddo umbilical — desde o final
da década de 80 que o sangue do cordao umbilical € uma fonte reconhecida
de células estaminais hematopoiéticas, tendo a sua utilizacdo clinica
comecado nessa altura, quando o transplante destas células permitiu tratar
um doente com anemia de Fanconi ?®. A presenca de células multipotentes
no sangue do corddo umbilical, com capacidade de gerar outras linhagens
celulares além da hematopoiética, ainda é uma matéria controversa e que
carece de uma demonstracao definitiva. O surgimento de bancos de células
privados tem contribuido para alguma polémica, pois sdo frequentemente
acusados da promocdo nao fundamentada do potencial terapéutico destas
células por motivos comerciais. Das limitacbes das células derivadas do
sangue do corddo destacam-se o numero limitado de células passiveis de
serem obtidas nos 60-120 ml obtidos a nascenca, obrigando a sua expansao
para fins terapéuticos fora da area onco-hematolégica, bem como o facto de
a maioria dos adultos ndo ter o seu sangue armazenado, sendo obrigatoria
uma estratégia alogénica. Mais de uma dezena de estudos pré-clinicos
concluiram pela existéncia de beneficios terapéuticos do transplante de
células do corddo umbilical no contexto de EAM ?°*. Os mecanismos da sua
acao terapéutica ndo estdo esclarecidos, sendo duvidosa a existéncia de

regeneracao miocardica, admitindo-se a existéncia de semelhancas com os
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efeitos paracrinos das células derivadas da medula éssea, embora num
estudo animal comparativo estas tenham sido superiores no aumento da
contractilidade cardiaca apés lesdo miocardica 2%°;

d) células da geleia do Wharton - esta € uma substancia gelatinosa
presente no cordao umbilical e uma potencial fonte de células mesenquimais.
Com uma ontogenia mais préxima das células embrionarias estas células
podem ter um potencial proliferativo e uma plasticidade superior a das células

mesenquimais  adultas 2.

Além disso, as suas propriedades
imunomoduladoras podem também ser mais propicias a uma utilizacao
alogénica 2°°. Existe atualmente evidéncia de que apds o seu transplante
num modelo animal de enfarte, as células mesenquimais derivadas da geleia
de Wharton sdo capazes de se diferenciar em cardiomiocitos e em células
endoteliais, promovendo a regeneracdo cardiaca e a melhoria da funcéo
ventricular 2°7:2%8;

e) células derivadas do liquido amniético ou da placenta — os tecidos
placentarios tém origem nos primeiros estadios do desenvolvimento
embrionario, havendo a possibilidade que permanecam células com
plasticidade semelhantes as células embriondrias e capazes de se
diferenciarem nas trés linhas germinais, sendo que a sua obtencdo esta

isenta dos problemas éticos destas 2%°.

Por outro lado, a participacdo da
placenta na tolerdncia materno-fetal indica a existéncia de capacidades
imunomoduladoras especificas das suas células com eventuais vantagens
terapéuticas. Células mesenquimais derivadas do tecido amnidtico ou da
placenta foram utilizadas em estudos pré-clinicos de enfarte do miocardio,
demostrando-se a sua capacidade de fixagdo cardiaca e de diferenciacdo em
cardiomiécitos, tendo o seu transplante efeitos positivos como o0 aumento da
densidade vascular, diminuicdo da fibrose e das dimensbées do ventriculo
esquerdo 219212,

f) células derivadas da polpa dentaria — o tecido do interior do dente tem
células estaminais com capacidade de diferenciacdo em varias linhagens,
incluindo a cardiaca. Para alguns autores, esta sera uma das principais
fontes de células mesenquimais no futuro, pela sua comprovada

multipoténcia, facilidade de obtencdo e preservacdo prolongada 2'3. Estudos
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pré-clinicos demonstraram que o transplante destas células esta associado a
uma reducdo da cicatriz de enfarte e sdo promotoras potentes da

angiogénese no contexto de isquémia/necrose do miocardio 2'*2'°.

E pertinente referir a preocupacéo partilhada por muitos dos investigadores
em que exista um melhor esclarecimento dos efeitos, dos mecanismos e dos
riscos de utilizacdo destas fontes de células estaminais antes da sua
translacdo para estudos clinicos. Sem isso, e com esta variedade de
candidatos, a quantidade e qualidade de informacgao gerada podera contribuir
para uma maior entropia do estado atual do conhecimento.

1.4 Métodos De Entrega Das Células

Embora ndo seja a Unica estratégia em avaliacao e com perspetivas de futuro,
o transplante celular, autélogo ou alogénico, tem sido a principal forma
proposta para a aplicagéo clinica de células. O método ideal de entregar as
células ao coracdo ainda nao esta definido. Este sera certamente 0 menos
invasivo e 0 que conseguir um equilibrio apropriado entre os riscos e as
dificuldades técnicas inerentes, a eficacia em entregar o nimero necessario
de células viaveis na regidao alvo e o custo associado. Este balanco pode
variar com a patologia a tratar e com o tipo de célula, assim como da eventual
necessidade da utilizacdo de substancias ou materiais adjuvantes a sua

fixacdo e sobrevivéncia.

As formas encontradas para a entrega das células procuraram utilizar o
conhecimento e as capacidades da pratica clinica atual, embora outras
tenham sido especificamente desenvolvidas para esta nova era da Terapia
Celular. O rapido desenvolvimento nesta area motivou a publicacdo em 2010
das primeiras recomendacdes internacionais para a utilizagdo das técnicas de
entrega de produtos biolégicos para regeneracao cardiaca, assim como para

216

o treino dos respetivos operadores De seguida apresentam-se o0s

principais métodos utilizados até a data (Figura 5).
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Injecao Intramiocardica
Transepicardica

Injecao Intramiocardica
- Transendocardica
Métodos de
Entrega de l
Células ao ‘
Coracao

D Injecéo Venosa Coronaria por Via
Retrograda

I Injecdo Intracoronaria Arterial

Injecdo Venosa Periférica

Figura 5 - Formas de entrega de células ao coragao.

1.4.1 Injegao intramiocardica transepicardica

A injecé&o direta no interior do miocardio é uma forma simples de entrega das
células quando efetuada com o coracdo exposto por uma esternotomia,
geralmente durante uma cirurgia cardiaca ja planeada e com uma outra
indicagao clinica. Na maioria dos trabalhos ja realizados esta via é associada
a uma cirurgia de revascularizacdo do miocéardio e no contexto de doenca
cardiaca isquémica. Também ¢é licito prever que, caso a terapia celular
mostre beneficios suficientes, a entrega direta de células podera ser efetuada
de forma independente e por procedimentos cirdrgicos menos invasivos e
que obviem a esternotomia, por exemplo com uma minitoracotomia lateral e

apoio endoscépico.

Este método possibilita a entrega de um grande numero de células e a sua
associacao a implantacdo de substancias ou materiais adjuvantes, e permite
a visualizagdo direta das regides favoraveis a sua sobrevivéncia e ao
desempenho da sua acdo. Acredita-se atualmente que estas zonas sejam as
que tém miocardio viavel na proximidade ou em fronteira com regides de

necrose, e tem sido estas o alvo para a injecao das células na maioria dos
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estudos que utilizaram esta via.

A limitagc&o da injeg&o intramiocardica transepicardica com maior expressao é
obviamente a sua natureza mais invasiva, o que pode condicionar a sua
utilizacdo nos doentes sem outra indicacdo cirdrgica ou que tenham
contraindicacao ou risco cirurgico elevado. Por outro lado, o balanco entre o
risco e o beneficio, efetuado previamente a qualquer ato médico, obriga a
uma demostracdo muito expressiva dos efeitos clinicos positivos de uma
estratégia que se baseasse nesta via de entrega das células. Outras
limitacbes importantes, sobretudo se comparadas com as técnicas
percutaneas, é o maior custo das técnicas cirdrgicas, 0 maior consumo de

recursos e a sua menor disponibilidade.

1.4.2 Injegao intramiocardica transendocardica

A inje¢do intramiocardica por via transendocardica € uma técnica
desenvolvida especificamente para a entrega de células. Baseia-se em
cateteres dedicados com agulhas distais, que sao avancados até ao interior
da cavidade cardiaca através de um acesso arterial periférico e com o auxilio
de fluroscopia. Sendo uma técnica percuténea, sem visualizacdo direta do
coracgao, a identificacdo das regides alvo para a injecao segura e eficaz das
células baseia-se necessariamente em técnicas de imagem avancgadas.
Destaca-se aqui a utilizagcdo dos sistemas tridimensionais de mapeamento
eletromecanico, desenvolvidos para procedimentos eletrofisiolégicos e de
utilizacao rotineira nos dias de hoje, e que possibilitam ao operador identificar
as zonas de perinecrose e ai posicionar corretamente o cateter para a

puncao do miocéardio e posterior entrega das células.

Esta técnica partilha de algumas das vantagens da inje¢ao transepicardica,
nomeadamente a possibilidade de entregar um nimero grande de células, de
qualquer tipo, com outros coadjuvantes se necessario e de forma precisa nas

regides tidas como alvo. Tem ainda a vantagem, inerente aos procedimentos
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percutaneos, de ndo necessitar de anestesia geral, ser menos cruenta e
permitir rapidamente o regresso a normal atividade do doente. Esta no
entanto dependente de meios tecnoldgicos avancados, necessita de treino
especifico dos operadores e do desenvolvimento de uma curva de
aprendizagem, tem custos financeiros significativos e, sendo uma técnica
relativamente demorada, despende um tempo valioso dos laboratoérios de

hemodinamica.

A exequibilidade e seguranca da injecao intramiocardica foi demostrada em
varios estudos clinicos e ja existem em comercializagao alguns cateteres
dedicados: Myostar™ (Biosense Webster, Inc.); Helical Injection Catheter™
(Biocardia,Inc.); TransAccess® MicroLume™ (Tranvascular, Inc.), MyoCath™
(Bioheart,Inc.).

1.4.3 Injecgao intracoronaria arterial

Os procedimentos intracoronarios fazem parte da atividade clinica habitual
desde ha quase quatro décadas e os cardiologistas de intervengcao estao
perfeitamente familiarizados com o0s seus aspetos técnicos, sendo a
revascularizacdo coronaria percutanea uma parte consideravel da sua
atividade. A injecdo intracoronaria através de um cateter € a forma mais

simples, expedita e acessivel de entregar células diretamente ao coracao.

Apesar de ser possivel aceder a regides especificas do miocardio, ao
selecionar os ramos arteriais que as irrigam, a administragao das células por
esta via é realizada de forma mais dispersa e menos dirigida do que a injecao
intramiocardica. Esta forma de entrega depende também da passagem das
células do interior dos vasos para os tecidos, sem a qual estas entram na
circulacao sistémica podendo ser destruidas ou fixarem-se noutros 6rgaos,
onde a sua agao nao s6 nao tem beneficios terapéuticos como podera ter
potenciais riscos. Outra limitacdo importante é ndo ser exequivel na presenga

de oclusdo das artérias coronarias ou de se associar a um acréscimo do risco
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se existir doenca difusa.

Nao obstante as limitagdes referidas, esta tem sido a via mais utilizada nos
ensaios clinicos, em particular no contexto de EAM, onde € possivel utilizar a
prépria artéria culpada. Em 2002, Strauer utilizou a via intracoronaria para a
realizar o transplante autélogo de CMNMO para o tratamento de doentes com
EAM 2. A sua metodologia, apelidada de stop-flow, foi posteriormente
adotada pela maioria dos estudos clinicos subsequentes no mesmo contexto
clinico. Esta consiste em ocluir transitoriamente a artéria culpada com a
insuflagdo de um cateter de baldo over-the-wire no interior do stent, colocado
durante a intervencao de revascularizacdo, com o intuito de prevenir o fluxo
retrdgrado, sendo as células injetadas distalmente a oclusdo através do
limen do proéprio cateter de baldo (Figura 6).

Figura 6 - Entrega intracoronaria de CMNMO com a técnica de stop flow num
doente com enfarte agudo do miocardio. Cateter de baldo over-.the-wire insuflado no

interior do um stent colocado no segmento médio da artéria descendente anterior
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durante a intervencdo corondria percutinea primaria. As células foram injetadas

distalmente ao baldo através do seu limen.

A necessidade e as putativas vantagens em interromper o fluxo coronario
durante a administracdo das células tém sido questionadas 2'®. A sua
execucao na auséncia de um stent previamente colocado é passivel de
lesionar a parede da artéria, aumentando os riscos do procedimento, o que
constitui uma limitagdo significativa em contextos clinicos onde nao esta
indicado a colocagdo de stents coronarios. A simples infusdo intracoronaria
das células, podendo ser seletiva com o auxilio de um microcateter, sera
provavelmente tao eficaz e mais segura que a técnica de stop-flow e foi esta

a escolhida para os trabalhos desta tese.

1.4.4 Injegao venosa coronaria por via retrégrada

Nesta técnica, desenvolvida para a entrega de células, é colocado um cateter
de baldo no interior do seio coronario, guiado por fluroscopia e, a semelhanca
do descrito para a via intracoronaria, o fluxo do seio coronério é interrompido
com a insuflacdo do baldo a baixa pressado, sendo as células injetadas
através do lumen do cateter de baldo. Esta via tem a potencial vantagem de
nao depender de vasos de resisténcia, ao contrario da circulagdo arterial.
Além disso, a pressdo transvascular ap6s a provocacdao da estagnacao
venosa podera ser mais favoravel a passagem das células para o tecido
miocardico 2'°. Esta forma de entrega também obvia as limitagdes associadas
a presenca de doenca corondria, assim como os riscos de obstrucdo da
microcirculacdo. Contudo, este & um procedimento complexo e que depende

da anatomia variavel do seio coronario.

1.4.5 Injegao venosa periférica

A simples injecdo numa veia periférica € a forma mais simples e menos

invasiva de entregar células com potencial terapéutico. No entanto, a sua
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eficacia depende da capacidade dessa determinada célula em chegar ao
coracao e ai se alojar, sem que antes fique retida noutro 6rgao. As células
entregues por esta via estao sujeitas a um efeito de primeira passagem na
circulacdo pulmonar, sendo reduzido o nimero das que sao posteriormente
encontradas no coracdo. Até ao presente momento, a baixa capacidade em
entregar um numero significativo de células tem limitado a expans&o desta
via de entrega, especialmente quando comparada com a injecao

intracoronaria 229221

. A melhor compreensdo dos mecanismos de homing e
fixacdo cardiaca das células pode no futuro providenciar solucbes que
ultrapassem estas limitagdes, tornando esta a via mais apta para a utilizagao

clinica.

1.4.6 Riscos da inje¢ao intracoronaria de células mesenquimais

Existem receios relacionados com a seguranca da administracao de CEM por
via intracoronaria. O seu tamanho de 20 pum € claramente superior ao
didmetro dos capilares coronarios (10 um em média), podendo levar a sua
oclusdo e a ocorréncia de microenfartes ou ao fendmeno de no reflow

coronario, ja demonstrados em alguns estudos animais.

Em 2004, Vulliet et al. realizaram um estudo pioneiro com injecéao
intracoronaria de CEM em 6 caes saudaveis %2, Utilizaram uma dose de 0.5 x
10° CEM / Kg, o que se traduziu em cerca de 10 x 10° CEM injetadas. Todos
0s animais apresentaram alteracbes eletrocardiograficas agudas, com
elevacao de ST e inversdo da onda T, compativeis com isquémia do
miocardio. Nos dois animais em que foram avaliados os niveis de troponina,
observou-se a sua elevacao nas primeiras 24 horas. A avaliacao histolégica e
imuno-histoquimica mostrou evidéncia de enfarte do miocardio em todos os

animais.

Dois anos depois, Freyman et al. compararam num modelo suino de EAM
trés vias para administracdo de 60 x 10° CEM: intracoronaria;
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transendocardica e por veia periférica #'.

No grupo dos 6 animais
selecionados para a via intracoronaria, em 3 verificou-se um compromisso do
fluxo coronario distal durante a administracao, embora esta tenha recuperado

e ndo tenha havido traducgéo clinica.

Utilizando um modelo canino de enfarte do miocardio, Perin et al.
compararam a injecdo de CEM por via intracoronaria com a sua
administracdo por via transendocardica num estudo efetuado em 2008 223,
Todos os animais receberam 100 x 10° CEM. Numa avaliagdo prévia, 9
animais saudaveis receberam as células através de uma infusdo
intracoronaria em trés velocidades diferentes: 1 x 10° células / min (n=5), 1,5
x 10° células / min (n=2) e 3 x 10°células / min (n =2). Nos animais do grupo
de menor velocidade ndo se observou nenhuma elevacdo dos marcadores
cardiacos, ao contrario da elevacao de duas e sete vezes superior ao limite
definido, respetivamente nos grupos de velocidade intermédia e alta. No
entanto, a avaliacdo histopatolégica destes animais ndo mostrou obstrucédo
capilar pelas CEM. No estudo controlado que se seguiu, 7 animais receberam
as células por via intracoronaria a velocidade mais baixa, 7 dias apos a
provocacdo do EAM. Um animal desenvolveu no reflow coronario, a que se
seguiu fibrilhacao ventricular incessante e morte durante o procedimento. Um
outro animal morreu dois dias depois da administragdo por necrose intestinal.
No grupo recetor de células por via transendocardica ndo houve eventos

relacionados com a segurancga.

Num outro estudo realizado em 2010, Grieve et al. utilizaram duas ovelhas
saudaveis, tendo avaliado as modificagdes dos niveis dos marcadores
bioquimicos de necrose miocardica, as alteragdes histoldégicas do tecido
cardiaco e a avaliacdo por ressonancia magnética com utilizacao de gadolinio,
apés a administragdo intracoronéaria de CEM #?*. Um dos animais recebeu
uma dose de 25 x 10° CEM, tendo-se observado uma elevacao ligeira da
troponina nas primeiras 24 horas e um aumento da celularidade intersticial
por infiltracdo linfocitaria, mas ndo houve evidéncia histolégica de necrose

nem imagens de realce tardio na ressonancia magnética. A segunda ovelha
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recebeu uma dose trés vezes superior, 75 x 10° CEM, e apresentou uma
maior elevagcdo da troponina, um aumento da celularidade intersticial
semelhante a do outro animal, mas acompanhada de alterac6es compativeis
com obstrucao dos pequenos vasos e de enfarte do miocardio, sendo este
também bem evidenciado pelo realce tardio observado na ressonancia

magnética.

Destes estudos pré-clinicos conclui-se que a possibilidade de as CEM
obstruirem a microcirculagdo corondria existe, estando aparentemente
relacionada com a quantidade de células e a sua velocidade de infusdo. No
entanto, este é um fendmeno que nao se observou em todos 0s animais, néo
se conhecendo todas as varidveis que determinam um comportamento
diferente. O melhor esclarecimento da seguranca da injecao intracoronaria
das CEM é importante para o desenho de futuros ensaios clinicos, o que nao
impediu a concretizagcdo de alguns como sera apresentado nos capitulos

seguintes.

E também relevante destacar que a isquémia resultante da obstrucio
microvascular pode ditar a ndo sobrevivéncia e como tal a ndo permanéncia
destas células no coracao, havendo evidéncia que a maior parte das CEM
entregues por via intracoronaria ficam presas ao nivel pré-capilar, onde séo
destruidas #?°. Desta forma, a compreensdo dos efeitos na microcirculacdo
coronaria é também importante para o desenvolvimento de estratégias mais

eficazes.

1.5 Investigacao Clinica Atual Em Terapia Celular

1.5.1 Consideragoes gerais

A exploracao do potencial terapéutico das células no contexto de doenca
cardiaca comecou ha mais de uma década. A maioria dos estudos efetuados
sao de pequena dimensdao e pretendem estabelecer a segurangca e
exequibilidade de um determinado tipo celular e abordagem terapéutica.
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Apesar de, até ha data, ndo terem surgido efeitos secundarios, reacoes
adversas ou complicacbes significativas relacionadas com os diferentes
procedimentos envolvidos, alguns autores criticam a rapidez com que se
passou dos estudos pré-clinicos para a investigacdo humana 22?7 O
estabelecimento de uma estratégia terapéutica baseada em células depende
de um conjunto complexo de variaveis, muitas ainda mal definidas, e
dependentes de mecanismos moleculares e celulares que ainda carecem de

melhor esclarecimento 2.

Outra apreciacdo comum sobre a investigacao clinica efetuada baseia-se na
heterogeneidade da metodologia utilizada e das variaveis analisadas pelos
diferentes estudos, o que dificulta a comparacao dos resultados e a definicao
de uma estratégia eficaz. Na verdade, devido a reduzida dimensdao dos
estudos, muitos dos autores optam pela avaliagdo de multiplas variaveis
bioldgicas relacionadas com os processos fisiopatolégicos envolvidos - 0s
surrogate endpoints. O mais utilizado na investigagéo clinica tem sido a FEVE
a qual é um forte predizente da mortalidade no contexto de doenca cardiaca
22 sendo a sua avaliacdo efetuada por varios métodos de imagem,
sobressaindo a ecocardiografia como o mais acessivel e a ressonancia

magnética como o mais fidedigno e com menor variabilidade.

Os métodos de imagem, onde se incluem também a cintigrafia de perfusédo
do miocardio com tomografia computorizada com emissdo de fotdo Unico
(SPECT) e a tomografia por emissao de positrées, tém tido um importante
papel na investigacdo neste campo, ao permitirem a avaliacdo das
dimensdes de enfarte e da cicatriz miocardica, a quantificagdo de miocardio
viavel e o estudo da contractilidade regional, cuja modificagdo pode refletir a
ocorréncia da pretendida regeneracao miocardica.

Muitos dos ensaios clinicos utilizam também surrogate endpoints nao

dependentes de métodos de imagem. A monitorizacdo eletrocardiografica
tem permitido o estudo do potencial pré-arritmico e do risco de morte subita.
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A tolerancia ao esfor¢o e a capacidade funcional tém sido avaliadas por
alguns autores com o teste da marcha dos seis minutos ou com a
determinacdo do consumo maximo de oxigénio durante uma prova
cardiorrespiratéria. Marcadores bioquimicos, como os péptidos natriuréticos,
também dao informacdo sobre a modificacdo do estadio funcional dos
doentes e tém sido utilizados, em particular no contexto de insuficiéncia
cardiaca.

As diferentes combinacdes destas variaveis clinicas e dos métodos para a
sua determinagdo, criaram uma diversidade de resultados, por vezes
inconsistentes ou incongruentes, o que no geral torna dificil a conclusao
sobre o verdadeiro potencial da terapia celular. A isto junta-se o fato de varios
estudos terem sido realizados sem grupo controlo, de forma aberta e néo

randomizada.

Nao obstante as limitacdes apresentadas, sao dezenas os estudos clinicos ja
realizados, com milhares de doentes incluidos, divididos por trés cenarios
clinicos: EAM, cardiomiopatia isquémica cronica e CMD. Estes estudos
providenciaram um manancial de conhecimento, cuja analise é importante
para o desenvolvimento de futuras estratégias com maior possibilidade de

Sucesso.

1.5.2 Investigacao no enfarte agudo do miocardio

1.5.2.1 Células estaminais hematopoiéticas

Uma parte consideravel dos ensaios clinicos ja realizados utilizou CEH
autélogas em doentes com EAM. No inicio do milénio alguns estudos

pioneiros realizados na Europa iniciaram a investigagao clinica nesta area.
Strauer et al. publicaram em 2001 um caso isolado de um doente de 46 anos
com EAM anterior sujeito a intervencao coronaria percutanea e implantacao

de stent na descendente anterior ?'". Seis dias depois do evento agudo
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recebeu 12 x 10° CMNMO injetadas na artéria culpada através de um cateter
de baldo insuflado no interior do stent como ja descrito. Os resultados
apresentados foram francamente favoraveis, com uma redugdo as 10
semanas de evolucdo da area de enfarte de 24,6 % para 15,7 % da
circunferéncia cardiaca (avaliada por ventriculografia), acompanhada de uma
melhoria na ordem dos 20 a 30% da FEVE, do indice cardiaco e do volume
sistolico. No ano seguinte o mesmo grupo apresentou os resultados de 10
doentes tratados com a mesma estratégia, comparados com um grupo
controlo, ndo randomizado, composto por outros 10 doentes ?*°. O grupo
tratado recebeu em média 28 x 10° CMNMO e, ap6s 3 meses, apresentou
uma reducdo significativa da regido de enfarte determinada por
ventriculografia, sendo esta menor do que a do grupo controlo. A FEVE teve
uma melhoria ndo significativa nos dois grupos, sendo de destacar que a
maioria dos doentes tinha boa funcao sistélica mesmo antes da inclusao no
estudo. Também importante é o facto de nao ter havido eventos adversos
relacionados com a obtencéo do aspirado da medula 6ssea e com a entrega

intracoronaria das células.

Em 2002 é publicado o TOPCARE-AMI, igualmente com 20 doentes, mas
desta vez randomizados para receber por via intracorondria CMNMO ou
células progenitoras obtidas do sangue periférico, 4 dias apés o evento
agudo #*'. Estes dois grupos foram comparados com um grupo de referéncia,
emparelhado quanto a funcado ventricular esquerda, localizacdo e dimenséao
do enfarte. A terapia celular associou-se a uma melhoria significativa aos 4
meses da FEVE (51,6 £ 9,6% para 60,1 £ 8,6%; p=0,003) e a reducéo do
volume ventricular (56,1 = 20 mL para 42,2 + 15,1 mL; p=0,01), ao contrario
do que aconteceu no grupo de referéncia onde nao houve alteragdes com
significado. Nao houve diferencas entre os dois grupos tratados com células.
A avaliacao por tomografia por emissao de positrées mostrou um aumento na
viabilidade miocéardica na regido de enfarte. Mais uma vez, ndo houve

eventos relacionados com a seguranca da terapia celular.

Aos anteriores trabalhos pioneiros, seguiu-se uma primeira geracdo de
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estudos controlados e randomizados, alguns com seguimento a longo prazo,
que partilham a utilizacado de CMNMO, entregues por via intracoronaria com a
técnica de stop flow 22" As suas principais caracteristicas estdo

apresentadas na Tabela 1.
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Tabela 1 - Primeira geracao de ensaios clinicos utilizando células estaminais no contexto de EAM.! - Diminuicdo; T - Aumento; Auto -
Autélogo; CMN-Células Mononucleares; CMNMO - Células Mononucleares derivadas da Medula Ossea; CMO - Células derivadas da Medula Ossea; ¢ -
grupo controlo; CPCs - Células Progenitoras derivadas do Sangue Periférico; FE - Fracdo de Encurtamento; Eco - Ecocardiografia; IC - Inje¢do
Intracoronaria; AngVE - Angiografia do Ventriculo Esquerdo; FEVE - Fracao de Ejecdo do Ventriculo Esquerdo; EAM - Enfarte Agudo do Miocardio;
RM - Ressondncia Magnética; ICP - Intervencdo Corondria Percutanea; r - randomizado; SP- Sangue Periférico; SPECT - Tomografia Computorizada
por Emissio de Fotdo Unico; trat. - tratado; VTDVE - Volume Telediastélico do Ventriculo esquerdo.

Resultados
No. Doentes Tipo de No. Células Via Dias apés Follow-up com Significado Estatistico
Estudo Desenho Placebo Método de Imagem
trat./contr. Células Injetadas Entrega EAM ou ICP (meses) (em comparag¢ao com o
grupo controlo)
29/30/11
TOPCARE-AMI (2002- Auto CPCs ou 1.6 £ 1.2 x 107 CPCs ou
r,c Nio (CMNMO / IC 3-7 Eco, AngVE, RM 4,12,60 | VTDVE; 1 FE;
2011) 231-232 SP- CMN 2.13+0.75x 108 CMO
CPCs/ c. | Dimensao Enfarte
BOOST (2004-2009, 1 FEVE Global (6 meses); Sem
r,c Niao 30/30 Auto CMO 2.46+0.94x10° IC 6 RM, Eco 6,18, 60
[)233-234 diferengas aos 18 e 60 meses
REPAIR-AMI (2006-
r,c Sim 101/103 Auto CMO 2.36+1.74x108 IC 3-7 AngVE, RM 4,12,24 1 FEVE
2010, II1) 235
Janssens (2006, II) 236 r,C Sim 33/34 Auto CMNMO 2x108 IC 1 Eco, RM 4 =FEVE; | Dimensio Enfarte
ASTAMI (2006, II) 237 r,c Nio 50/50 Auto CMNMO 6.8x 107 IC 6 SPECT, RM, Eco 6 Sem diferengas
TCT-STAMI (2006,11)
- r,C Sim 10/10 Auto CMNMO 4x107 IC 1 Eco 6 T FEVE
1 x 107 (dose baixa)
Meluzin (2006,1I) 239 r,C Nao 22/22/22 Auto CMNMO IC 7 Eco 3 1 FEVE (dose alta)
1x 108 (dose alta)
Cao (20009,11) 240 r,c Sim 41/45 Auto CMNMO 5+1.2x107 IC 7 SPECT, Eco 6,48 T FEVE
BALANCE (2009) 241 c Nao 62/62 Auto CMO 6.1+3.9x107 IC 7+2 AngVE, Eco 3,12,60 | Mortalidade
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Estes estudos distinguem-se sobretudo pelo niumero de células utilizadas,
pelo tempo de evolugcdo do EAM na altura da sua entrega, pela metodologia
de processamento do aspirado medular e pelos endpoints clinicos avaliados.
De uma forma geral, ndo houve eventos relacionados com a seguranca,
tendo alguns estudos apresentado resultados consentaneos com beneficio

do grupo tratado, enquanto outros tiveram um efeito neutro.

Esta dicotomia é bem ilustrada pela comparacao dos dois maiores estudos
deste grupo. O ensaio duplamente cego REPAIR-AMI é o maior, com 204
doentes incluidos em 16 centros aleméaes e 1 suico, randomizados para um
grupo tratado com células e para um grupo controlo tratado com placebo,
entre 0 3° e o 62 dia apds o evento agudo ?*. Aos 4 meses de evolucdo, o
grupo tratado apresentou um maior aumento da FEVE (48,3% para 53,8%,
55 + 7,3% vs. 46,9% para 49,9%, 3 + 6,5%; p=0,01) e uma reducao
significativa do endpoint combinado de morte e recorréncia de enfarte do
miocardico (2% vs. 10%; p=0,02). Estes beneficios continuaram a estar
presentes no seguimento efetuado aos 5 anos, com manutencao da melhoria
da FEVE e uma tendéncia para uma mortalidade total menor, com 15
doentes falecidos no grupo controlo e 7 no grupo tratado (p=0,07). Nao houve
diferengas quanto a ocorréncia de doenga neoplasica e de morte subita, o
que acrescenta evidéncia a seguranca da utilizacdo destas células a longo

prazo 2%,

Por outro lado, o estudo sem placebo ASTAMI, que incluiu 100 doentes de
dois centros noruegueses, ndo conseguiu demonstrar qualquer diferenca com
a utilizacdo de uma estratégia semelhante ?*’. Aos 6 meses a FEVE avaliada
por SPECT, ecocardiografia e ressonancia magnética ndo variou de forma
significativa em nenhum dos grupos e foi semelhante entre eles. Nao houve
efeitos adversos relacionados com o procedimento experimental, com
excecao da contaminacdo do aspirado da medula por Staphylococcus
coagulase negativo em um doente, tratado posteriormente com vancomicina
e sem desenvolvimento de infecdo. Estes resultados mantiveram-se na

avaliacdo aos 3 anos, observando-se uma evolucao clinica semelhante nos
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dois grupos 2*.

A discussao cientifica desencadeada pelas discrepancias entre estes dois
ensaios clinicos espelha bem a particular complexidade da investigacao

clinica nesta area 2*2%

. Nao existindo um produto Unico, de dosagem
especificada, como acontece com os farmacos, simples diferengas no
protocolo de processamento celular, na qualidade e numero de células, na
sua viabilidade e no préprio desenho do estudo, podem redundar em
resultados finais diferentes. Nos dois estudos foram obtidos 50 ml de
aspirado de medula 6ssea, no entanto, o nimero de células injetadas no
REPAIR AMI foi consideravelmente superior (média de 198 x 10°) comparado
com o do ASTAMI (média de 68 x 10°%), o que pode estar associado a
utilizacao de um protocolo de processamento celular mais eficaz no primeiro.
Também as condi¢cdes de armazenamento celular durante a noite no ASTAMI
(as células s6 foram entregues no dia seguinte a colheita na grande maioria
dos doentes) podem ter influenciado negativamente a sua capacidade
migratéria e consequentemente o seu potencial terapéutico ?**. De realcar
também que, se por um lado o REPAR AMI beneficia de um desenho mais
robusto, sendo verdadeiramente multicéntrico, duplamente cego e controlado
com placebo, o ASTAMI apresenta uma consisténcia na avaliacdo da FEVE

por trés métodos de imagem independentes.

Ao abordar a diversidade dos resultados obtidos nesta primeira vaga da
investigagao clinica é de destacar também o estudo BOOST, que avaliou por
ressonancia magnética a evolugdo da FEVE em 60 doentes randomizados
para um grupo tratado e um grupo controlo sem placebo [228]. Os
investigadores apresentaram um aumento de 6,7 % aos 6 meses nos
doentes tratados contra apenas 0,7% no grupo controlo (p=0,0026). Contudo
este beneficio na melhoria da FEVE nao foi sustentado ao longo do tempo,
tendo a avaliagdo aos 18 meses e aos 5 anos mostrado ndo existir diferencas

entre os grupos 24623,

Em Portugal foi também realizado o estudo GENESIS, resultante da

colaboracdo do Servico de Cardiologia do Hospital de Santa Marta e do
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Servico de Hematologia do Hospital Santo Anténio dos Capuchos. E um
estudo randomizado, controlado sem placebo, desenhado a semelhanga do
estudo BOOST para avaliar o transplante autélogo de CMNMO no contexto
de EAM, tendo terminado em 2014 por dificuldade na inclusdo de doentes.
Os resultados dos 43 doentes estao apresentados nas Tabelas 2,3 e 4. Nao
houve nenhum evento adverso realizado com a obtengao das células ou com
a sua entrega intracoronaria, da mesma forma, ndo ouve nenhuma evidéncia
de beneficio e a FEVE avaliada por ecocardiograma foi semelhante nos dois
grupos. Durante o seguimento houve um evento fatal no grupo tratado por
AVC aos 2 meses. Os resultados da ressonancia magnética aguardam a

finalizacdo da sua analise.

Tabela 2 - Caracteristicas de base da populacdo. Médias e desvio padrio, diferencas
avaliadas com o teste x2 para as varidveis categoéricas e teste T de Student para as

variaveis continuas .

Controlo Tratados P

Doentes (n9) 24 19

Idade (anos) 58,7 £13 51,1 +12 0,942
Sexo masculino 23 16 0,152
Diabéticos 5 2 0,457
Hipertensos 13 11 0,515
EAM anterior 19 13 0,887
Dor-ICP (horas) 5,8 h 5 5,7 h 4 0,968
CK maximo (U/L) 28241465 33571378 0,280
FEVE (%) 48+4 5116 0,348
FEVE <50% 12 10 0,967

CK - creatina quinase. EAM - enfarte agudo do miocardio. ICP - intervencdo corondria
percutanea. FEVE - fracdo de ejecao do ventriculo esquerdo.
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Tabela 3 - Eventos adversos intra-hospitalares. Uma complicagdo no grupo controlo
relacionada com embolizagido de trombo do ventriculo esquerdo para o membro inferior

esquerdo.

Controlo Tratados

Relacionados com Aspirado de X 0
MO

Relacionados com entrega IC

Complicac¢des IH

Eventos adversos

O|O|r|X
o|Oo|O|O

Mortalidade

IC - intracorondria. [H - intra-hospitalar. MO - medula 6ssea.

Tabela 4 - Fracao de ejecdo do ventriculo esquerdo avaliada por ecocardiografia
aos 6 meses, perfil disritmico na avaliacdo eletrocardiografica continua de 24
horas e evolucio clinica a um ano. Médias e desvio padrio, diferengas avaliadas com o

teste x2 para as variaveis categoricas e teste T de Student para as variadveis continuas .

Controlo Tratados P
FEVE (%) - 6 meses 56+4 53+5 0,445
SPV 475 +1120 424 +1500 0,913
TVNS 1 1 0,99
Eventos adversos major 0 1 0,78
Mortalidade 0 1 0,78

FEVE - fracao de ejecdo do ventriculo esquerdo. SPV - sistoles prematuras ventriculares.
TVNS - taquicardia ventricular nao sustida.

Como ja referido, estes estudos iniciais foram alvo de criticas quanto a rapida
transicdo bench-to-bedside. No entanto, dos méritos que é justo atribuir-lhes,
fazem parte a contribuicdo para o despertar do interesse da comunidade
médica para o tema da Terapia Celular e a revelacado de questbes pertinentes
para o seu desenvolvimento. Estas questbes foram abordadas numa
segunda geracao de estudos multicéntricos e randomizados, que exploraram
estratégias diferentes e avaliaram novos parametros (Tabela 5).
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Tabela 5 - Segunda geracao de ensaios clinicos utilizando células estaminais no contexto de EAM.! - Diminui¢do; T - Aumento; Auto -
Autélogo; CMN-Células Mononucleares; CMNMO - Células Mononucleares derivadas da Medula Ossea; CMO - Células derivadas da Medula Ossea; ¢ -
com grupo controlo; Eco - Ecocardiografia; IC - Injecdo Intracoronaria; IM - Injecdo Intramiocardica; AngVE - Angiografia do Ventriculo Esquerdo;

FEVE - Fracao de Eje¢do do Ventriculo Esquerdo; EAM - Enfarte Agudo do Miocardio; RM - Ressonancia Magnética; ICP -Intervencdo Coronaria
Percutanea; r - randomizado; SP- Sangue Periférico; SPECT - Tomografia Computorizada por Emissédo de Fotio Unico; trat. - tratado.

Resultados
No. Doentes Tipo de No. Células Via Dias apés Follow-up com Significado Estatistico
Estu Desenho Placebo Método de Imagem
trat./contr. Células Injetadas Entrega EAM ou ICP (meses) (em comparagio com o
grupo controlo)
FINCELL (2008,
e r,c Sim 40/40 Auto CMNMO 40.2 + 20x 107 IC 2-6 Eco, AngVE, 6 1 FEVE
REGENT (2009, 80/80/40 Auto CMNMO / 17.8x107/ 1 FEVE (apenas nos doentes
I, C Nao IC 3-12 RM, AngVE 6
)48 contr. CD34+CXCR4- 1.9x 106 com FEVE<37%)
MYSTAR (2009,
1) 251 r Nio 30/30 Auto CMNMO 150 x 107 ICe IM 21-42 / 90-120 Eco, SPECT 3 T FEVE; | Dimensdo Enfarte
69/66/65 Auto CMNMO / 29.6+16x107/28.7 +
HEBE (2011, II) 240 I, C Nio IC 4-7 RM 4 Sem diferengas
contr. SP-CMN 14x107
LATE-TIME (2011,
1) 252 r,C Sim 59/29 Auto CMNMO 15x 107 IC 14-21 RM 6 Sem diferencas
43/36/41
TIME (2012, II) 25¢ r,C Sim Auto CMNMO 15x 107 IC 3/7 RM 6 Sem diferengas
contr.
SWISS-AMI (2013, 66/67/67 16 x 107/
r,C Nao Auto CMNMO IC 5-7 / 21-28 RM 4 Sem diferengas
I1) 253 contr. 14 x 107
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O estudo FINCELL avaliou doentes com EAM tratados com fibrindlise,
seguida de intervengdo coronaria percutanea ?*’. A injecdo intracoronaria de
CMNMO revelou-se segura e associou-se a uma ligeira melhoria da FEVE,
avaliada por ecocardiografia (4,0 £11,2% vs. -1,4 £ 10,2%, p= 0,03). Neste
estudo foram também avaliados o perfil disritmico por Holter e a reestenose
intra-stent por ecografia intracoronaria, ndo tendo havido diferencas
significativas nos varios parametros avaliados, assim como na evolucéo

clinica aos 6 meses.

No estudo REGENT, 200 doentes com EAM e funcéo sistélica ventricular
esquerda comprometida (FEVE < 40%), foram aleatoriamente divididos em
trés grupos: um que recebeu uma infusdo intracoronaria de células
selecionadas da medula 6ssea (CD34+ CXCR4-); outro em que foram

248 Havia a

administradas CMNMO; e um grupo controlo sem placebo
expectativa que os marcadores CD34 e CXCR4 permitissem isolar uma
subpopulacdo de células da medula déssea com maior potencial de
regeneracao cardiaca, pois observou-se que estas sdo rapidamente
mobilizadas para a circulacao periférica apds necrose do musculo cardiaco, e
sabe-se que também expressam marcadores especificos da linhagem
cardiaca e endotelial. No entanto, ndo houve diferencas com significado entre
os trés grupos quanto a FEVE (avaliada por ventriculografia e ressonancia
magnética) e a evolucao clinica dos doentes aos 6 meses. Porém, numa
avaliagao pré-especificada nos doentes com maior compromisso da fungao
sistolica do ventriculo esquerdo, com FEVE inferior a média de 37%,
observou-se uma melhoria significativa desta nos dois grupos tratados com
células, o que nao se verificou no grupo controlo. Quanto aos eventos
adversos relacionados com o tratamento, apenas se registou um doente com
uma fistula arteriovenosa femoral, relacionada com o cateterismo para
entrega das células e que foi resolvida cirurgicamente. Uma das limitagdes
deste estudo, e que pode ter influenciado os seus resultados, é o elevado
namero de abandono dos doentes durante o seguimento. A avaliacao
imagiolégica da FEVE foi realizada em pouco mais de metade da populacao,
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o0 que compromete o poder estatistico da analise efetuada e podera ter
subvalorizado a diferenca absoluta de 3% observada nos dois grupos
recetores de células.

O estudo HEBE, também com 200 doentes com funcéo sistélica do ventriculo
esquerdo comprometida apés EAM, (FEVE média de 40-45%), comparou o
efeito da injecado intracoronaria de CMNMO, com a injecao intracoronaria de
células mononucleares obtidas do sangue periférico e com um grupo controlo
ndo tratado com células 2*°. Ndo houve diferencas significativas na funcao
ventricular esquerda, global e regional, avaliada por ressonancia magnética e
na evolugao clinica aos 4 meses. Num subestudo que incluiu 60 doentes,
foram avaliados por Doppler a reserva de fluxo de coronario (RFC) e o indice

20 Nzo se observaram

de resisténcia microvascular hiperémica (RMh)
nestes doentes diferencas que suportassem qualquer efeito na

microcirculacdo ou na melhoria da neovascularizacdo com a terapia celular.

Combinando duas formas de entrega das células, a transendocardica com a
intracoronaria, o estudo MYSTAR avaliou o transplante de CMNMO as 3-6
semanas, com o transplante mais tardio, aos 3-4 meses de evolugdo do EAM
21 Os 60 doentes incluidos receberam a maior quantidade de células
publicadas num estudo até a data. Em ambas as estratégias, precoce e tardia,
observou-se uma melhoria das dimensdes de enfarte e na FEVE, mas estes
resultados tém de ser interpretados com cautela na auséncia de um grupo
controlo. Além disso, os dois estudos descritos a seguir, mais recentes e
controlados, também exploraram e entrega de células numa fase mais tardia

apds o EAM e nédo confirmaram as melhorias observadas.

O LateTIME foi realizado pela organizagdo americana - The Cardiovascular
Cell Therapy Research Network (CCTRN) — tendo randomizado 87 doentes
para explorar o efeito do transplante de CMNMO efetuado as 3 semanas
apés o EAM #*2. O SWISS-AMI por sua vez comparou, em 200 doentes com
EAM, uma estratégia de entrega das células precoce (4 a 7 dias) com uma
mais tardia (3 a 4 semanas) ?*®. Em ambos os estudos nao houve diferencas
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com significado entre os varios grupos quanto a FEVE, contractilidade

regional e dimensdes de enfarte avaliados por ressonancia magnética.

Na procura do melhor momento para o transplante celular é de referir
também o estudo TIME, da CCTRN, que se focou na fase aguda de EAM,
durante a instalagdo da resposta inflamatéria e reparadora em evolugao #*.
Os autores compararam a entrega ao 3° dia com a efetuada ao 7°9ia.
Novamente as duas estratégias tiveram um feito neutro na fungao ventricular
esquerda, global e regional, e na evolugao clinica quando comparadas com o
grupo controlo tratado com placebo.

A controvérsia também esta presente nas metanalises que incluiram estes
doentes com EAM e tratados com transplante aut6logo de células da medula
Ossea por via intracoronaria. As primeiras realizadas mostraram uma
melhoria moderada da FEVE de 2% a 4%, que perdurou no tempo, e uma

reducdo das dimensdes do enfarte 2°°2%,

Destaca-se a realizada pela
Cochrane Collaboration, com 33 estudos e 1765 doentes, e que mostrou um
aumento significativo da FEVE (3 a 4 %) e uma reducédo das dimensdes de
enfarte com a Terapia Celular. Uma das metanalises iniciais concluiu existir
mesmo uma reducéo significativa da ocorréncia de eventos adversos major e
da mortalidade total, embora também inclua estudos realizados no contexto
de doenca isquémica crénica »’. No entanto, a avaliagdo mais recente feita
por Jeevanantham et al., com 22 estudos randomizados e controlados, que
incluiram 1513 doentes dos quais 875 tratados, mostrou um aumento de
apenas 2% na FEVE com a administracdo de células e, mais importante, este
efeito desaparece por completo se avaliados apenas os estudos que
utilizaram a ressonancia magnética #*°. Esta andlise também nao revelou
nenhum efeito na evolugao clinica, embora os autores enfatizem que o
seguimento de 6 meses realizados na maioria dos estudos possa ser
insuficiente para uma concluséo clara. Outros autores destacam a existéncia
de importantes vieses, contradicoes e discrepancias nos desenhos dos
ensaios clinicos, na sua metodologia e na apresentacao dos seus resultados,
podendo ser esta a fonte da disparidade dos resultados e uma matéria de
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reflexdo para uma melhor investigagdo nesta area #%2%,

Embora os resultados desta segunda geragdo de estudos ndo alimentem o
otimismo inicial, o interesse no potencial terapéutico das células de medula
O0ssea para o tratamento do EAM mantém-se, motivado sobretudo pela
consisténcia dos resultados do REPAIR AMI. Um estudo fase Ill, Bone Acute
Myocardial Infarction (BAMI, NCT01569178), liderado por Andreas Zheier, o
investigador principal do REPAIR AMI, pretende incluir 3000 doentes, e esta
atualmente a decorrer em varios centros europeus. Os resultados sao
esperados para 2017-18, e podem clarificar de forma definitiva as

capacidades terapéuticas desta estratégia e o seu futuro.

1.5.2.2 Células estaminais mesenquimais

A investigagao clinica com CEM também comecou no contexto de EAM. Em
2003 Chen et al. apresentaram um estudo realizado na China, randomizado e
controlado com placebo, que incluiu 60 doentes ?°®. As células foram colhidas
da medula 6ssea 8 dias ap6s o evento agudo e foram cultivadas durante 10
dias. Foram administradas em média 48 a 60 x 10° células por via
intracoronaria, com a técnica habitual de stop flow. Varios parametros
avaliados por tomografia de emissao de positrées, relacionados com a funcao
ventricular esquerda ou com a contractilidade regional, apresentaram uma
melhoria aos 3 meses com o transplante celular, que se manteve na
reavaliagcdo efetuada aos 6 meses. A velocidade do movimento da parede
ventricular relacionada com o enfarte aumentou significativamente no grupo
tratado, o que n&o aconteceu no grupo controlo. A FEVE aumentou de forma
significativa de 49 + 9% para 67 £ 11% e foi superior aos 53 + 18% do grupo
controlo (p=0,01). N&o houve efeitos adversos relacionados com a injecao
intracoronaria das células, e durante o seguimento de 6 meses nao houve

eventos fatais ou disritmias cardiacas na avaliagao por Holter.

Seguiram-se dois pequenos estudos nao randomizados que também
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concluiram pela seguranca e beneficio da injecdo intracoronaria das CEM.
Um estudo Grego, publicado em 2005, avaliou os efeitos da inje¢éo de 2-4 x
10° de células em 11 doentes, metade com enfarte com mais de um més de
evolucdo ?**. Nao houve eventos adversos relacionados com a entrega das
células e, comparando com o grupo controlo de doentes emparelhados por
género e idade, observou-se uma melhoria da contractilidade regional e da
fungcdo ventricular avaliadas por ecocardiograma e SPECT. Outro trabalho
realizado na China incluiu 16 doentes divididos para receberem CEM por
injecéo intracorondria na artéria culpada ou em outra artéria ndo relacionada
com o enfarte ?®°. Foram injetadas 10-15 x 10° células, sem evidéncia de
complicacdes e sem elevagao dos marcadores cardiacos nas primeiras 24
horas. Observou-se também melhoria da fungao sistélica global e regional,
mas estes resultados sado de dificil valorizacdo na auséncia de um grupo

controlo.

Outros estudos, de maior dimensdo e mais recentes, levantaram questdes
quanto a seguranga da injecao intracoronaria de CEM. Gao et al. realizaram
um estudo com 43 doentes randomizados para transplante autélogo de CEM
e para um grupo controlo ?°®. Um doente que recebeu 0.84 x 10° pela técnica
habitual de stop flow teve uma oclusdo aguda da artéria durante o
procedimento, sem resolugédo com a terapéutica instituida e que evoluiu para
reenfarte do miocardio. Além disso, neste estudo o tratamento com CEM nao
mostrou um efeito significativo na melhoria da viabilidade miocéardica e na
funcao ventricular esquerda, quando comparados com o grupo controlo. Lee
et al. randomizaram 69 doentes e reportaram dois enfartes do miocardio
relacionados com a injecao intracoronaria de CEM, embora ambos fossem
subclinicos e detetados por uma elevagcao significativa dos marcadores
cardiacos de necrose miocardica ?’. Os doentes receberam em média 72 +
0,9 x10° células e aos 6 meses apresentaram uma melhoria modesta mas
significativa da FEVE quando comparada com o grupo controlo, avaliada
ecocardiograficamente (1,9% * 2,7% e -0,5% +1,8%, p<0,001) e por SPECT
(5,9% * 8,5% e 1,6 %+ 7%, p=0,037). Surpreendentemente as doses de
células utilizadas nestes ensaios foram uma fragdo da utilizada por Chen et
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al., onde nao ha qualquer mengao a eventos periprocedimento 2%,

Os estudos ja referidos foram todos realizados com células autélogas
entregues por via intracoronaria. Hare et al. utilizaram uma estratégia
diferente para realizar o primeiro ensaio randomizado, duplamente cego e
controlado por placebo com CEM 2?8, Neste estudo de fase | foi realizado um
escalonamento da dose, podendo os 53 doentes receber 0,5, 1,6, ou 5 x 10°
CEM / kg, através de infusdo em veia periférica. As células utlizadas eram de
origem alogénica, provenientes de um dador e produzidas sob a forma de um
produto terapéutico, estando este protegido pelas leis de propriedade
intelectual e sendo possivel a sua disponibilizacdo generalizada a
semelhanca de um farmaco. Nao foi utilizada imunossupressao e nao houve
eventos adversos relacionados com o estudo. Todos os doentes foram
sujeitos a uma avaliacdo por tomografia axial do corpo, que excluiu a
formagao de tecido ectopico. Os doentes tratados tiveram menos disritmias
ventriculares na monitorizagdo em ambulatério por Holter, e uma tendéncia
para uma maior recuperacao da FEVE. A ocorréncia de sistoles prematuras
ventriculares foi o Unico paradmetro que mostrou relacdo com a dose de
células administradas, tendo sido menos frequentes nas doses intermédia e
elevada.

Todos o0s estudos clinicos referidos anteriormente utilizaram CEM
provenientes da medula éssea. De forma mais restrita alguns investigadores
optaram por CEM do tecido adiposo. Uma das suas vantagens é a
possibilidade de serem colhidas em maior numero, podendo obter-se 20 a 40
x 10° células por 200 g de tecido adiposo, o que permite a sua utilizagdo em
doses com provavel efeito biolégico, sem necessidade de cultura e sem um
atraso de semanas até a sua entrega. O APOLLO é um estudo fase l/lla que
avaliou a infusdo intracoronaria de 20 x 10° células progenitoras do tecido
adiposo autélogas, obtidas por lipoaspiracao, em 14 doentes com EAM %%°. O
procedimento revelou-se seguro, sem complicacbes associadas a
lipoaspiracdo e a injecao intracoronaria das células, realizados nas primeiras

24 horas apés a angioplastia direta. Nos doentes tratados observou-se uma
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reducao significativa do defeito de perfusdo do miocardico e uma tendéncia
para a melhoria da fungcéo ventricular em comparacdo com o grupo placebo.
Os resultados deste estudo piloto motivaram a realizagdo de um ensaio
multicéntrico de fase Ilb/lll — o ADVANCE (NCT1216995), o qual se encontra
a decorrer e pretende clarificar a seguranca e eficacia desta estratégia,
avaliando os seus efeitos em 216 doentes.

Mais recentemente, Gao et al. publicaram os resultados de um estudo
randomizado e controlado com placebo com 116 doentes e utilizando pela
primeira vez a injecdo intracoronaria de 6 x 10° de células da geleia de
Wharton 2”°. Ndo houve eventos relacionados com a seguranca destas
células e os doentes tratados apresentaram um aumento significativo da
FEVE aos 18 meses (7,8 £ 0,9 vs. 2,8 £ 1,2, p=0,001).

1.5.2.3 Células estaminais cardiacas

A investigacdo clinica com CEC é recente e iniciou-se com 3 pequenos
estudos, um deles realizado em doentes com EAM. No CADUCEUS 25
doentes com disfuncao ventricular esquerda apdés EAM recente foram
randomizados para tratamento com cardioesferas ou para o grupo controlo 2”".
As células foram colhidas dos proprios doentes através de biopsia
endomiocardica, expandidas e transplantadas por injecao intracoronaria estre

as 6 e as 12 semanas apés o evento agudo.

No seguimento aos 6 e 12 meses ndo houve mortalidade, disritmias
ventriculares com significado ou formacao de tumores cardiacos em nenhum

272 Na avaliacdo por ressonancia magnética nao houve

dos grupos
alteracoes significativas da FEVE ou dos volumes do ventriculo esquerdo, no
entanto observou-se uma reducao das dimensdes da cicatriz de enfarte, bem
como um aumento do miocardio viavel e da espessura miocardica na regiao
perienfarte. Os autores basearam-se na diminuigdo da cicatriz (definida pelo

atraso no realce por gadolinio) e no aumento de miocéardio viavel para
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concluir pela existéncia de regeneracdao miocardica. Esta extrapolacao é
criticada por varios investigadores pois a ressonancia nao permite diferenciar
hiperplasia de hipertrofia miocardica e o realce tardio pode estar associado a
simples alteracdes da permeabilidade vascular. Mas as provas dadas, quanto
a exequibilidade e seguranca desta abordagem, constituem um marco na

investigacdo e um bom inicio para estudos vindouros.

1.5.3 Investiga¢ao na cardiomiopatia isquémica crdénica

A doenca coronaria continua a ser a principal responsavel pela disfuncéao
ventricular esquerda e uma importante causa de insuficiéncia cardiaca. Por
outro lado, a angina refrataria, resistente a terapéutica médica e sem
possibilidade de revascularizacao, também é comum e tem um impacto
marcado na capacidade funcional e na qualidade de vida dos doentes. E pois
natural que, logo na sua fase inicial, a investigacdo em Terapia Celular
também se tenha focado nestes dois contextos clinicos.

1.5.3.1 Células estaminais hematopoiéticas

Explorando o putativo potencial angiogénico das CEH, em particular das
CD34", varios investigadores utilizaram o seu transplante para estimular a
angiogénese local e reduzir a isquémia cardiaca nos doentes com angina.
Estudos pioneiros, ndo controlados, concordaram quanto a exequibilidade e
seguranga desta estratégia terapéutica e mostraram uma melhoria na
reducdo dos sintomas de angina, na tolerancia ao esforco e na perfusao
miocardica 2">2’®. Estes estudos tém em comum a injecdo transendocardica
de CMNMO, utilizando os sistemas de mapeamento eletromecanico para as
entregar nas regides de isquémia, previamente identificadas por SPECT. Os
pequenos ensaios clinicos controlados com placebo que se seguiram
confirmaram estes resultados iniciais, embora na forma de tendéncias de

melhoria ou de modestos beneficios clinicos 7/727°,
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O ACT34-CMI é o maior ensaio neste contexto, com 167 doentes
randomizados para um grupo placebo, um grupo de dose baixa (1 x 10°
células / kg) e um grupo de dose alta (5 x 10°células / kg) de células CD34+
autélogas, mobilizadas para o sangue periférico pelo G-CSF e colhidas por
leucaferese ?®°. Os doentes tratados com células beneficiaram de uma
reducdo da frequéncia dos episédios de angina e de uma melhoria da
tolerancia ao esforco mas, curiosamente, tal s6 teve significado estatistico no
grupo de dose baixa. Alguns dos resultados puseram em causa a seguranca
desta estratégia: observou-se uma elevacdao dos marcadores cardiacos,
consistente com o diagnéstico de enfarte do miocardio em 4,6% dos doentes,
0 que pode estar relacionado com alteragdes hemodinamicas motivadas pela
administracdo do G-CSF e pelo procedimento de leucaferese realizados na
presenca de doenca corondria grave; e em dois doentes houve perfuracao
cardiaca durante a injecdo transendocardica, um dos quais morreu apds o
insucesso da pericardiocentese. Utilizando uma metodologia semelhante o
RENEW (NCT01508910) € um ensaio de fase lll, em que esta planeada a
inclusao de 300 doentes e sera o primeiro estudo com poder adequado para
esclarecer o potencial terapéutico do transplante intramiocardico de células
CD34+ no tratamento da angina refrataria 2'.

Wang et al. realizaram um estudo controlado com placebo com 112 doentes
onde as células CD34+ foram obtidas por aspiracao da medula 6ssea e a sua
entrega efetuada por via intracoronaria ?®2. Contornaram desta forma os
riscos da administracdo coadjuvante do G-CSF, da leucaferese e da injecao
transendocardica. Nao houve eventos relacionados com a seguranca do
procedimento. No grupo dos doentes tratados houve uma redugao
significativa dos episédios semanais de angina em comparagcao com 0 grupo
controlo (-15,6 + 4,0 vs. -3 £ 1,2 aos 6 meses; p<0,01). Também houve uma
melhoria significativa na utilizagdo de nitroglicerina sublingual, na classe da
Canadian Cardiovascular Society (CCS) e na perfusdo miocardica avaliada
por SPECT.
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Nos individuos em que a doenga coronaria evolui para a dilatacdo das
cavidades cardiacas e para o compromisso da contractilidade ventricular, os
objetivos vao além da reducao da angina, pretendendo-se também um efeito
positivo na remodelacédo ventricular, que culmine na restauracado da funcéo,
na melhoria da sintomatologia de insuficiéncia cardiaca e no aumento da
sobrevida. Uma das esperancas da Terapia Celular € que consiga cumprir
estes objetivos e que se constitua como uma resposta terapéutica no
contexto da cardiomiopatia isquémica crénica, um campo carente de novas

solucdes.

Varios trabalhos avaliaram o efeito da injecao transepicardica de CEH
durante a revascularizacdo cirirgica em doentes com cardiomiopatia
isquémia crénica %*2%°. Estes pequenos estudos piloto mostraram um
beneficio com a transplantacao celular, sendo mais expressiva a melhoria da
funcdo ventricular esquerda dos doentes tratados com células do que a
observada apenas com a revascularizagdo corondria isolada. Contudo, a
dimensao dos estudos, a heterogeneidade da populagédo e a concorréncia da

prépria revascularizagdo tornam dificil a interpretacao destes resultados.

Com uma metodologia menos agressiva, Perin et al. estudaram o efeito da
injecéo transendocardica de CMNMO autélogas em 21 doentes com fungéo
ventricular esquerda comprometida, sintomas de insuficiéncia cardiaca e sem
opcao de revascularizagdo miocardica ?®®. Neste ensaio aberto, ndo houve
eventos relacionados com a seguranca do procedimento e os doentes
transplantados mostraram uma melhoria significativa da FEVE e uma reducgéao
do volume ventricular tele-sistélico, quando comparados aos 4 meses com o
grupo controlo. Do mesmo investigador principal, o FOCUS-HF é um ensaio
de fase |, que também avaliou a seguranca e eficacia do transplante autélogo
de CMNMO entregues por via transendocardica numa populagédo semelhante
de 30 doentes ?*’. No entanto, neste estudo ndo houve modificacdes
significativas das dimensdes do ventriculo esquerdo e dos parametros
associados a sua fungao, mas apenas uma melhoria ligeira dos sintomas e
um aumento da perfusdo miocardica, sem significado estatistico. Os autores

99



Fundamentos

avaliaram igualmente a atividade das células utilizadas através de ensaios de
clonogenicidade - colony forming units (CFU), o que revelou resultados
interessantes. As células desta populacdo de doentes apresentaram um
compromisso marcado da sua atividade progenitora, com resultados de CFU
entre 20 a 50% dos encontrados em individuos saudaveis, e com uma
reducdo mais marcada nos mais idosos. Os doentes com menos de 60 anos,
cujas células transplantadas tinham melhor fungédo, apresentaram um
aumento significativo do consumo de oxigénio (Vo2) maximo durante a prova
de esforco cardiorespiratéria, ao contrario dos doentes mais idosos em que
esta nao se alterou. Ambos os achados indiciam que a idade e o estado geral
dos doentes pode influenciar os resultados do transplante autélogo de células,
devido a um eventual compromisso das suas capacidades.

No estudo fase Il que se seguiu em 2012, o FOCUS-CCTR, com 92 doentes
randomizados para uma abordagem semelhante ou para placebo, o
transplante de 100 x 10°de CMNMO por via transendocardica ndo conseguiu
demonstrar um beneficio significativo na modificagdo dos volumes
ventriculares, do Vo2 maximo ou da perfusdo miocardica 2%. Foi observado
um modesto aumento da FEVE de 2,7%, estatisticamente significativo e que
se correlacionou com as percentagem de células CD34+ e CD133+ presentes
no aspirado medular. Neste estudo ndo se notou nenhum efeito da idade nos
resultados.

Pokushalov et al. também utilizaram a transplantacdo de CEH por via
transendocardica num estudo controlado, sem placebo, com 109 doentes
com insuficiéncia cardiaca de etiologia isquémica %*°. Apesar de terem
utilizado cerca de metade da dose de células do estudo FOCUS-CCTR, ao
contrario deste os doentes transplantados apresentaram um expressivo
beneficio clinico. Houve uma modificacao significativa da classe CCS (3,1 *
0,4 para 1,6 = 0,4 apds 12 meses; p=0,001) e da classe funcional NYHA (3,3
+ 0,2 para 2,5 £ 0,1 apbés 12 meses; p=0,006). A FEVE aumentou
significativamente (27,8 + 3,4% para 32,3 + 4,1%; p=0,04), 0 que nao
aconteceu no grupo controlo. O beneficio da Terapia Celular observou-se
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inclusive na mortalidade aos 12 meses (10,9% vs. 38,9%; p=0,0007). Por
outro lado, num estudo controlado com placebo publicado mais recentemente,
o TACT-HFT, com 65 doentes e que incluiu também um grupo tratado com
CEM, nao houve alteracdes significativas dos varios parametros clinicos

avaliados no grupo tratado com CEH 2%°.

A via intracoronaria também foi explorada no contexto da cardiomiopatia
isquémica crénica. Apds as conclusdes promissoras do estudo piloto IACT %7,
Strauer et al. apresentaram os resultados aos 5 anos do estudo STAR-Heart,
um ensaio ndao randomizado que comparou 191 doentes tratados com
CMNMO entregues por via intracoronaria, com 200 doentes emparelhados
pela FEVE ?*2. O transplante celular (média de 66 + 33 x 10° células)
associou-se a uma melhoria significativa da FEVE, da qualidade de vida e da
sobrevivéncia a longo prazo, com uma mortalidade de 0,75% / ano dos
doentes tratados e de 3,68% / ano no grupo controlo (p=0,01). No estudo
TOPCARE-CHD, do grupo de Andreas Zeiher, 75 doentes foram
randomizados para um grupo controlo e para dois regimes terapéuticos, um
com transplante intracoronario de CMNMO e outro com transplante de células
progenitoras obtidas do sangue periférico e cultivadas durante 3 dias, com
cross-over destes dois grupos numa segunda fase ?**. Aos 3 meses, 0s
doentes tratados com CMNMO tiveram um aumento significativo da FEVE
avaliada por ressonancia magnética, em comparacdo com 0s outros dois
grupos. A este estudo seguiu-se o registo TOPCARE-CHD, com 121 doentes
tratados com injecao intracoronaria  CMNMO pelo mesmo grupo de
investigadores 2°*. Uma avaliagdo desta populagdo mostrou uma redugido
significativa dos niveis séricos dos péptidos natriuréticos aos 3 meses apds o
transplante celular. Um outro resultado importante foi a existéncia de uma
relagdo entre a mortalidade observada e o niumero e a fungédo das células
injetadas, sendo que os doentes com maior numero de CFU apresentaram

uma maior sobrevida apds o transplante celular.

Duas metanadlises recentes, com diferentes metodologias, incluiram estudos
controlados com transplante de CEH em doentes com cardiomiopatia
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isquémica cronica. Kandala et al. avaliaram 519 doentes com insuficiéncia
cardiaca e incluidos em ensaios com transplante por via intracoronaria ou
transendocardica 2*°. Os doentes tratados tiveram uma reducéo significativa
dos volumes ventriculares e a FEVE aos 6 meses melhorou em média 4.5%,
sendo que estes beneficios foram mais expressivos no grupo do transplante
por via transendocardica. No trabalho de Fisher et al. foram estudados 659
doentes com angina ou insuficiéncia cardiaca, sem opgado de

revascularizagdo miocardica 2.

Nestes doentes o transplante de CEH
resultou numa melhoria significativa das queixas de angina e na FEVE. Mais
importante, observou-se também uma reducdo da mortalidade nos doentes
tratados com células (RR 0,33; 95% 0,17 - 0,65; p=0,001). Estes beneficios
terapéuticos carecem e merecem confirmacao por ensaios clinicos com poder

estatistico adequado e seguimento a longo prazo.

1.5.3.2 Células estaminais do musculo esquelético

As células estaminais do musculo esquelético foram das primeiras células a
ser utilizadas em investigacdo clinica na area da Cardiologia, com o0s
primeiros estudos a serem realizados no inicio dos anos 2000. Pelas
caracteristicas intrinsecas deste tipo de células a investigacao focou-se na

cardiomiopatia isquémica croénica.

Primeiro, Pagani et al. avaliaram o destino de mioblastos esqueléticos
autdlogos transplantados em 4 doentes com insuficiéncia cardiaca, em
estadio terminal e a aguardar transplante cardiaco 2. A avaliagao histolégica
dos coracbes explantados durante o transplante revelou a sobrevivéncia dos

mioblastos e a sua diferenciacao e organizacao em miofibrilhas.

Aproximadamente na mesma altura, Menasche et al. publicaram os
resultados de um estudo ndo controlado com 10 doentes com cardiomiopatia
isquémica crdnica grave e que receberam mioblastos esqueléticos, injetados

nas regides de cicatriz miocardica durante a cirurgia de revascularizagéo 2%.
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Estes doentes apresentaram uma melhoria da classe funcional e da FEVE,
sendo possivel que ambos resultassem sobretudo da terapéutica de
revascularizacdo. Em 4 doentes foram detetados episddios de taquicardia
ventricular, o que alertou para uma importante questao de seguranca, apesar
de no seguimento a longo prazo os resultados serem favoraveis e apontarem
para o controlo do risco disritmico 2*°. Num estudo piloto multicéntrico, néo
randomizado, Dip et al. trataram 24 doentes com uma metodologia
semelhante *°. A ocorréncia de disritmias ventriculares significativas foi mais
baixa (12%) e semelhante a esperada neste tipo de populagdo. Houve ainda
evidéncia de um aumento da viabilidade do tecido miocardico nas zonas
injetadas na avaliacdo por ressonancia magnética e por tomografia de
emissao de positroes.

O MAGIC foi o primeiro estudo de maior dimenséo e controlado com placebo
a avaliar o efeito da transplantacdo de mioblastos esqueléticos *°'. Foram
randomizados 127 doentes com antecedentes de EAM, compromisso grave
da funcao sistélica do ventriculo esquerdo e indicacao para revascularizacao
cirurgica. Durante a cirurgia um grupo recebeu uma dose baixa de células
(400 x 10°), outro uma dose alta (800 x 10°) e um terceiro foi injetado com
placebo. Os doentes tratados com células tiveram o dobro da ocorréncia de
disritmias ventriculares, apesar de nao haver diferencas com significado nos
eventos adversos major aos 6 meses. Nao houve diferengas significativas na
evolucao clinica e na FEVE, apenas uma modesta melhoria da remodelacao
ventricular, observada no grupo de dose mais elevada.

O estudo SEISMIC com 47 doentes, também randomizado e controlado,
mostrou ser exequivel e seguro o transplante por injecdo percutanea
transendocardica de mioblastos esqueléticos **?. Apesar de ter havido uma
reducao dos sintomas de insuficiéncia cardiaca no grupo tratado, a FEVE nao

mostrou nenhuma melhoria.

A investigacao clinica com células estaminais do musculo esquelético, com o

propésito de regeneracao cardiaca, sofreu com o desanimo motivado pelos
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resultados dos primeiros estudos e com o acumular de evidéncia sugerindo
auséncia de transdiferenciacdo e de integracdo eletromecéanica destas
células. Como ja referido, atualmente a investigacao pré-clinica esta a investir
na manipulagcdo destas células de forma a ultrapassar estas limitagoes,
aumentando a sua seguranca e o seu potencial terapéutico'®?. Dependendo
do sucesso desta abordagem, uma nova geracao de estudos clinicos com

células estaminais do musculo esquelético podera surgir no futuro.

1.5.3.3 Células estaminais mesenquimais

Em 2006, Chen et al. publicaram os resultados de um estudo randomizado e
controlado sem placebo °%. O transplante de 5 x 10° CEM autélogas foi
realizado por via intracoronaria e apés ICP de uma oclusdo crénica da
descendente anterior. Nao houve eventos relacionados com a seguranca do
procedimento, embora os autores descrevam que 3 doentes tiveram edema
agudo do pulméo durante a intervencdo, ndo especificando se associado a
alguma alteracdo do fluxo coronéario. Os doentes tratados tiveram uma
melhoria significativa dos sintomas de insuficiéncia cardiaca, acompanhada
de um aumento da FEVE (26 + 6% para 37 + 9% aos 3 meses; p<0,05), o
que nao se verificou nos doentes apenas revascularizados. Dois outros
pequenos estudos ndo controlados utilizaram CEM transplantadas por via
transendocardica ou transepicardica. Ambos ndo tiveram eventos
relacionados com a seguranca, embora também nao se tenha observado um

beneficio clinico significativo ou modificacdo da FEVE 3943%,

Nos anos recentes, foram concretizados trés estudos fase I/ll em que foi
utlizada a via transendocardica para a entrega das células em doentes com
cardiomiopatia isquémica crénica grave. No POSEIDON, 30 doentes foram
randomizados para receber CEM autélogas ou alogénicas °°. O TACT-HFT
comparou 65 doentes randomizados num grupo com placebo, outro tratado
com CMNMO e um terceiro que recebeu CEM ?*°. Ambos demostraram a

seguranca da intervencdo e em particular ndo houve reagdes imunoldgicas
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detetadas com a utilizagdo de células alogénicas. No entanto, a FEVE nao se
alterou significativamente em nenhum dos grupos avaliados nestes estudos.
Por outro lado, no recentemente apresentado ensaio MSC-HF, com 59
doentes, a terapéutica com CEM autélogas administradas por via
transendocardica associou-se a uma reducgao significativa aos 6 meses dos
volumes ventriculares e a uma melhoria da FEVE, em comparagdo com o
grupo placebo (5,5 + 3,8% vs. -1,4 + 4,0%; p<0,0001) 3.

Também num estudo piloto recente, o PROMETHEUS, a avaliacdo
meticulosa com ressonancia magnética demostrou uma reducédo da cicatriz
miocardica e uma melhoria da perfusdo e da contratilidade dos segmentos
injetados com CEM autélogas durante a cirurgia de revascularizacao de 6

doentes 3%,

O ensaio multicéntrico C-CURE explorou pela primeira vez a utilizacao de
células modificadas, de forma a promover uma maior especificidade cardiaca
da sua linhagem, o que se conseguiu expondo estas células a um conjunto
de citocinas cardiogénicas durante a sua expansao *°°. Em 21 doentes foram
injetadas CEM pré-tratadas e autélogas (média 733 x 10°) utilizando a via
transendocardica, os quais foram comparados com 15 doentes do grupo
controlo sem placebo. O procedimento revelou-se seguro e nao houve
evidéncia de toxicidade das células. Por protocolo todos os doentes tinham
um CDI, ndo tendo havido diferencas na ocorréncia de disritmias
ventriculares. A FEVE avaliada por ecocardiografia melhorou com a terapia
celular, o que nao se verificou no grupo controlo (27,5 £ 1,0 para 34,5 £ 1,1%
vs. 27,8 £ 2,0 para 28 t 1,8%; p<0,0001). Observou-se também uma
melhoria do estadio funcional, com uma maior distancia percorrida no teste
da marcha dos 6 minutos (62 + 18 vs.15 + 20 m; p<0,01), assim como da
qualidade de vida avaliada pelo Minnesota Living with Heart Failure

Questionnaire.

Mathisen et al. avaliaram o transplante de CEM no tratamento da angina

refrataria sem opcao de revascularizacdo. Neste estudo nao controlado, 31
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doentes foram tratados com injecdo transendocardica de CEM e
apresentaram uma melhoria significativa dos sintomas e uma redugédo do

nimero de hospitalizagdes durante o seguimento de 3 anos *'°.

O mesmo grupo do APOLLO avaliou o transplante de CEM provenientes do
tecido adiposo em doentes com cardiomiopatia isquémia crénica, no estudo
controlado com placebo — PRECISE, o qual avaliou o potencial terapéutico
das células progenitoras derivadas do tecido adiposo, injetadas por via

31" Houve

transendocardica em 27 doentes sem opcao de revascularizacdo
um doente com derrame pericardico e outro com enfarte sem elevagao de ST
durante a injecdo das células. Nao se observaram alteragdes significativas
dos volumes ventriculares ou da FEVE. No grupo de Terapia Celular houve
um aumento da massa ventricular avaliada por ressonéncia, 0 que nao se
verificou no grupo placebo. Os autores concluiram pela seguranca da
estratégia e por uma tendéncia para beneficio clinico que merece ser

explorada.

1.5.3.4 Células estaminais cardiacas

O estudo SCIPIO foi realizado em doentes com cardiomiopatia isquémica e
indicacdo para revascularizacéo cirdrgica apés enfarte do miocardio *'2. CEC
com expressao do marcador de superficie c-kit foram obtidas do apéndice
auricular esquerdo, removido durante a cirurgia. Em 16 doentes as células
foram entregues por via intracoronaria e outros 7 doentes constituiram o
grupo controlo. Nos resultados publicados em 2011, ndo houve mortalidade
ou eventos adversos major durante o seguimento. No grupo tratado houve
evidéncia de reducdo das dimensdes de enfarte e uma melhoria significativa
de 12% da FEVE aos 12 meses, em oposi¢do as do grupo controlo que nao
se alteraram. Este estudo foi considerado um marco na investigagdo em
terapia celular e foi amplamente citado nos anos seguintes. Infelizmente, ja
em 2014 foi divulgado que entidades responsaveis das instituicbes onde o

estudo foi realizado, a Harvard Medical School e o Brigham and Women's
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Hospital, pdem em causa a integridade dos dados apresentados *'*. Um
processo de averiguacao estd em curso, podendo culminar na retratacdo do

artigo.

O ALCADIA é um estudo preliminar apenas com 5 doentes com
cardiomiopatia isquémica e sem grupo controlo *'*. Os autores utilizaram uma
estratégia de terapia celular hibrida, na qual CEC obtidas por biopsia
endomiocardica foram injetadas durante a cirurgia de revascularizagdo. No
mesmo procedimento foi implantada no epicardio uma formulagdo de
libertagéo controlada de fator de crescimento do fibroblasto, citocina que se
cré aumentar a sobrevivéncia das células. Nao houve eventos relacionados
com a seguranca e a FEVE avaliada por ressonancia aumentou 12%. No
entanto, o reduzido nimero de doentes incluidos, a auséncia de um grupo
controlo e a concomitancia do processo de revascularizagdo ndo permitem

qualquer conclusao sobre a eficacia desta estratégia.

1.5.4 Investiga¢ao na cardiomiopatia dilatada

A investigagdo clinica com doentes com disfungdo sistolica do ventriculo
esquerdo e sem doenga corondria € escassa. Existem algumas dificuldades
particulares neste contexto. Em muitos doentes a etiologia é indefinida, o que
aumenta a heterogeneidade da populacdo em estudo. Por outro lado, ao
contrario da doenca adquirida, na cardiomiopatia dilatada nao isquémia
podem concorrer causas genéticas, que ao estarem presentes nas células do

préprio poderao limitar a eficacia da sua utilizacdo autéloga.

1.5.4.1 Células estaminais hematopoiéticas

A investigacao clinica ainda esta limitada a alguns pequenos estudos que
utilizaram o transplante por via intracoronaria de CEH autélogas. O ABCD,
com 44 doentes, foi o primeiro a ser apresentado em 2006. A injegcao

intracoronaria foi associada a provocacao de estase venosa, com um balao
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insuflado no seio coronario, com o objetivo de aumentar a passagem de
células para o tecido cardiaco *'°. Os autores concluiram pela seguranca e
exequibilidade do procedimento e os doentes tratados apresentaram uma
melhoria da classe funcional e um aumento da FEVE de 5,4% (20 = 7,4%
para 25 + 12%; p<0,05). Também foram Interessantes os resultados da
avaliacao histolégica das pecas obtidas por biopsia endomiocardica aos 3
meses, 0s quais nao revelaram a presenca de CEH ou de cardiomidcitos

imaturos.

No TOPCARE-DCM foram incluidos 33 doentes, que receberam sem
complicagdes 259 + 135 x 10° células CMNMO com a técnica de stop flow >'®.
Nestes doentes observou-se uma ligeira, mas significativa, redugdo do
péptido natriurético cerebral (BNP) (1610 £ 994 para 1473 + 1147 pg/mL;
p=0,038) e um aumento médio da FEVE de 13% (p=0,001). Foi também
realizado o estudo invasivo do fluxo coronario e da microcirculacao cardiaca,
através de Doppler intracoronario, com o intuito de detetar alteragcdes
compativeis com angiogénese e aumento da capilaridade. Nao houve, no
entanto, modificagcdes com significado dos varios parametros hemodinamicos

avaliados.

Bocchi et al. combinaram num pequeno estudo controlado a injecéao
intracoronaria de CEH com a administracdo de G-CSF para mobilizacao
periférica de células progenitoras. Esta abordagem associou-se também a
uma melhoria funcional e da FEVE quando comparados com os do grupo

controlo 37,

Num primeiro estudo de Vrtovec et al. 55 doentes com disfungdo sistélica
grave do ventriculo esquerdo foram randomizados para inje¢ao intracoronaria
de células CD34+ (obtidas do sangue periférico apés mobilizacdo com G-

318

CSF) ou placebo . A terapia celular associou-se a uma melhoria
significativa da tolerancia ao esforco e da FEVE (25,5 = 7,5% para 30,1 %
6,7%; p=0,03), sendo que os niveis de NT-Pro BNP foram reduzidos para

cerca de metade (2069 + 1996 pg/mL para 1037 + 950 pg/mL; p=0,01). A
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mortalidade a um ano ou a necessidade de transplante cardiaco foi menor no
grupo tratado (5% vs. 30%; p=0,03). Os mesmos autores publicaram
posteriormente os resultados do seguimento aos 5 anos desta populacéo,
entretanto expandida para 110 doentes, mostrando a persisténcia destes

beneficios, inclusive na mortalidade total (14% vs. 35%; p=0,03) 3'°.

1.5.4.3 Células estaminais mesenquimais

Os dados clinicos sobre a utilizagdo de CEM na cardiomiopatia dilatada séo
ainda mais escassos. Em 2006 Wang et al. publicaram a primeira experiéncia
de transplante de CEM, em 24 doentes randomizados para infusédo

320 Ndo houve eventos adversos

intracoronaria de células ou placebo
relacionados com o procedimento, nem durante o seguimento de 6 meses.
Os doentes transplantados tiveram uma melhoria modesta da tolerancia ao
esforco e os niveis de BNP foram inferiores aos do grupo controlo, apesar de
terem aumentado nos dois grupos. Os volumes ventriculares e a FEVE

mantiveram-se inalterados.

Num outro estudo proveniente da China, 43 doentes foram randomizados
para receber por via intracoronaria CEM (490 + 170 x 10°), CEH (510 + 200 x
105 e placebo *2'. Aos 3 meses, foi observado um aumento da FEVE nos
dois grupos tratados com células, embora apenas no grupo com CEM a
diferenca tenha sido significativa em comparacdo com o grupo controlo. Nao

houve diferencas na ocorréncia de eventos adversos entre os trés grupos.

Do grupo de Hare, o estudo POSEIDON randomizou 31 doentes com
cardiomiopatia grave (FEVE média de 28%) para receber por via
transendocéardica 3 doses de CEM (20 x 10° 100 x 10° ou 200 x 10°), sendo
gue numa segunda fase, cada grupo foi aleatoriamente dividido para receber
células autélogas ou alogénicas >%. Mais uma vez o transplante alogénico
ndao se associou a reacdes de autoimunidade, e também nado houve
diferencas com significado quanto a ocorréncia de disritmias. O transplante
autélogo e alogénico associou-se a uma melhoria do teste da marcha dos 6
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minutos realizado aos 12 meses, sem diferencas entre 0os grupos, € a uma
reducdo de cerca de um tergco da cicatriz miocardica, mas nao ouve
alteracoes significativas da FEVE. Apenas no grupo alogénico houve uma
reducao significativa do volume ventricular telediastélico. Curiosamente, as
alteracoes da funcéo e dimensao ventricular tiveram uma relagéo inversa com

a dose, sendo mais expressivas nas doses mais baixas.

1.5.5 Consideragodes finais e um futuro com muitas questoes

Apdés mais de uma década de investigacao clinica, e tendo em conta os
resultados dos principais estudos ja referidos, € ainda dificil ter atualmente
uma perspetiva clara sobre quando e como a Terapia Celular vai fazer parte
do arsenal terapéutico da Cardiologia.

Existem algumas conclusées que os dados acumulados tornam possiveis e
que devem fazer parte de uma reflexdo sobre o tema:

a) ndao houve felizmente complicacées significativas nas varias
estratégias avaliadas, e a seguranca e exequibilidade foi a regra na maior
parte dos estudos. Os receios de formacao do tecido ectépico, de neoplasias
e de reacdes imunoldgicas nao se confirmaram;

b) apesar da heterogeneidade dos estudos e de alguma discrepancia nos
resultados, assistiu-se a uma tendéncia para a observacdo de efeitos
benéficos com a utilizagdo de células no tratamento das formas mais
prevalentes de doenca cardiaca;

c) em nenhum estudo houve uma prova cabal de regeneracao
miocardica, e até a data os eventuais beneficios sdo explicados por efeitos
paracrinos das células transplantadas;

d) apesar de nao se ter obtido a revolugao que alguns previam, de forma
otimista, estes estudos contribuiram para o aumento do interesse da
comunidade médica sobre esta area cientifica, o qual tem motivado um maior
investimento de recursos e o fomento de novos estudos;

e) a complexidade das varias variaveis bioldgicas envolvidas e o

desconhecimento de muitos dos mecanismos moleculares e celulares com
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protagonismo, sao o0s principais entraves ao desenho de abordagens mais
eficazes e que possam culminar numa verdadeira regeneragéo;

f) para cada um dos diferentes cenarios clinicos continuamos sem
saber qual o tipo celular adequado e a dose necessaria, bem como qual o
momento apropriado e melhor forma de entrega das células.

Para alcancar uma nova fase da Medicina, da qual as terapéuticas
regenerativas facam parte, sdo necessarios novos esforgcos que culminem em
novas solugdes. Abordagens inovadoras, a merecer avaliagdo no futuro,
podem vir de estratégias biotecnolégicas que ja se perspetivam. A utilizacao
de novas fontes de células com maior potencial regenerativo e a combinacao
de citocinas e de fatores de crescimento que potenciem as suas capacidades
de fixacdo, sobrevivéncia e de transdiferenciacdo, estdo ja em avaliacdo. As
técnicas de reprogramacao genética poderdo também facilitar a integracéao
eletromecanica, bem como permitir a imunotolerancia e ultrapassar os riscos
de formacdo de tumores. Outras formas de otimizacao da Terapia Celular
poderdo passar pela terapia celular hibrida, com acéo sinérgica na reparacao
vascular e regeneracdo miocardica, ou pela utilizacdo de materiais
biocompativeis de suporte para as células. Finalmente, a melhor
compreensao dos processos de diferenciacdo celular, das interacoes
moleculares entre as células transplantadas e os tecidos onde se alojam, e
dos mecanismos paracrinos envolvidos, sdo fundamentais para o sucesso da

investigacao clinica futura.

2. Avaliacao Invasiva Da Microcirculacao Coronaria

A circulacdo coronaria consiste em vasos condutores (artérias), vasos de
distribuicao (arteriolas), vasos de trocas (capilares) e vasos de rececdo
(vénulas e veias). A microcirculagdo coronaria € composta pelos vasos com
diametro inferior a 300 um (Figura 4) **2. No seu conjunto formam uma rede
integrada de microvasos, que desempenha um papel na fisiologia da
circulacdo cardiaca e cuja disfuncédo esta presente em varios processos de
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doenca, como causa ou consequéncia. Na microcirculacdo reside 90% do

volume de sangue do coragao 322,

Microcirculacao

Pequenas Artérias Arteriolas Capilares Vénulas
150 - 300 uym 20 - 150 ym 5-20 um 20 - 40 ym

Figura 7 - Vasos que compdem a microcirculacio corondria.

2.1 Caracteristicas da microcirculagao coronaria

s

E na microcirculagdo, sobretudo nas arteriolas com diametro inferior a 150
MM, que ocorre o controlo da pressao e do fluxo sanguineo coronario, através
da regulacdo da resisténcia vascular *?%. Este controlo tem o objetivo de
garantir a manutencdo do fluxo sanguineo adequado as necessidades
metabdlicas do miocardio e de manter a pressao capilar em niveis estaveis,
permitindo as trocas de oxigénio e nutrientes, sem ocorréncia de lesao

vascular ou de edema dos tecidos.

Da resposta da microcirculagdo a varios estimulos resulta a denominada
autoregulacao coronaria, que consiste na capacidade da circulacado cardiaca
em manter o fluxo sanguineo relativamente constante, ndo obstante a
existéncia de alteragées marcadas da pressdo de perfusdo ***. No coracgao
normal o aumento da contractilidade, da frequéncia ou da tensdo da parede
miocardica resultam num aumento das necessidades de oxigénio, as quais
sdo compensadas pelo aumento do fluxo coronario. O balango entre
estimulos vasodilatadores e vasoconstritores das arteriolas é assim alterado
de acordo com a pressao sistémica e as necessidades metabdlicas do

miocardio.
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Os mecanismos de regulacdo do fluxo coronario sdo de natureza variada e
atuam em diferentes niveis da microcirculagédo 3%°:

a) os neurohumorais, resultam da acdo de neurotransmissores libertados
pelo sistema nervoso vegetativo e atuam nas arteriolas maiores, com
didametro de 140-300 um;

b) os endoteliais, baseiam-se na libertacdo pelo endotélio de substancias
vasoativas como o éxido nitrico e algumas prostaglandinas, com efeito nas
arteriolas com didmetro de 80-150 pm;

c) os metabdlicos, dependem da libertagcdo local e sistémica de
metabolitos, como a adenosina, e atuam nos vasos mais pequenos, com
didmetro de 25-100 um;

d) os miogénicos, dependem da resposta do musculo liso da parede do
vaso as alteracdes da pressao intraluminal, o que ocorre sobretudo nos vasos

com 25-100 ym de diametro.

A disfuncdo da microcirculagdo estd presente em varios processos
patolégicos, embora ainda ndo se compreenda completamente o seu
significado, e pode consistir em alteragbes da resposta aos mecanismos de
regulacao ou da propria estrutura vascular, com diminuigcao do diametro e do
numero dos vasos. Nos doentes com aterosclerose, sindrome metabdlica e
insuficiéncia cardiaca, o compromisso da autoregulacdo corondria ja foi
demonstrado, o que estara provavelmente associado a disfuncao endotelial
presente *°. No Sindrome Cardiaco X, que engloba os doentes com angina,
com teste de isquémia positivo e auséncia de doenca nos vasos epicardicos,
tem sido sugerido o compromisso da resposta vasomotora da microcirculagéo
%7 No EAM a obstrugdo da microcirculagdo tem também um papel no
mecanismo de lesdo da isquémia-reperfusdo e no fenémeno de no reflow, as
grandes limitagdes das terapéuticas de reperfusdo atuais *?®. Mesmo na
auséncia de doenca corondria epicardica o compromisso da microcirculacao
€ um fator associado de forma independente a progressao para insuficiéncia

329,330

e a morte cardiaca Alguns autores defendem mesmo que a

microcirculagdo tem sido um alvo terapéutico negligenciado *'.
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O desconhecimento sobre o papel da microcirculacdo nas doencas cardiacas
esta relacionado sobretudo com a dificuldade na sua avaliagdo, que resulta
por um lado da sua pequena dimensao e, por outro, da dificuldade adicional
introduzida pela variabilidade do ciclo cardiaco. As técnicas laboratoriais
complexas que permitiram o estudo da fisiologia coronaria n&o sao
exequiveis na pratica clinica, pelo que a sua translacdao nao ocorreu. Nos
ultimos anos, a evolugcao das técnicas de imagem tém proporcionando
avancos no conhecimento do estado da microcirculagdo na doenca e a sua
resposta as medidas terapéuticas. Também no Laboratério de Hemodinamica
tem sido possivel avancar da avaliacdo do estado dos grandes vasos
epicardicos para a dimensao das arteriolas e capilares como veremos mais a

frente.

2.2 Relevancia da microcirculagao coronaria para a Terapia Celular

A participagédo da microcirculagado no processo de Terapia Celular ocorre de
duas formas diferentes. Uma consiste no seu papel de micro-barreira para as
células entregues por via intravascular, influenciando a migragdo das células
para os tecidos ou a sua destruicdo no interior dos vasos obstruidos. A outra,
passa por ser potencialmente beneficiaria direta da acao terapéutica das
células, podendo a formacao de novos vasos influenciar a estrutura e funcao
da rede microvascular regional ou global.

A migragdo para o coragdo das ceélulas entregues por via intravascular
depende do reconhecimento e/ou interacdo com o endotélio dos microvasos,
e da sua extravasdo, passando através da parede dos capilares para os
tecidos circundantes 3*. E provavel que a migragdo celular dependa de uma
relagdo complexa entre citocinas, moléculas de adesdo, proteases e as
forcas de Starling. No entanto, os mecanismos envolvidos ao nivel do
coracdo ainda nao estao esclarecidos, sendo apenas possivel fazer algumas
extrapolagcbes do que ja se conhece sobre a fixacdo das células
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hematopoiéticas a medula éssea durante o transplante de medula, acrescidas
de alguns contributos da escassa investigagao dirigida ao coracédo 3.

A prépria lesdao ou inflamacdo dos tecidos pode promover nao sé a
mobilizacdo, como também a extravasdo das células, o que pode ser
particularmente relevante no contexto de EAM. Esta demostrado que apéds
uma agressao miocardica existe um aumento da sintese do SDF-1 nas
células endoteliais, o qual esta ligado ao recrutamento de CEH em circulacéo,
através da sua ligacdo ao recetor CXCR4 %4 Um outro estudo procurou
esclarecer as bases moleculares da fixagdo miocardica das CEM, concluindo

serem distintas das CEH e em parte dependentes da integrina p1 3%.

No caso de ocorrer obstrucao dos vasos pelas células administradas, além do
risco de microenfartes que comprometam a seguranga, ndo é conhecida a
forma como poderd estar influenciada a extravasao das células para o tecido
miocardico. Num estudo interessante, Toma et al. avaliaram com microscopia
intravital do musculo cremastérico do rato o destino de CEM apéds injecao
intra-arterial ?*. Os autores descobriram que 92% das CEM ficaram retidas
ao nivel pré-capilar, tendo comprometido em 27% o fluxo sanguineo regional.
Apenas 14% das células conseguiram sobreviver neste ambiente de isquémia
e extravasar para o tecido circundante. Estes resultados sdo favoraveis a
hip6tese de que a proépria eficacia do transplante intra-arterial de CEM pode
estar comprometida pela obstrugdo da microcirculacdo. Por outro lado, o
contacto com as células e o endotélio capilar durante um determinado tempo
deve ser necessario para que a interagcdo molecular ocorra e nao exista uma
simples passagem das células para o sistema venoso. Com todas estas
questdes em aberto, a obtencdo de informacdo sobre o estado da
microcirculacdo durante a injecdo das células podera acrescentar dados
relevantes ao sucesso e a seguranca da Terapia Celular, em particular

quando utilizada a via intracoronaria.

O estudo da microcirculacdo também pode fornecer informagcao sobre os
beneficios da terapia com células na promogdo da angiogénese. Alguns
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estudos clinicos ja mencionados avaliaram a hipétese de existir a restauracéao
da microcirculacdo aos 4 meses apds a administracdo de células. Num
subestudo com Doppler intracoronario que incluiu 58 doentes do estudo
REPAIR AMI, observou-se uma melhoria significativa da reserva de fluxo
coronario e uma diminuicdo da resisténcia de microcirculacdo nos doentes

tratados 2%,

Do mesmo grupo, um outro subestudo com Doppler
intracoronario realizado em 40 doentes do TOPCARE-AMI, os resultados
foram semelhantes, com a normalizacao do fluxo coronario e da resisténcia
de microcirculagao nos doentes tratados **’. Por sua vez, os estudos HEBE e
TOPCARE-DCM também incluiram a avaliagdo da microcirculacdo por
Doppler intracoronario, ndao tendo havido diferencas nos parametros
avaliados do fluxo coronério e da resisténcia da microcirculagdo 2°°°'¢, A
neoangiogénese resultante da terapia celular, com a formacéo de microvasos
e a consequente melhoria da microcirculacdo, continua desta forma a ser

controversa e a carecer de confirmacao.

2.3 A avaliacao da resisténcia microvascular

A avaliagdo funcional da circulacdo coronaria durante a cateterizacao
cardiaca faz hoje parte da atividade habitual do Laboratério de
Hemodindmica e Cardiologia de Intervengédo, sendo possivel determinar a
pressao existente em varios niveis da circulacdo e o fluxo de sangue que

perfunde os vasos num determinado momento.

Tal como esta expresso na Lei Fisica de Ohm, a resisténcia é o resultado do
gradiente de pressdes a dividir pelo fluxo, sendo este a quantidade de
sangue por unidade de tempo que passa por uma secgao transversal de um

DP LA . . ~
vaso, R = o (R — resiténcia, DP — diferenca de pressdes, Q — fluxo) . Num
sentido mais lato, a resisténcia vascular é o obstaculo proporcionado por um
vaso ao fluxo nele contido. A medida da resisténcia depende pois da

intensidade do fluxo e da diferenca de pressao ente as extremidades de um

vaso e 0 seu valor ndo € direto mas apenas relativo.
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A circulacdo coronéria € influenciada por duas resisténcias fisiopatolégicas:
as motivadas pela presenca de estenoses dos vasos epicardicos; e as da

disfuncdo microvascular 3%.

A prética clinica esta sobretudo focada na
doenca coronaria epicardica, pelo que € compreensivel que os primeiros

parametros a serem estudados tenham sido relacionados com esta.

O fluxo fracionado de reserva do miocardio (FFR) é a razdo da pressao
média distal a estenose com a pressdo média da aorta durante a
vasodilatacdo maxima induzida farmacologicamente. O valor de FFR
multiplicado por 100 é igual a percentagem de sangue que irriga aquela
regiao do miocardio em comparacao com a que se verificaria se a coronaria
fosse normal. A determinacdo do FFR € hoje de grande auxilio na
determinacdo do significado funcional das lesbes coronarias, estando
validada por varios estudos e a sua utilizagdo encontra-se em franca

expansao 339340,

A reserva de fluxo coronario (RFC) é o aumento maximo do fluxo sanguineo
(durante fase de vasodilatacdo maxima ou de hiperémia) acima do que esta
presente em repouso. A sua avaliacdo requere a determinagao da velocidade
do fluxo coronario, realizada por Doppler ou por termodiluicdo, embora
também seja possivel a utilizagdo de indices semiquantitativos da perfuséao
corondria para obter uma razdo equivalente **'. A RFC tem a desvantagem
de ndo ser independente das condigbes hemodindmicas de base e de
fornecer informacdo sobre o estado da circulagdo epicardica e da

338,342

microcirculacdo, nado sendo possivel diferencia-las Estas séao

importantes limitacdes para a sua utilizagédo no estudo da microcirculacao.

A melhor forma de estudar a microcirculacdo consiste em avaliar a sua
resisténcia. O estudo invasivo da resisténcia da microcirculagdo pode ser
efetuado de forma global ou regional. Na primeira, o fluxo sanguineo de todo
0 coracao é determinado através da cateterizacao seletiva do seio coronario
e da técnica de termodiluicdo. Para a avaliagdo regional é necessario a

cateterizacdo seletiva de uma das coronarias com fios intracoronarios com
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capacidade especificas — de Doppler ou de avaliacdo térmica (para
termodiluicdo).

Com um fio especifico de Doppler intracoronario mede-se a velocidade do
fluxo coronario, sendo necessario também conhecer a area do vaso para a
determinacdo do volume de sangue, o que pode ser conseguido por
quantificacado angiografica ou ecografia intracoronaria. A razao entre a
pressao distal média, durante a fase de hiperémia, e a média da velocidade
de pico distal é denominada de Resisténcia Microvascular hiperémica (RMh).

Com a técnica de termodiluicao determina-se o indice de resisténcia da
microcirculacdo (IRM), o qual foi ja validado e ultrapassa as limitacdes da
RFC (Figura 8). Aléem disso, o IRM baseia-se na tecnologia de fio guia de
pressdes, utilizada atualmente de forma corrente na pratica clinica, ao
contréario do Doppler intracoronario 3**. Este indice é avaliado durante uma
fase de fluxo maximo e é definido pela pressao coronaria distal média (Pd)

dividida pelo inverso do tempo médio de transito (Tmn) durante a fase de

Pd
Tmn-1"

hiperémia, IRM = O tempo médio de transito é determinado por

termodiluicdo (Figura 8). Uma injecao intracoronaria de 3 ml de soro a
temperatura ambiente através do cateter, provoca uma variagao térmica, a
qual é detetada pela parte proximal do fio guia de pressdes (que funciona
como termistor proximal). De seguida, o soro flui pela coronaria até ao
termistor distal onde novamente se assinala a mudanca térmica. Medindo-se
o tempo que o soro percorreu desde o sensor proximal ao distal, em varias
injecbes, temos o tempo médio de transito. O IRM é reprodutivel e
independente da frequéncia cardiaca, da pressao sanguinea e da
contractilidade cardiaca 3*.
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Cateter

Termistor proximal

Lo

Termistor distal
e sensor de pressdo
. | —"

tracorOnén.o

Figura 8 - Ilustracio da avaliacio do indice de Resisténcia da Microcirculagio.

A - Aorta e artéria descendente anterior. B- Cateterizacdo seletiva da coronaria
esquerda e fio guia no interior da descendente anterior. A porg¢io do guia a saida do
cateter funciona como termistor proximal e o sensor de pressao distal é o termistor

distal.

119



Fundamentos

Injecdo intracoronaria
de soro salino

pressdo coronaria

distal média (Pd)
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e
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tempo médio
de trénsito
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Figura 8 (cont.) - Ilustracio da avaliacio do indice de Resisténcia da
Microcirculagdo. C - Injecdo intracoronaria de soro salino a temperatura
ambiente. D- Determinacdo do indice. A alteracio da temperatura é detetada no
termistor proximal e, ap6s o soro percorrer a descendente anterior, é novamente
detetada no termistor distal, medindo-se assim o tempo médio de transito (Tmn). A
pressdo corondria distal média (Pd) é avaliada pelo sensor de pressdo, e a razio desse

valor pelo inverso do Tmn é o Indice de Resisténcia da Microcirculagio.
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Um passo chave para a correta avaliacdo do IRM consiste na inducdo da
hiperemia maxima, que é o resultado da vasodilatacdo generalizada da
arvore coronaria. Para a obtencdo desta vasodilatacdo sao utilizados
farmacos vasodilatadores dos pequenos vasos, sendo a adenosina
intravenosa e a papaverina intracoronaria os mais eficazes **°. Contudo, os
estudos em animais tém utilizado doses diversas destes farmacos, néo
estando ainda definida qual a dose correta ou se existe um efeito de

dose/tempo a ser considerado na interpretagdo dos seus resultados.

Um intervalo de referéncia para o IRM em individuos normais foi
recentemente estabelecido entre 8.9 e 22.7 U, com um valor médio de 12.6 U
3¢ Na presenca de fatores de risco cardiovascular e na doenca coronaria
estavel o IRM reportado é superior, com um valor médio de cerca de 25 U
344347 No contexto de EAM, foi demonstrado que o valor limite de 32 U é

predizente da recuperacdo miocardica apds o evento agudo 3*2.

3. Modelo Animal Para Investigacao Pré-Clinica

Desde cedo a investigacao biomédica organizou-se em fases, sendo a etapa
pré-clinica essencial para o desenvolvimento de novos tratamentos e para
evolugdo do conhecimento sobre os sistemas fisiologicos que nos regem e

sobre os mecanismos fisiopatolégicos da doenca.

A investigacdo animal garante uma maior seguranca da investigacao clinica,
permite uma primeira exploragdo do proof of concept de uma determinada
acao terapéutica e possibilita a avaliacdo de parametros biolégicos com
métodos nao aplicaveis no ser humano. A analise dos dados fornecidos pela
investigacdo animal esta hoje incluida nos requisitos de aprovacao de varias
entidades regulatérias que lidam com investigacao clinica e com a aprovacao

de medicamentos ou dispositivos médicos.
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3.1 Translagao dos estudos animais pré-clinicos

A investigacao animal baseia-se na no¢do que os processos fisioldgicos e
fisiopatolégicos, relevantes para a avaliacdo, sdo semelhantes aos presentes
no ser humano. Este é um conceito simplista, tendo em conta a grande
complexidade e variabilidade destes processos, intra e inter-espécies. A
validacdo dos modelos animais utilizados, ou o conhecimento das suas
limitacées, é fundamental para garantir uma correta interpretagcdo e

extrapolagdo dos dados obtidos 34°.

A maioria dos estudos pré-clinicos realizados utilizam animais de pequeno
porte (o0 rato e o ratinho sdo os mais comuns), sobretudo por questdes éticas
e de exequibilidade dos estudos, sendo estes de menor custo e com menores
e mais simples necessidades logisticas *°. Existem diferencas consideraveis
entre a fisiologia e anatomia do coracao do roedor e o humano. Os potenciais
de acao dos cardiomiécitos do rato tém uma duracdo curta e sem plateau,
sendo que a sua frequéncia cardiaca € cerca de 5 vezes superior e a relacao
forca-frequéncia do coragdo é inversa, em comparagdo com a humana *'.
Apesar da frequéncia cardiaca mais elevada, o coracao do rato bate cerca de
700 x 10° vezes, nos seus 2 a 3 anos de vida, e 0 do humano contrai 2500 x

10° vezes, ao longo da sua vida mais longa %2,

Ao contrario do humano, o
coragdo do rato possui a fisiologia do torpor, um estado em que o
metabolismo pode ser rapida e drasticamente reduzido 3*2. Nestes evidentes
contrastes, residem certamente diferencas biolégicas a ter em conta na
interpretacdo dos estudos com estes modelos e na sua extrapolagéo para o

ser humano.

A simples discrepancia na dimensao pode ser uma limitagdo importante na
investigacao de terapéuticas regenerativas. O coragédo do rato pesa cerca de
70 mg e o seu ventriculo esquerdo tem 1 mm de espessura, j& no homem

adulto o ventriculo esquerdo pesa cerca de 500 g e tem 1 cm de espessura
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53 Desta forma, compreende-se que a tarefa de regenerar tecido miocardico

vidvel e com significado clinico, sera muito mais exigente no ser humano.

Apesar de ja existirem métodos de imagem e de cateterizacdo do roedor que
permitem a avaliacdo do coracédo e da sua funcado, estes sdo distintos dos
utilizados na prética clinica no ser humano. Também esta limitada a utilizagéo
das técnicas terapéuticas invasivas, endovasculares ou cirdrgicas, 0 que

impossibilita a mimetizacao dos procedimentos clinicos em uso.

Do balanco entre as mais-valias e as desvantagens da investigacdo em
animais de pequenas dimensdes, resulta que seja considerado como
fundamental um outro patamar de investigacdo com animais de maior porte,
que se aproximem mais do ser humano em termos evolutivos e de dimensdes.
Os trabalhos com roedores permitem de forma mais expedita avaliar a
sobrevivéncia e integracdo das células transplantadas, assim como a
exploracdo dos efeitos bioldégicos provocados e o0s potenciais riscos
associados, como a formagcdo de tumores. As dificuldades consistem na
sensibilidade da avaliacdo da funcao cardiaca, na exequibilidade de estudo
de dose-efeito, bem como na impossibilidade de comparar diferentes formas
de entrega das células.

3.2 Modelo animal de grande porte para investigacao em Cardiologia

A escolha do animal de grande porte mais adequado para investigacdo em
Cardiologia depende da sua semelhanca com o ser humano, da sua
disponibilidade, da sua facilidade de manutencdo em cativeiro e das questoes
éticas e de aceitagdo social associadas. Nos Ultimos anos, o porco surgiu
como o animal que melhor concilia estes requisitos e é hoje o modelo mais
usado em investigacao ligada ao coracao, substituido o céo, frequentemente

utilizado ha algumas décadas atras **.
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A circulagédo cardiaca do porco é a que se aproxima mais da humana, na
anatomia coronaria, tamanho, estrutura e distribuicdo dos vasos, sendo a sua
dominéncia maioritariamente direita e a circulagdo colateral igualmente
minima %*°. O tecido de conducéo cardiaco também é muito semelhante e a
prépria razdo entre o tamanho do coracdo e a superficie corporal sao
idénticas, se considerarmos os animais com cerca de 30 kg *°°%’. Também
na perspetiva do seu metabolismo cardiaco o porco assemelha-se ao ser
humano, dependendo sobretudo de acidos gordos nao esterificados para a

producéo de energia em condicdes de normalidade >*”.

As dificuldades em trabalhar com o modelo suino passam pela sua elevada
suscetibilidade para hipertermia maligna durante a inducado anestésica, algo
que experienciamos durante os trabalhos que conduziram a esta tese, pelo
baixo limiar disritmico durante a manipulacdo das corondrias e pelo seu
rapido crescimento, se existir a necessidade de um seguimento prolongado
dos animais. Algumas destas limitagbes foram ultrapassadas com o
desenvolvimento do mini-porco, cuja utilizagcdo em investigacdo € cada vez

mais frequente 2.

Ao contrario dos animais de pequeno porte, os animais de maiores
dimensdes permitem a avaliacdo do numero de células a transplantar, do
volume e velocidade da sua administracdo e da melhor forma e local de
entrega. A possibilidade de transportar as técnicas e a tecnologia de
intervencao coronaria para o laboratério permitem também uma aproximacao

a realidade clinica, impossivel com animais de pequenas dimensoes.
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II. HIPOTESE

O IRM permite pela primeira vez o estudo da microcirculagdo cardiaca, em
tempo real e in vivo. A utilizagdo da via intracoronaria para transplantacao
cardiaca das CEM, de dimensao superior aos capilares, motiva receios pela
possibilidade de obstru¢do da microcirculacao.

No caso da avaliacdo do IRM permitir a detecdo de alteracbes da
microcirculacdo durante a intervencdo de entrega das CEM sera

demonstrado pela primeira vez o valor desta técnica neste contexto.

Além de dar um contributo para a demostracdo das alteracbes da
microcirculacdo, a avaliagdo do IMR podera no futuro ter um papel na
aplicagdo clinica do transplante intracoronario destas células, podendo
auxiliar no estabelecimento de limiares de seguranga quanto ao numero de

células ou a sua velocidade de infusao.
Da mesma forma, existindo meios de producao otimizados para a obtencao
de CEM de menores dimensdes e com igual ou superior potencial terapéutico,
o IRM podera permitir a sua comparacao em termos de seguranca e eficacia.
Este trabalho pretende testar as seguintes hip6teses:

- a injecdo intracoronaria de CEM associa-se a uma obstru¢do da

microcirculagao, a qual se traduz num aumento imediato € mensuravel
do IRM;
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- a avaliacdo da microcirculagdo com o IRM, pode ser util no estudo de

dose-efeito e na comparacdo de células com propriedades fisicas
diferentes;

- a injecdo intracoronaria de CEM associa-se a neoangiogénese e

promove a restauracdo da microcirculagcao no contexto de EAM, a qual

se traduz numa alteracao positiva no IRM.

Para testar estas hipéteses o trabalho decorrera em trés fases com objetivos
e metodos distintos.
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1. Primeira Fase

1.1 Objetivo principal

A complexidade da investigacdo animal associada a da prépria técnica de
determinacao do IRM aconselham uma necessaria validacdo destes modelos,
antes da utilizacdo do seu potencial para o estudo da fisiopatologia da
doenca cardiaca ou para a avaliagao dos efeitos de determinada terapéutica

na microcirculacao.

O objetivo principal € validar a técnica de determinacdo do IRM no nosso

modelo animal de grande porte (suino).

1.2 Objetivos secundarios

Um passo chave para a correta avaliagcdo do IRM consiste na indugao da
hiperemia maxima através da utilizacdo de farmacos vasodilatadores.
Contudo, os estudos em animais tém utilizado doses diversas destes
farmacos, nao estando ainda definida qual a correta ou se existe um efeito de
dose a ser considerado na interpretacdo dos seus resultados. Também em
relacdo ao IRM nao estd definida a duracdo do efeito da hiperémia, ou
quando o seu resultado regressa ao estado basal, 0 que pode ser importante
na avaliacao dos efeitos imediatos de uma acdo com potencial interferéncia

na microcirculacao.
Os dados obtidos com este estudo permitirdo avaliar o nimero de elementos

da amostra para os estudos subsequentes, avaliando a variancia que se

podera esperar e a poténcia necessaria do teste estatistico.
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Desta forma, os objetivos secundarios sao:

a) a comparacao de duas doses de papaverina para inducao de
hiperemia maxima, 5 e 10 mg, quanto ao valor de IRM obtido e o estudo da
sua evolucéo temporal;

b) dimensionamento da amostra para a Segunda Fase.

2. Segunda Fase
2.1 Objetivo principal

Avaliar o efeito imediato no fluxo sanguineo e na microcirculacdo coronaria
da injegéo intracorondria de CEM num modelo animal suino, através do

estudo hemodinamico invasivo com a determinag¢do do IRM e da RFC.

2.2 Objetivos secundarios

Avaliar:
a) os efeitos hemodindmicos sistémicos da injecao intracoronaria de
CEM;
b) as alteragbes eletrocardiograficas, indiciadoras de isquémia ou de
disritmias, motivados pela injecao intracoronaria de CEM.

3. Terceira Fase

3.1 Objetivo principal

Comparar efeitos imediatos na microcirculagdo coronaria com a determinacao
do IRM da administracao intracoronaria de CEM convencionais e CEM

produzidas de forma inovadora num modelo animal suino de EAM.
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3.2 Objetivos secundarios

Avaliar:
a) as alteracdes induzidas pelo EAM no IRM e RFC;
b) a dose-efeito da administracdo de CEM na circulacao coronaria;
c) .a eficacia e a sobrevivéncia da CEM administradas por via
intracoronaria no contexto de EAM
d) os efeitos regenerativos das CEM, em particular na neoangiogénese

miocardica.
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V. METODOS

1. Primeira Fase

1.1 Manipulag¢ao animal

Foram utilizados 8 suinos cruzados (machos Duroc X fémeas F1 Large
White X Landrace), com peso vivo entre 25-40 Kg (32 £ 5 Kg). O estudo foi
aprovado pela Comissdo de Etica e Bem-estar Animal da Faculdade de
Medicina Veterindaria de Lisboa e autorizado pela Direcao Geral de
Alimentacao e Veterinaria. Os animais foram tratados respeitando as normas
de utilizagdo humanitaria e bem-estar (diretiva Europeia 2010 / 63 / EU, sobre

protecdo dos animais utilizados para fins cientificos).

Todos os animais foram mantidos em jejum nas 12 horas que antecederam o
procedimento. Como medicagédo pré-anestésica foram administrados a cada
animal, por via intramuscular, 2 mg kg de azaperona (Stresnil®), 1 mg de
atropina e, apés um periodo de 15 minutos, 20 mg kg’ de cloridrato de
quetamina (Imalgene 1000®). Ja na sala de hemodinamica, foi colocado um
cateter venoso de 22G (Abbocath®) na veia marginal da orelha, através do
qual se administraram 6 mg kg™' de tiopental sédico 5% (Tiopental BRAUN®).
Depois da confirmacdao da perda do reflexo de degluticido procedeu-se a
intubacao orotraqueal, apés o que o animal foi colocado em ventilagao
controlada com volume corrente de 10 ml kg'. Para a manutencdo da
anestesia utilizou-se isoflurano a 2% (lsoflo®, Abbott Laboratories) em fluxo
constante de O2. Os animais foram mantidos em infusdo venosa continua de
solucdo salina 9% até ao final da intervencdo e a sua temperatura

assegurada com manta térmica.

Os animais utilizados neste estudo nao foram sacrificados. Assim, durante o

recobro de 24 horas foi feita analgesia com 2 mg kg p.v. de carprofeno
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(Rimadyl, Pfizer) e antibioticoterapia com 15mg kg’ p.v. de amoxicilina
(Clamoxyl L.A., Pfizer), ndo tendo os animais manifestado qualquer sinal de

sofrimento.

1.2 Cateteriza¢ao cardiaca, avaliagio hemodinamica e angiografica

A via de acesso utilizada foi a artéria femoral direita, cateterizada com a
técnica de Seldinger e colocando-se um introdutor 6 French. Ap6s a obtencgao
do acesso arterial os animais foram anticoagulados com a administracdo de
200 U kg' de heparina (Heparin Braun®). Os procedimentos relacionados
com a cateterizagao cardiaca foram guiados por fluroscopia (Philips Medical
Systems NL B.V.).

A pressao arterial na aorta e a pressao telediastélica do ventriculo esquerdo
foram determinadas de inicio, com a utilizacao de um cateter pigtail (Cordis),
apoés calibracdo e estabilizacdo das curvas de pressao-tempo, utilizando-se
um poligrafo GE Medical Systems.

A cateterizacdo seletiva da coronaria esquerda foi realizada com um cateter
guia Amplatz esquerdo 0,75, 6 French (Cordis), seguida de uma angiografia
de base com injecdo prévia de 0,5-1 mg de dinitrato de isossorbido
intracoronario (Isoket®, Schwarz Pharma Ac.). Durante o procedimento
manteve-se a monitorizagdo hemodindmica dos animais, com o registo

continuo da pressao aodrtica.

1.3 Avaliagao electrocardiografica

Foram realizados eletrocardiogramas de 12-derivacées no inicio do estudo
antes da cateterizagdo coronaria, apés a determinacdo de IRM e apés a
injecdo das microesferas. A monitorizacdo eletrocardiografica com registo
continuo foi mantida durante todo o procedimento e as suas alteracées foram

registadas.
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1.4 Avaliag¢ao do indice da resisténcia da microcirculagao e da reserva

de fluxo coronario

A determinagdo da presséao intracoronaria e da velocidade de fluxo foram
efetuadas com um fio guia 0,014 PressureWire™ Certus (St. Jude Medical).
Apls a equalizacao das pressGes com 0 sensor na coronaria imediatamente
a seguir a extremidade do cateter, o fio foi avancado e posicionado com o
sensor na unidao do terco médio com o distal da descendente anterior.
Sempre que a navegacao deste guia na descendente anterior se revelou
dificil, por ser menos maleavel, esta foi feita com um guia BMW (Abbott
Vascular) e os guias trocados com o auxilio de um microcateter FineCross™
(Terumo Interventional Systems). Desta forma evitou-se prolongar a
manipulagdo intracoronaria, diminuindo o risco de vasoespasmo e de

disseccao, e impedindo-se a danificacdo do guia de pressoes.

Foi utilizada uma consola RadiAnalyzer™ Xpress (St. Jude Medical) e o
respetivo software para a determinacdo da Pd e do Tmn na descendente
anterior. Através do cateter guia foram feitas séries de injecdes
intracoronarias de 3 ml de soro fisioldgico a temperatura ambiente. A média
dos 3 valores mais préximos e com curvas temperatura-tempo semelhantes

forneceu o Tmn (Figura 9).
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Figura 9 - Imagem da interface da consola RadiAnalyzer™ Xpress (St. Jude
Medical) durante a determinacao do IRM num dos animais estudados. Na metade
superior da figura observam-se as curvas de pressdo, a vermelho a distal e a verde a
proximal. Na metade inferior da figura observam-se trés curvas de termodiluigao

resultantes das injecGes de soro salino a temperatura ambiente.

Embora o valor de IRM seja o quociente da divisdo da Pd coronaria pelo
inverso do Tmn em condicdes de hiperémia méaxima, para efeito dos
resultados apresentados neste estudo, e tendo em conta o objetivo de avaliar
a sua evolucao temporal, consideraram-se todas as determina¢gées como IRM
e o avaliado em hiperemia maxima como o verdadeiro IRM. A RFC foi
definida como o quociente entre e Tmn em repouso e o Tmn em hiperémia

maxima.

Apoés a avaliagéo da Pd e do Tmn em condi¢des basais, mantendo sempre o
fio guia na mesma posicao, foi determinado o IRM com hiperemia maxima
induzida pela injecao intracoronaria de 5 mg de papaverina (Labesfal ®),
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depois da confirmacdo da descida da pressdo distal durante o primeiro
minuto e sucessivamente aos 2, 5, 8 e 10 minutos. A seguir a um intervalo de
10 minutos (que permitiu a metabolizacdo da papaverina anteriormente
administrada), foi feita a injecao intracoronaria de 10 mg papaverina e a

mesma sequéncia de avaliag¢des foi realizada.

1.5 Disfunc¢ao da microcirculagao coronaria

Para comprometer a microcirculacao coronaria foram injetados 0,25 ml de
solugdo de microesferas de 40 ym de diametro (aproximadamente 30 x 10°
microesferas, Embozene® Microspheres, CeloNova BioSciences), diluidas
em contraste e através de um microcateter com a ponta colocada na
descendente anterior, distal a primeira diagonal e proximal ao microsensor do
fio de pressodes, o qual foi mantido na mesma posicao. A injecao foi realizada
manualmente durante 2 minutos. O nimero de microesferas foi definido por
ser igual ao numero planeado de CEM a utilizar na segunda fase e apoés
verificacdo de que com esta quantidade o fluxo epicdrdico nao era

comprometido (estudo preliminar em dois animais).

Cinco minutos ap6s a injecdo das microesferas, avaliou-se o IRM com
hiperemia maxima induzida pela injecdo intracoronaria de 10 mg de
papaverina, durante o primeiro minuto e depois de confirmada a descida da

pressao distal.
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1.6 Diagrama

8

Animais 5 mg de Papaverina 10 mg de Papaverina Microesferas

U U Y

ECG IRM ECG
PA e PTDVE 1 mlnuto 1 minuto Angiografia
Angiografia 2 minutos 2 minutos IRM Final
IRM Basal 3 minutos 3 minutos
5 minutos 5 minutos
8 minutos 8 minutos
10 minutos 10 minutos

Principais etapas da experiéncia da Primeira Fase.
ECG- eletrocardiograma; PA- pressdo aortica; PTDVE- pressao telediastdlica do

ventriculo esquerdo; IRM- indice da resisténcia da microcirculacao.

1.7 Anadlise estatistica

O pressuposto da normalidade foi validado com o teste Kolmogorov-Smirnov
com correcao de Lillefors, usando o teste de Shapiro-Wilk apropriado para
amostras reduzidas. As varidveis categéricas sao apresentadas como
contagem e percentagem do total. As variaveis continuas sdo expressas
como média e desvio-padrao. Para avaliar as diferencas entre as condicoes
basais e ap6s os 5 e os 10 mg de papaverina, assim como apos a inje¢ao de
microesferas, recorreu-se ao teste t de Student para amostras emparelhadas.

O dimensionamento do niumero de elementos da amostra pode ser escolhido

com base nos seguintes fatores: analise da variancia (esperada) da amostra

em estudo e a analise da poténcia do teste.
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Para avaliacdo da dimensdo da amostra na Segunda Fase foram calculadas
as estatisticas descritivas (média e desvio padrdo) dos IRM nos varios
instantes apos a injecdo de papaverina, nomeadamente nos instantes: inicial
(ap6s a injecao) e apos 1, 2, 5, 8 e 10 minutos. Usando esta informacao
realizou-se um teste one-way Anova que analisa a independéncia estatistica

entre os varios momentos em analise.

A andlise estatistica foi realizada com o programa SPSS 20 e teve o apoio da
empresa de analise estatistica Minalytics.

2. Segunda Fase

2.1 Manipulagao animal

Dezoito suinos cruzados (machos Duroc X fémeas F1 Large White X
Landrace), com um peso de 25 a 40 Kg (31 + 5 Kg), foram randomizados
para receber por via intracoronéria a concentracdo especifica de 30 x 10°
CEM ou o mesmo volume da solugdo sem células. Todos os procedimentos
efetuados foram iguais entre os grupos e mais uma vez foram aprovados pela
Comissao de Etica e Bem-estar Animal da Faculdade de Medicina Veterinaria
de Lisboa, autorizados pela Diregcdo Geral de Alimentacdo e Veterinaria e
realizados de acordo com as normas europeias de utilizacdo humanitéria e

bem-estar animal.

A manipulagdo dos animais foi semelhante a descrita na Primeira Fase.
Todos os animais recetores de células foram eutanasiados no final da
experiéncia por sobredosagem de tiopental de sédio intravenoso. Os animais
do grupo de controlo nao foram sacrificados e mantiveram-se em quarentena
durante 48 horas, sob analgesia e profilaxia infecciosa igual a dos animais da
Primeira Fase, nao tendo igualmente havido qualquer sinal de sofrimento.
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2.2 Preparagao das células estaminais mesenquimais

Foram utilizados multiplos frascos de CEM de um dador unico, sem relagéo
direta com o estudo e obtidas apds consentimento informado por aspirado de

medula 6ssea. As células foram criopreservadas num tanque de azoto liquido.

As CEM foram isoladas da fragdo mononuclear de acordo com o protocolo
previamente estabelecido pelo Laboratério de Bioengenharia de Células
Estaminais e Medicina Regenerativa, do Instituto Superior Técnico, baseado
na capacidade de adesao das células ao plastico (poliestireno) do meio de

cultura .

Para o estudo foram descongeladas e colocadas 3000-6000 células / cm? em
frascos T-175 BD Falcon), utilizando Dulbecco’s modified eagle medium
(DMEM) + 10% soro fetal bovino e expandidas apds consecutivas passagens,
para alcancar a dose planeada para administracdo. As CEM foram
expandidas em condicdes estaticas, com a utilizacao de dois meios de cultura
diferentes: DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino e StemPro
MSC SFM Xeno-Free (Invitrogen). Nas condi¢des em xeno-free os frascos de
cultura foram previamente revestidos com CellStart (Invitrogen). Ap6s a
cultura alcancar 70 a 80% de confluéncia, as células foram libertadas com a
solucdo Accutase (Sigma) para o caso de expansao in DMEM e TrypLE
(Gibco) no caso de expansdao em xeno-free. A avaliagdo do numero de
células e da sua viabilidade foi realizada com o método de exclusdo com azul
de triptano, com contagem num hemocitébmetro sob microscopia éptica.

Foram utilizadas células das passagens P4-P6.
A suspenséao celular para administracao foi preparada com uma solucédo de

1% de albumina de forma a prevenir a agregacao das células. Amostras das

suspensfes celulares foram observadas com microscopio Optico, em
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diferentes intervalos de tempo para verificacdo da formacdo de agregados
durante o tempo util do estudo.

As CEM foram caracterizadas por citometria de fluxo utilizando anticorpos
monoclonais especificos: mais de 95% da populacédo tinha de expressar
CD73, CD90 e CD105 e nao fazé-lo com CD14, CD19, CD31, CD34, CD45,
CD80 e HLA-DR (Figura 10). O potencial de diferenciacdo das CEM foi
testado com métodos bioquimicos depois da inducao in vitro da osteogénese,
adipogénese e condrogénese, em meios especificos de cultura. Sé foram
utilizadas células que cumpriram estes critérios, as quais foram transportadas
até ao laboratério de hemodindmica e administradas num intervalo de cerca

de 2 horas.
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HLA-DR

0,020 0,040

Figura 10 - Caracterizacao das células estaminais mesenquimais derivadas
da medula dssea, expandidas em frascos de cultura utilizando meios de
cultura Dulbecco’s modified eagle medium, suplementado com 10% de soro
fetal bovino. (A) Morfologia das células cultivadas avaliada por microscopia, (B)
Imunofenotipagem das CEM avaliada por citometria de fluxo. A percentagem (%)
apresentada no canto superior direito de cada histograma indica a expressdo de

cada antigénio.
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2.3 Cateterizagao cardiaca, avaliagdo hemodinamica e angiografica

A via de acesso utilizada foi novamente a artéria femoral, cateterizada com a
técnica de Seldinger e utilizaram-se introdutores e cateteres guia 6 French.
Por nesta fase a intervengcédo ter maior duragédo optou-se por intensificar a
anticoagulagcdo com a administracdo de 300 U kg de heparina (Heparin
Braun®).

A avaliagdo da pressédo arterial na aorta e a pressdo telediastélica do
ventriculo esquerdo foram determinadas de forma semelhante a da Primeira
Fase. Estas foram efetuadas no inicio do procedimento, antes da
cateterizacdo coronaria e 30 minutos apdés a infusdo intracoronaria da

solucao experimental.

A cateterizacdo seletiva da coronaria esquerda foi realizada com um cateter
guia Amplatz esquerdo 0,75, 6 French (Cordis), seguindo-se a injecéo de 0,5
mg de dinitrato de isossorbido intracoronario (Isoket®, Schwarz Pharma Ac.).
As angiografias da coronaria esquerda foram realizadas com inje¢cdo manual
de 10 cc de contraste de base iodada, antes da infusédo intracoronéaria da
solucdo experimental, imediatamente depois e ap6s os 30 minutos. O fluxo
coronario epicardico foi classificado com o sistema de TIMI.

Durante o procedimento manteve-se a monitorizacdo hemodindmica dos

animais com o registo continuo da pressao aortica.

2.4 Entrega intracorondria das células estaminais mesenquimais

A entrega das células ou da solucdo acelular foi efetuada cerca de 90
minutos ap6s a sua preparacdo. Depois da cateterizacdo seletiva da

corondria esquerda, um microcateter FineCross™ (Terumo Interventional
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Systems) foi colocado na artéria descendente anterior, logo apés a bifurcacao
com a primeira diagonal e com a ajuda de um fio guia intracoronario 0,014
BMW® (Abbott Vascular). Através do lumen central do microcateter foram
infundidos 20 cc da solucdo experimental (com 30 x 10° células ou sem
células no grupo controlo) a uma velocidade constante de 4 cc min™,
utilizando uma seringa infusora. No final o microcateter foi retirado e foi

realizada uma angiografia para excluir disseccao e avaliar o fluxo epicardico.

2.5 Avaliagao electrocardiografica

Eletrocardiogramas de 12-derivagdes foram realizados no inicio do estudo,
antes da cateterizagdo coronéaria e 30 minutos apds a infusédo intracoronaria
da solucdo experimental. A monitorizacao eletrocardiografica com registo
continuo foi mantida durante todo o procedimento. A frequéncia cardiaca,
alteracoes da repolarizagdo ventricular e a ocorréncia de disritmias foram

avaliadas e registadas.

2.6 Avaliagao da pressao fluxo intracoronario

A avaliagdo da presséo intracoronaria e do fluxo coronario para determinagao
do IRM e da RFC foram realizados da mesma forma da descrita na primeira
fase. Os resultados foram validados por dois investigadores em simultaneo,

que estavam cegos para o grupo a que 0s animais pertenciam.

As determinacbes da pressdo intracoronaria e do fluxo coronario foram
efetuadas em trés tempos:

a) previamente a infusao da solugcédo experimental;

b) aos 5 minutos apos a infusao;

c) e aos 30 minutos apés infusao.

Foi utilizado novamente um guia de pressdes PressureWire™ Certus (St.

Jude Medical), que apoés calibragao foi posicionado na artéria descendente
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anterior e com o sensor no seu terco médio. A posicdo do fio foi
cuidadosamente mantida durante a experiéncia. A Pd e o Tmn foram
registados com a consola (Radi Medical Systems, St. Jude Medical). O Tmn
foi avaliado apés a injecao rapida de 3 cc de soro a temperatura ambiente
através do cateter guia, utilizando-se a meédia de 3 medicdes. Para
determinacao da RFC as medicbes foram realizadas em condi¢cbées basais e
apos hiperémia maxima, provocada pela injecao intracoronaria de 10 mg de
papaverina (Labesfal - Laboratérios Almiro).

2.7 Diagrama
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CONTROLO |—»
9 Animais

Injecédo de solugédo
sem células

ECG
PA e PTDVE
Angiografia
IRM Basal
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Angiografia
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ECG ECG

Angiografia Angiografia
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Principais etapas da experiéncia da Segunda Fase.
ECG- eletrocardiograma; PA- pressdo aortica; PTDVE- pressao telediastélica do
ventriculo esquerdo; IRM- indice da resisténcia da microcirculacio; CEM- células

estaminais mesenquimais.
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2.8 Analise estatistica

O pressuposto da normalidade foi validado com o teste Kolmogorov-Smirnov
com correcao de Lillefors, usando o teste de Shapiro-Wilk apropriado para
amostras reduzidas. As variaveis categéricas sao apresentadas como
contagem e percentagem do total. As variaveis continuas sdo expressas
como média e desvio-padrdo. A comparacdo entre o grupo dos animais
recetores de CEM e o grupo controlo utilizou o teste t de Student para
variaveis independentes. A avaliagao intragrupo da média do IRM foi feita
com o teste de ANOVA para medidas repetidas e os valores de P ajustados
para comparacées multiplas com a correcdo de Bonferroni. A analise
estatistica foi realizada com o programa SPSS 20 e teve apoio da empresa

de andlise estatistica Minalytics.

3. Terceira Fase

3.1 Manipulagao animal

Dezoito suinos cruzados (machos Duroc X fémeas F1 Large White X
Landrace), com um peso de 30 a 35 Kg (32 £ 1 Kg), foram randomizados em
trés grupos iguais, para receber por via intracoronaria consecutivamente 20
cc de uma solugdo com 10 x 10° 15 x 10° e 20 x 10°® CEM convencionais
(grupo Convencionais), 10 x 10°, 15 x 10° e 20 x 10° CEM inovadoras (grupo

Inovadoras) ou 0 mesmo volume sem células (grupo Controlo).
Em todos os animais foi provocado um EAM anterior antes da randomizagao.

A inducdo do enfarte foi realizada sob anestesia geral, com um cateter de
baldo (3 x 20 mm), colocado apbés a primeira diagonal e insuflado a 4-8
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atmosferas, ocluindo desta forma a artéria descendente anterior durante 90

minutos, a que se seguiu a sua reperfusao (Figura 11).

Figura 11 - Angiografia da coronaria esquerda de um dos animais do estudo. (A)

Observa-se a descendente anterior sem compromisso do fluxo, (B) Baldo insuflado
posicionado no segmento médio da descendente anterior, (C) Confirmacdo da

interrupcao do fluxo na descendente anterior distal ao balao.

Previamente a oclusdo os animais receberam 300 mg p.v. de cloridrato de
amiodarona (Cordarone®, Sanofi-Synthelabo) e a ocorréncia de disritmias
ventriculares foi tratada com desfibrilhacdo elétrica externa imediata,
massagem cardiaca e adrenalina p.v. (Labesfal - Laboratérios Almiro) de
acordo com necessidade de ressuscitacdo. Durante o procedimento o0s
animais foram monitorizados e no recobro foi realizada analgesia e
antibioticoterapia de forma igual a descrita na Primeira Fase. Os animais
foram mantidos com antiagregacdo plaquetaria dupla com acido
acetilsalicilico 100 mg dia per os (Aspirina GR®, Bayer) + clopidogrel 75 mg
dia per os (Generis Farmacéutica, S.A), e com imunossupressao com
ciclosporina A 100 mg dia per os (Generis Farmacéutica, S.A), iniciados no

dia anterior.

Todos os procedimentos efetuados foram iguais entre os grupos e mais uma
vez foram aprovados pela Comissdo de Etica e Bem-estar Animal da
Faculdade de Medicina Veterinaria de Lisboa, autorizados pela Direcao Geral
de Alimentagdo e Veterinaria e realizados de acordo com as normas

europeias de utilizagdo humanitaria e bem-estar animal.
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A restante manipulagdo dos animais foi semelhante a descrita na Primeira
Fase. Todos os animais foram eutanasiados no final da experiéncia por
sobredosagem de tiopental de sédio intravenoso, e exsanguinagao por via

femoral.

3.2 Preparacgao das células mesenquimais

Foram utilizados dois protocolos de expanséao celular:

a) um protocolo “convencional” igual ao descrito na Segunda Fase,
baseado na cultura celular em condicdes estaticas;

b) um protocolo “inovador”, baseado numa estratégia desenvolvida pelo
Laboratério de Bioengenharia de Células Estaminais e Medicina
Regenerativa, do Instituto Superior Técnico, que envolve a cultura das CEM
aderentes a microcarregadores de plastico, em ambiente agitado e sem a

utilizacdo de meios de cultura com componentes animais >¢°.

Mais uma vez as CEM foram obtidas de aspirados de medula éssea de
dadores humanos, sem relacdo direta com o estudo e apds consentimento
informado. Considerando a potencial variabilidade entre dadores, foram
utilizadas CEM de 2 individuos e para cada um foram originadas células com
ambos protocolos. O isolamento da CEM foi efetuado de acordo com o
descrito na Segunda Fase.

Na expansao inovadora as células foram expandidas em ambiente agitado e
com microcarregadores, utilizando o meio StemPro® MSC SFM XenoFree.
Os microcarregadores de poliestireno foram revestidos com CELLstart™
(Invitrogen). Foram inoculadas 100000 células / ml, em frascos giratorios
(Spinner Flasks — Bellco) com velocidade de 40 rpm.
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O numero de passagens foi limitado a P4-P6, evitando a utilizacao de células
sujeitas a um numero de duplicacbes superior a 20 por questdes de

segurancga %'

As CEM foram caracterizadas por citometria de fluxo e o seu potencial de
diferenciacao foi avaliado de igual forma a descrita na Segunda Fase. As
dimensodes das células foram determinadas por microcopia éptica e usando o
software ImageJ.

3.3 Cateterizagdo cardiaca, avaliagdo hemodinamica e angiografica

Os procedimentos relacionados com a cateterizacdo cardiaca foram
semelhantes aos descritos na Primeira e na Segunda Fase. A avaliacdo
hemodinamica e angiografica foi efetuada no inicio de cada cateterismo, ap6s
a indugdo do EAM, apds cada infusédo intracorondria e no final de cada

determinacao do IRM, também como ja descrito previamente.

3.4 Entrega intracoronaria das células estaminais mesenquimais

A entrega das células ou da solugdo acelular foi efetuada cerca de 90
minutos apds a finalizacdo da preparacao das CEM. A técnica de injecao
intracoronaria das células foi sobreponivel a descrita na Segunda Fase.

Seis a sete dias depois do EAM os animais foram randomizados em trés
grupos. Um grupo (Controlo) recebeu a solugdo sem células, o grupo
Convencionais recebeu as CEM convencionais e o grupo Inovadoras as CEM
inovadoras. Foi realizado um estudo de dose resposta com o escalonamento
da dose de células administrada. Em cada grupo foram realizadas 3 injecoes
intracoronarias de 20 cc de solucdo a um ritmo de 4 cc / min, a primeira
contendo 10 x 10° de células, a segunda com 15 x 10° e a terceira contendo
20 x 105, perfazendo um total de 45 x 10° de CEM. O grupo controlo recebeu
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o mesmo volume de solugcdo sem células. As inje¢des foram separadas por

intervalos de pelo menos 15 minutos.

3.5 Avaliagao eletrocardiografica

Eletrocardiogramas de 12-derivagdes foram realizados no inicio do estudo,
antes do EAM e no final da sua inducdo no primeiro cateterismo, antes da
administracdo de células e ap6s esta no segundo cateterismo, e no final da
experiéncia as 5 semanas no terceiro cateterismo. A monitorizagdo
eletrocardiografica com registo continuo foi mantida durante os
procedimentos. A frequéncia cardiaca, as alteracbes da repolarizacao

ventricular e a ocorréncia de disritmias foram avaliadas e registadas.

3.6 Avaliagao da pressao e fluxo intracoronario

A avaliagdo da presséo intracoronaria e do fluxo coronario para determinagao
do IRM e da RFC foi realizada da mesma forma a descrita na Primeira Fase.
Os resultados foram avaliados por dois investigadores em simultaneo.

As determinagbes da pressao intracoronaria e do fluxo coronario foram
efetuadas nos seguintes tempos:
a) no dia 1, previamente a provocacao do EAM,;
b) no dia 6-7, antes e 10 minutos apdés cada uma das trés infusdes
celulares e 30 minutos apds a ultima;
c) as 5 semanas (4 ap6s a entrega das células), antes dos animais serem
eutanasiados.

3.7 Avaliagao anatomopatoldgica

No dia do transplante as células foram marcadas com o corante fluorescente
PKH26 (Sigma Aldrich) para avaliar a sua distribuicao no coracao.
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As 5 semanas (4 apds a entrega das células) os animais foram sacrificados e
0 seu coracado removido. Mediram-se a espessura da parede ventricular no
ponto em que a atrofia € mais relevante (geralmente no 2° ou 3° corte) e o
comprimento do coracdo no sentido transversal, ou seja no eixo
perpendicular ao septo interventricular. A razao entre estas duas medidas foi

utilizada para aferir as dimensées do enfarte provocado.

Foram obtidos cortes transversais do coracdo, com cerca de 5 mm de
espessura, fixados com formol tamponado a 10% e embebidos em parafina
para coloracdo com Hematoxilina-Eosina (H&E). A evolucdo das alteracdes
histol6gicas em relacao com o enfarte foi classificada em estadios de acordo
com a Tabela 6. A contagem dos capilares foi realizada em microfotografias

tiradas em 5 campos diferentes.

Para avaliar o potencial de enxerto das CEM transplantadas e em particular
na regiao de enfarte, a presenca de células (marcadas com corante
fluorescente PKH26, Sigma Aldrich) foi pesquisada por microscopia de

fluorescéncia.
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Tabela 6 - Estadios evolutivos de enfarte do miocardio classificados pelas

alteracgoes na avaliacao histologica.

Estadio AlteragOes observadas
1 Sem lesoes.
2 Edema fibrilhar dos cardiomidcitos.
Hialinizacdo dos cardiomidcitos com eosinofilia do sarcoplasma e perda da
3 estriacdo. Eventualmente pode surgir granulacdo do sarcoplasma e
degenerescéncia gorda dos cardiomidcitos.
Necrose completa e inicio da reacdo inflamatéria com congestao,
4 edema e infiltracdo leucocitdria (células inflamatdrias come¢cam a
invadir o tecido lesado).
Predominam as zonas de necrose com fibras necrosadas ndo removidas, mas ja se
5 identifica pequenos territérios de tecido de granulagdo rico em células
inflamatorias ainda rico em neutroéfilos
As zonas com fibras necrosadas ndo removidas sdo equivalentes em darea ao
6 tecido de granula¢do rico em células inflamatdrias sendo ainda frequentes os
neutrofilos
As zonas de persisténcia de fibras necrosadas s3o escassas; o tecido de
7 granulacdo é rico em células inflamatdrias mononucleadas, sendo escassos os
neutrofilos.
As zonas de persisténcia de fibras necrosadas sdo vestigiais, com o tecido de
8 granulagdo rico em células inflamatérias mononucleadas sendo substituido por
tecido conjuntivo fibroso. A formacdo de neovasos é reduzida.
O tecido de granulacdo suplanta em éarea o tecido conjuntivo / cicatricial. A
9 formacdo de neovasos é evidente. Ha neutrdfilos presentes no territdrio lesado
OU NOS vasos que o irrigam.
Tecido de granulacdo em pequenas areas ou inexistente enquanto
10 tecido com continuidade. O tecido conjuntivo predomina com fibras pouco
densas ou separadas por edema. Granulomas dispersos ou confluentes. O
numero de neovasos é significativo.
Tecido conjuntivo fibroso predomina e preenche todos os territdrios de necrose.
11 Os neovasos ainda s3ao numerosos. Granulomas formados por células
mononucleadas com escassos neutrofilos e/ou eosindfilos. Células gigantes
multinucleadas ocasionais.
Tecido conjuntivo fibroso predomina e preenche todos os territdrios de necrose,
12 rico em fibras de colagénio com riqueza variavel em células, formando feixes bem

direcionados em paralelo com a parede cardiaca. Os neovasos s30 escassos.
Poucos ou nenhuns granulomas formados por células mononucleadas.

156



Métodos

3.8 Diagrama

Grupo A
CONTROLO —p
6 Animais

Injecéo de solugdo

Inje¢éo de solucao
sem células

sem células

Injecéo de solucao
sem células

ECG

ECG
ECG ECG PAe PTDVE
PA e. PTDV,E Angiografia Angiografia Angiografia
Angiografia IRM IRM glogl
IRM Basal IRM

Grupo B 6
Células _»(  Injegéo de 10 x 10° Injegéo de 15 x 10° Injegéo de 20 x 10
"Convencionais" CEMc CEMc CEMc

6 Animais

ECG ECG
PA e PTDVE An Ec(:: Grafia An Elf Grafia PA e PTDVE
Angiografia glRf\’n gIR?II Angiografia
IRM Basal IRM

Grupo C
! . . o 5
Células _»( niegiode10x105 )\ (" Injegiode15x108 )y (  Injegéio de20x 10
"Inovadoras" CEMi CEMi CEMi

6 Animais

ECG

ECG
ECG ECG PA e PTDVE
PA e PTDVE - " - . e
. : Angiografia Angiografia Angi fi
Angiografia giografia
9'09 IRM IRM s

IRM Basal

Principais etapas da experiéncia da Terceira Fase (segundo cateterismo).
ECG- eletrocardiograma; PA- pressdo aodrtica; PTDVE- pressdo telediastélica do
ventriculo esquerdo; IRM- indice da resisténcia da microcirculacio; CEM- células

estaminais mesenquimais.
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3.9 Analise estatistica

O pressuposto da normalidade foi avaliado com o teste Kolmogorov-Smirnov
com correcao de Lillefors, usando o teste de Shapiro-Wilk apropriado para
amostras reduzidas. Constatando-se a ndo normalidade, foram utilizados os
testes n&o paramétricos adequados: teste de Mann-Whitney U para
comparacao de dois grupos independentes; a analise de Kruskal-Wallis para
a comparacao de trés grupos independentes; o teste de Wilcoxon e a analise
de Friedman's two-way foram utilizados para a avaliacdo de variaveis
dependentes. As varidveis categoricas sdo apresentadas como contagem e
percentagem do total. As variaveis continuas sao expressas como média e
desvio-padrao. A analise estatistica foi realizada com o programa SPSS 20 e

contou com o apoio da empresa de analise estatistica Minalytics.
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VI. RESULTADOS

1. Primeira Fase

Os parametros hemodindmicos de base foram: frequéncia cardiaca de 92 +
10 bmp, pressao arterial média de 48 £+ 5 mm Hg e pressao telediastélica do
ventriculo esquerdo de 6 + 1,4 mm Hg. Todos os animais mantiveram
estabilidade hemodindmica e eletrocardiografica apds as injegcdes de
papaverina. Com o compromisso de microcirculacdo houve elevacdo do
segmento ST em V1-V3 em todos os animais, ndo havendo disritmias

ventriculares ou instabilidade hemodinamica na populagéao estudada.

Em cada animal foram realizadas 14 determinagdes de IRM, num total de 112
na amostra avaliada. O coeficiente de variacdo do Tmn das trés medicdes
consideradas para o calculo do IRM em hiperemia maxima foi de 10 %. A Pd
média de base foi de 51 + 9 mmHg. Na Tabela 7 estdo apresentados os
valores de Pd, que refletem a hiperemia maxima apds a injecdo de

papaverina, ndo havendo diferencas entre as duas doses.

Tabela 7 - Resposta da pressio distal média a injecdo intracoronaria de
papaverina. Médias e desvio padrao, diferencas avaliadas com o teste t de Student para

variaveis dependentes (n=9).

Papaverina 5 mg Papaverina 10 mg P
Pd (mmHg) 39+9 40+ 7 0,7
Diferenca Pd base (mmHg) -11,4+5 -10,6%5 0,7
Variacdo Pd base (%) 22+10 21+8 0,5

Pd - pressdo distal média.
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Os valores de IRM para cada animal estdo apresentados na Tabela 8. A
média do verdadeiro IRM foi de 11 + 4,5 U com 5 mg de papaverina e de 10,6
+ 3 U com a dose de 10 mg (p=0,612).

Tabela 8 - Valores observados por animal do quociente da Pd e do inverso da Tmn
em condi¢des basais, apds inducio de hiperemia maxima com 5 e 10 mg de

papaverina (IMR 5 e 10 mg) e apds o compromisso da microcirculagio com

microesferas.
Animais Pd/Tmn-tbasal IRM (U)5 IRM (U) 10 IRM (U)
mg mg pos_microesferas
1 23 7 8 35
2 42 7 8 31
3 25 9 9 71
4 28 13 14 52
5 56 11 11 23
6 33 10 9 46
7 30 10 10 46
8 48 21 16 26

Pd - pressao distal média. Tmn - tempo médio de transito. IRM- indice da resisténcia da
microcirculacgio.

Com ambas as doses de papaverina o IRM verdadeiro foi observado ao
primeiro minuto em 5 animais, logo apds o primeiro minuto em 2 e logo apés
0s 2 minutos em 1 animal. A evolugao temporal dos valores de IRM foi
semelhante com as duas doses (Figura 12), tendo o IRM deixado de ter
diferencas em relacdo ao valor de base aos 5 minutos (p=1 para os 5 mg e
p=0,98 para os 10 mg).
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Indice de Resisténcia da Microcirculagio (U)

s

50
45 -
40 -
35 - .
---------------- 5 min.
30 A
m Basal
25 A
@ 5 mg papaverina
20 A
B 10 mg papaverina
15 -
10 A
5 .
0 T T T T T T T
Pd/Tmn-1 0-1min. 1-2min. 2 min. 5 min. 8 min. 10 min.

basal

Figura 12 - Evolucio temporal do IRM apds injecdo intracoronaria de papaverina
e comparac¢ao com Pd/Tmn-! de base.

Min- minutos. Pd - pressao distal média. Tmn - tempo médio de transito.

Com o compromisso da microcirculacado apds a injecdo das microesferas
houve uma elevagéo significativa do verdadeiro IRM em todos animais para
um valor médio de 41,3 + 16 U (Figura 13; p=0,002 com 5mg de papaverina;
p=0,001 com 10 mg de papaverina). A elevacao média do IMR verdadeiro foi
de 310 £ 190 %.
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p =0.002 p=0.001
40 -

35 A
30 -
25 A
20 -

15 A

10 -

Indice de Resisténcia da Microcirculacio (U)

z

5 mg papaverina 10 mg papaverina Pés-microesferas

Figura 13 - IRM apés o compromisso de microcirculagio coronaria com
microesferas em comparacao com o valor inicial determinado com 5 e 10 mg de
papaverina. Diferencas para o valor de base avaliadas com o teste t de Student para

amostras emparelhadas (n=9).

O numero de elementos da amostra € importante por permitir realizar
inferéncia estatistica sobre toda a populacdo. O dimensionamento do nimero
de elementos da amostra foi calculado através da analise das estatisticas
descritivas (média e desvio padrao) dos IRM nos varios instantes apés a
injecdo de papaverina, nomeadamente nos instantes: inicial (ap6s a injecéo),
e pos 1, 2, 5, 8 e 10 minutos. Usando esta informacgéo realizou-se um teste
one-way Anova que analisa a independéncia estatistica entre os varios

momentos em estudo.
Nos dados da papaverina 5mg obteve-se uma poténcia de 0,92, e um f-effect

size de 0,64, que correspondem a uma boa representatividade. Por sua vez,
para a papaverina 10mg, obteve-se uma poténcia de 0,90 e um f-effect size
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de 0,63, que também indicam uma boa representatividade. Nesta perspetiva
o numero de 8 elementos da amostra é suficiente, ndo sendo necessario
incluir mais animais no estudo e podendo ser utilizadas ambas as doses de

papaverina.

2. Segunda Fase

Os resultados da avaliagdo hemodinamica estdo apresentados na Tabela 9.
Nao houve diferencas nos parametros de base entre o grupo que recebeu
CEM e o grupo controlo. Depois da infusdo de CEM n&o houve alteragdes
significativas da frequéncia cardiaca, da pressao telediastélica do ventriculo
esquerdo e da pressao aodrtica sistélica. De igual forma nao houve diferencas
com significado na avaliacdo angiografica e todos os animais apresentaram
fluxo coronario TIMI 3, imediatamente apds a infusdo e 30 minutos depois.
Durante todos os procedimentos nao houve elevagdo do segmento ST ou

disritmias ventriculares na avaliagao eletrocardiografica.
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Tabela 9 - Peso e pariametros hemodinidmicos de base e pds-infusio nos animais
do grupo Controlo e do grupo CEM. Médias e desvio padrao, diferencas avaliadas com

o teste t de Student para variaveis independentes (n=9).

CONTROLO CEM P
Peso (kg) 312 322 0,8
Freq. cardiaca (bpm) 106 +5 1005 0,5
Pressdo adrtica sistdlica (mmHg) 98+7 93+ 3 0,4
Pressdo telediastélica do VE (mmHg) 7,7 2 7,3%2 0,7
Freq. cardiaca pés-células (bpm) 114 + 23 111 +15 0,7
Pressdo adrtica sistolica
poés- células (mmHg) 96 + 18 88+ 13 0,3
Pressao telediastélica do VE pds- células
(mmHg) 8,33 823 0,9

CEM - células estaminais mesenquimais. Freq.- frequéncia. VE- ventriculo esquerdo.

Foram realizadas 54 medicées da RFC e do IRM na populacao estudada. O
coeficiente de variacdo da medicao dos 3 tempos de transito de cada
avaliacao foi de 6% em repouso e de 11% durante a hiperemia maxima. A
reducdo média da pressao coronaria distal apés a injecdo de papaverina foi
de 18 + 7 mmHg no grupo Controlo e de 14 £ 5 mmHg no grupo CEM (p=0,2),

0 que representa uma reducéo relativa de 27% e 22% respetivamente.

Os valores médios da RFC e do IRM estao apresentados na Tabela 10. A
RFC e o IRM de base foram semelhantes entre dos dois grupos. Apés a
infusdo intracoronaria ndo se observaram diferencas significativas da RFC,
embora tenha havido uma ligeira redugao no grupo CEM. Quanto ao IRM,
observou-se uma elevacao expressiva nos animais que receberam células,
tendo a diferenca alcancado significado estatistico na avaliacdo aos 30

minutos.
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Tabela 10 - Valores da reserva de fluxo coronario e do indice de resisténcia da
microcirculacdo nos animais do grupo Controlo e do grupo CEM. Médias e desvio
padrao, diferencas avaliadas com o teste t de Student para variaveis independentes

(n=9).

CONTROLO CEM P
RFC de base 38%1 42 0,7
IRM de base (U) 81+1 6,7+0,6 0,3
RFC pés-infusdo - 5 min. 361 3+2 0,5
RFC pés-infusdo - 30 min. 3,8+2 2,3+1,5 0,064
IRM poés-infusdo - 5 min. (U) 98+1 15,3 +2,8 0,08
IRM pos-infusdo - 30 min. (U) 88+1 14,2 + 1,8 0,02

CEM - células estaminais mesenquimais. IRM- indice de resisténcia da microcirculacao.
RFC - reserva de fluxo coronario.

A Figura 14 mostra os resultados da comparacéo intragrupo da média do IRM
nos trés momentos. Com a analise de variancia para medidas repetidas a
média do IRM foi significativamente diferente entre os tempos de avaliacao
nos animais que receberam células (F (2-16)=8,925, p=0,002). Nestes
animais o valor de base do IRM foi 6,7 £ 0,6 U, e depois da infusao
intracoronaria das CEM subiu para 153 * 2,8 U aos 5 minutos
(correspondendo a um aumento de 128%, p=0,047) e para 14,2 + 1,8 U aos
30 minutos (aumento de 112%, p=0,008). No grupo controlo também houve
uma diferenga, embora muito proxima do nivel de significancia, entre os trés
momentos de afericdo do IRM (F (2-16)=3,897, p=0,042), embora os testes
post hoc com a correcdo de Bonferroni ndo permitam revelar entre que
momentos residia esta diferengca. O valor de base do IRM nos animais
controlo foi 8,1 + 1,0 U, e apds a infusédo intracoronaria da solucao acelular
elevou-se para 9,8 £ 1,0 U aos 5 minutos (aumento de 21%, p=0,085) e para
8,8 £ 1 U aos 30 minutos (aumento de 9%, p=0,898).
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Figura 14 - O indice de Resisténcia da Microcirculacio - resultados de base, aos 5
e aos 30 minutos apés a infusao intracoronaria no grupo Controlo e no grupo CEM.
Diferencas para o valor de base avaliadas com ANOVA para medidas repetidas e valores

de P ajustados para comparacdes multiplas (Bonferroni) (n=9).
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3. Terceira Fase

Foram cateterizados 36 animais para concluir o estudo. A mortalidade total foi

de 50%. As principais causas de morte estdo apresentadas na Figura 16.

Quatro animais morreram durante a inducdo do enfarte (3 por fibrilhacado

ventricular e 1 por hipertermia maligna); 4 animais morreram durante o

segundo cateterismo (1 por trombose da descendente anterior

nao

relacionada com a infusdo intracoronaria, 3 por insuficiéncia cardiaca com

progressao para choque cardiogénico ou edema agudo do pulmao), 1 animal

morreu por complicagdo hemorragica relacionada com a pungéo femoral e 9

animais foram vitimas de morte subita.

Trombose
coronaria
6%

Complicagao
hemorragica
Hipertermia 5% ‘\
Maligna
5%

N

Insuficiéncia

Mortalidade

Figura 16 - Causas de morte dos animais excluidos. Percentagem em relacdo ao total

dos animais que morreram antes de completarem o estudo (n=18).
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Foram realizadas 126 medi¢cdes da RFC e do IRM na populacédo estudada.
Em média o coeficiente de variacdo dos 3 tempos de transito de cada

avaliagao foi de 4,4% de base e de 4% durante a hiperemia maxima.

Os resultados desta fase permitiram varios tipos de avaliagcdo com propdsito

e relevancia diferentes.

3.1 Antes e apds a indu¢ao do EAM

Nos 18 animais que completaram o estudo compararam-se as principais
variaveis hemodinamicas e do estado da circulagdo coronéria, entre a
situacao de base (DO0) e sete dias apds a inducao do EAM (D7 pés-EAM). Os

principais resultados estao representados na Tabela 11.

Tabela 11 - Valores hemodinamicos, da reserva de fluxo coronario e do indice de
resisténcia da microcirculacdo nos animais antes (D0) e sete dias apds a inducio
do enfarte agudo do miocardio (D7 pés-EAM). Médias e desvio padrao, diferengas

avaliadas com o teste de Wilcoxon para amostras emparelhadas (n=18).

DO D7 POS-EAM P
Pressdo aortica sistdlica (mmHg) 87+9 85+ 12 0,556
PTDVE (mmHg) 7% 3,5 12+1,9 0,01
Freq. cardiaca (bpm) 104 £ 17 112 £ 20 0,17
RFC 45+19 2,7+1,9 0,028
IRM (U) 83+1,7 10,3 +3,5 0,04

EAM - enfarte agudo do miocardio. Freq. - frequéncia. IRM- indice de resisténcia da
microcirculacdo. RFC - reserva de fluxo coronario. PTDVE - pressao telediastdlica do
ventriculo esquerdo.

As diferencas com significado estatistico encontradas foram a elevagéo da
presséo telediastolica do ventriculo esquerdo e do IRM, acompanhados pela
diminui¢cdo da RFC (Figura 17).
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Figura 17 - Parametros com diferencas significativas 1 semana apés a indug¢ido do
enfarte agudo do miocardio. Médias e desvio padrio, diferencas avaliadas com o teste
de Wilcoxon para amostras emparelhadas (n=18).

EAM - enfarte agudo do miocardio. IRM- indice de resisténcia da microcirculagao.
RFC - reserva de fluxo coronario. PTDVE- pressao telediastdlica do ventriculo esquerdo.

3.2 Caracterizagao das células estaminais mesenquimais

O estudo foi efetuado com a utilizacdo de células estaminais mesenquimais
humanas de dois dadores (M72A07 e M48A08) entre as passagens P4-P6. A
expansao foi realizada com duas metodologias diferentes: a) convencional,
estatica com frascos — T e DMEM + 10 % de soro fetal bovino; b) inovadora,
com frascos de rotagdo e XenoFree StemPro Media. Na avaliagdo com
microscopia Optica as células dos dois dadores apresentaram dimensdes

menores quando expandidas com a metodologia inovadora (Tabela 12).
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Tabela 12 - Didmetro das células estaminais mesenquimais expandidas com
metodologia convencional e inovadora. Avaliacdo por microscopia 6ptica e usando o

software Image]. Médias e desvio padrao.

M72A07 M48A08
Células Convencionais - DMEM (um) 15,93 £ 0,46 16,2+ 0,42
Células Inovadoras - XF( um) 11,50+ 0,24 11,87 £ 0,26

DMEM - Dulbecco’s modified eagle medium. XF - XenoFree.

Na avaliacdo por citometria de fluxo, realizada apds a expansdo, mais de
95% da populacdo expressou CD73 e CD105 como esperado, mas a
expressao de CD90 ficou um pouco aquém desse valor nas células do dador
M72A07 (Figura 18).

100 +
90 -
80 -
70 A
60 -
50 A
40 -
30 A
20 A
10 A
0_

%

73 90 105

mM72A07 DMEM M72A07 XF mM48A08 DMEM  mM48A08 XF

Figura 18 - Expressdao de CD73, CD90 e CD105 avaliadas por citometria de fluxo
nas células dos dadores M72A07 e M48A08. Percentagem em relagdo ao total das

células avaliadas.
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%

Também como esperado, a expressao de CD19, CD31, CD34, CD45, CD80 e
HLA-DR foi inferior a 2%. Contudo, a expressao de CD14 foi superior ao que
esta definido (Figura 19).
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mM72A07 DMEM M72A07 XF = M48A08 DMEM  mM48A08 XF

Figura 19 - Expressiao de CD14, CD19, CD31, CD34, CD45, CD80 e HLA-DR,
avaliadas por citometria de fluxo nas células dos dadores M72A07 e M48A08.

Percentagem em relagdo ao total das células avaliadas.
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Na figura seguinte estdo apresentados em histograma os resultados da
imunofenotipagem (Figura 20).
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Figura 20 - Histogramas de caracterizacao das células estaminais mesenquimais
derivadas da medula 6ssea. (A) Células “convencionais” expandidas em frascos de
cultura utilizando meios de cultura Dulbecco’s modified eagle medium,
suplementado com 10% de soro fetal bovino. (B) Células “inovadoras” expandidas
em ambiente agitado e com microcarregadores, utilizando o meio StemPro® MSC
SFM XenoFree.

Imunofenotipagem das CEM avaliada por citometria de fluxo. A percentagem (%)
apresentada no canto superior direito de cada histograma indica a expressdo de cada
antigénio. O painel do lado superior esquerdo representa o gating em SSC/FSC da

populacao total de CEM.
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3.3 Grupo controlo vs. grupo de receptores de células

Compararam-se os 6 animais do grupo controlo, com os 12 animais que

receberam CEM (6 animais do grupo Convencionais + 6 animais do grupo

Inovadoras). Os resultados da avaliagdo hemodindmica durante os trés

cateterismos estao apresentados na Tabela 13.

Tabela 13 - Peso e parametros hemodinamicos de base (D0), 7 dias apos o enfarte

agudo do miocardio (D7 pds-EAM), pds-infusdo intracoronaria (Pés-IC) e 4

semanas apos a infusdo (D28 pés-IC) nos animais do grupo Controlo (n1=6 ) e nos

animais que receberam células (n,=12). Médias e desvio padrio, diferencas avaliadas

com o teste Mann-Whitney U.

CONTROLO CELULAS P
Peso (kg) 31,2+1 31,8+1 0,42
Freq. cardiaca (bpm) 104 +8 104 +5 0,815

Y Pressdo aortica sistdlica (mmHg) 883 87+3 1
PTDVE (mmHg) 93+14 6+09 0,067
Peso (kg) 321 331 0,286
Freq. cardiaca (bpm) 121 +£5 108 £ 6 0,16

D7 pés-EAM  Pressdo adrtica sistolica (mmHg) 85+4 85+4 1
PTDVE (mmHg) 12+1 11,4 +£0,4 0,401
Freq. cardiaca (bpm) 142 £ 5 132 +10 0,72
Pés-IC Pressdo aortica sistélica (mmHg) 817 84+3 0,584
PTDVE (mmHg) 11,8 +1,3 12,4 £ 0.5 0,703
Peso (kg) 47 2 50+1 0,239
Freq. cardiaca (bpm) 113 +5 100 + 4 0,083
D28 pds-IC  Pressdo aodrtica sistdlica (mmHg) 93+3 95+3 0,75
PTDVE (mmHg) 11,8+0,8 11,8 £ 0.7 0,884

EAM - enfarte agudo do miocardio. Freq - frequéncia. PTDVE - pressdo telediastélica do

ventriculo esquerdo.
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Mais uma vez nao houve diferencas nos parametros de base entre o grupo
Controlo e o que recebeu CEM.

A semelhanca do ocorrido na Segunda Fase, ndo houve alteracdes
significativas da frequéncia cardiaca, da pressao telediastélica do ventriculo
esquerdo e da pressao sistolica da aorta, na avaliagdo de base, na inducéo
do EAM, durante a administracdo de CEM e na Ultima avaliacdo as 4
semanas ap06s administracdo das CEM (5 semanas ap6s o EAM). Durante
todos os procedimentos da entrega intracoronaria de CEM nao houve
elevacao do segmento ST ou disritmias ventriculares na avaliacao
eletrocardiografica e todos os animais mantiveram fluxo TIMI 3 nas
angiografias efetuadas apos as infusées.

Os valores médios da RFC e do IMR estéao apresentados na Tabela 14 e 15,

respetivamente).

Tabela 14 - Valores da reserva de fluxo coronario de base (D0), 7 dias ap6s o
enfarte agudo do miocardio (D7 pds-EAM), pds-infusdo intracoronaria (Pds-IC) e 4
semanas apos a infusdo (D28 pés-IC) nos animais do grupo Controlo (n1=6 ) e nos

animais que receberam células (n,=12). Médias e desvio padrio, diferencas avaliadas

com o teste Mann-Whitney U.

RFC CONTROLO CELULAS P

DO 4,6+1,2 4,5+0,3 0,64
D7 pés-EAM 2,3+0,5 3+0,6 0,454
Pés-IC 12dose 0,82 + 0,02 0,77+ 0,04 0,47
Pds-IC 22dose 44 +1,7 2,1+ 0,1 0,386
Pds-IC 32dose 3,1+0,6 20,2 0,112
Pés-IC - 30 min. 6,4 +2,7 2,4 +0.3 0,061
D28 pds-IC 3,6 £0,6 4,5+0,8 0,512

EAM - enfarte agudo do miocardio. RFC - reserva de fluxo coronario.
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A RFC de base e pés-EAM foram semelhantes entre os dois grupos. Apéds a
infusdo intracoronaria ndo se observaram diferencas significativas da RFC,
tendo havido uma reducao no grupo CEM (embora associada também a uma
elevacao no grupo Controlo), que quase alcancou significado estatistico aos

30 minutos apds a administracéo da 32 dose.

Tabela 15 - Valores do indice de resisténcia da microcirculaciao de base (DO0), 7
dias apés o enfarte agudo do miocardio (D7 pds-EAM), pés-infusao intracoronaria
(P6s-IC) e 4 semanas apo6s a infusdao (D28 p6s-IC) nos animais do grupo Controlo

(n1=6) e nos animais que receberam células (n;=12). Médias e desvio padrio,

diferencas avaliadas com o teste Mann-Whitney U.

IRM CONTROLO CELULAS P

DO (U) 8,4+0,7 8,3+0,5 0,639
D7 p6s-EAM (U) 9,6 +1,1 10,7+ 1,1 0,512
P6s-IC 12dose (U) 10,9 £2,5 159+2,3 0,303
P6s-IC 22dose (U) 10,2 2,5 20,3+2,3 0,034
P6s-IC 32dose (U) 7,5 + 0.4 20,9+3,9 0,011
P6s-IC - 30 min. (U) 7,6 £ 1,4 20,2+3.5 0,015
D28 pés-IC (U) 11,5+ 2,5 10,7+ 1,3 0,598

EAM - enfarte agudo do miocardio. IRM- indice de resisténcia da microcirculagdo.

Quanto ao IRM, observou-se uma elevacdo expressiva nos animais que
receberam células. Em relagédo ao valor sete dias apdés o EAM (D7 pés-EAM),
o IRM aumentou 49% com a 12 dose; 90% com a 22 dose; e 95% com a 32
dose. Estas diferencas alcancaram significado estatistico a partir da 22 dose.
Na avaliacdo efetuada as 4 semanas apos a infusdo (5 semanas apés o
EAM) houve uma descida para valores sobreponiveis aos do grupo Controlo
(Figura 21).
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IRM (média)

3000 L Controlo
' T [ Células
20,00
10,001
0,00 T T T T T T
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Error Bars: 95% Cl

Figura 21 - Evolucdo do indice de resisténcia da microcirculacio no grupo
controlo (n1=6) e no grupo que recebeu células (n;=12). Médias e desvio padrao.

IRM- indice de resisténcia da microcirculagao.

3.4 Trés grupos (Controlo, Convencionais e Inovadoras)

Compararam-se os 6 animais do grupo controlo, com o0s 6 animais do grupo
Convencionais e os 6 animais do grupo Inovadoras. Os resultados da
avaliagdo hemodinamica durante os trés cateterismos estdo apresentados
nas Tabelas 16, 17 e 18. Os trés grupos foram sobreponiveis nao

apresentando diferengcas com significado nestas variaveis. Destaca-se que
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ndo se observou nenhuma deterioracdo hemodindmica durante a
administragdo intracoronaria das CEM, nem nenhuma tendéncia para

beneficio as 4 semanas pos-infusao das células.

Tabela 16 - Peso e parametros hemodinidmicos de base (D0) e pds-inducio do EAM
(DO pés EAM), nos animais do grupo controlo (n=6), do grupo de células
convencionais (n=6) e do grupo de células inovadoras (n=6). Médias e desvio

padrao, diferencas avaliadas com o teste Kruskal-Wallis.

CONTROLO CONVENCIONAIS INOVADORAS P
Peso (kg) 31,21 3231 31,21 0,503
Freq. cardiaca
(bpm) 104 +8 102 +£9 105 £5 0,828
DO Pressao AoS
(mmHg) 88+3 90 £ 2 84+5 0,621
PTDVE (mmHg) 9,3+1,4 57+1,1 6,3+1,6 0,177
Freq. Cardiaca
(bpm) 142 £5 137 £ 16 128 +12 0,164
DO
P6s-  Pressdo AoS
EAM (mmHg) 75+ 4 81+5 88+8 0,421
PTDVE (mmHg) 11,8+1,3 13+0,5 11,8+0.9 0,157

Freq.- frequéncia; EAM - enfarte agudo do miocardio. AoS - aértica sistélica. PTDVE -
pressao telediastoélica do ventriculo esquerdo.
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Tabela 17 - Peso e parametros hemodinamicos no segundo cateterismo, 7 dias
apos inducio do enfarte agudo do miocardio (D7 pds-EAM) e apds infusio
intracorondria (Pés-IC) nos animais do grupo controlo (n=6), do grupo de células
convencionais ( n=6) e do grupo de células inovadoras (n=6). Médias e desvio

padrao, diferencas avaliadas com o teste Kruskal-Wallis.

CONTROLO CONVENCIONAIS INOVADORAS P
Peso (kg) 321 33,71 3281 0,469
Freq. cardiaca
(bpm) 121 £5 101+ 11 114 £ 6 0,22
D7 P6s-  Pressdo AoS
EAM (mmHg) 85+4 81+6 89+5 0,622
PTDVE (mmHg) 12+1 11,7+0,8 11,2+0,4 0,499
Freq. cardiaca
(bpm) 142 +5 137 £ 16 128 £ 12 0,83
Pés-IC Pressao AoS
(mmHg) 817 87+ 3 82+5 0,753
PTDVE (mmHg) 11,8+1,3 13+0,5 11,8 +0.9 0,555

IC - infusdo intracoronaria. Freq.- frequéncia. AoS - adrtica sistdlica. PTDVE - pressao
telediastélica do ventriculo esquerdo.

Tabela 18 - Peso e pariametros hemodinamicos no terceiro cateterismo (5
semanas apds inducio do enfarte e 4 semanas apds infusdo intracoronaria) nos
animais do grupo controlo (n=6), do grupo de células convencionais (n=6) e do
grupo de células inovadoras(n=6). Médias e desvio padrio, diferencas avaliadas com

o teste Kruskal-Wallis .

CONTROLO CONVENCIONAIS INOVADORAS P
Peso (kg) 47 £ 2 49 + 2 51+2 0,486
Freq. cardiaca (bpm) 113+5 96 +7 104 + 6 0,153
Pressdo adrtica sistdlica
(mmHg) 93+3 99 + 4 91+4 0,388
PTDVE (mmHg) 11,8+ 0,8 12,7 +1 10,8 +0,9 0,301

Freq.- frequéncia. PTDVE - pressao telediastolica do ventriculo esquerdo.
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Os valores médios da RFC e do IMR estéao apresentados na Tabela 19 e 20,

respetivamente.

Tabela 19 - Valores da reserva de fluxo coronario de base (D0), 7 dias ap6s o
enfarte agudo do miocardio (D7 pds-EAM), pds-infusdo intracoronaria (Pds-IC) e 4
semanas apos a infusido (D28 pds-IC) nos animais do grupo Controlo (n=6 ), do
grupo de células convencionais (n=6 ) e do grupo de células (n=6 ). Médias e

desvio padrao, diferengas avaliadas com o teste Kruskal-Wallis.

RFC CONTROLO CONVENCIONAIS INOVADORAS P

DO 46+12 4,2+04 48+0,6 0,7

D7 p6s-EAM 2,3+0,5 2,9+0,5 31+1,2 0,567
P6s-1C 12dose 0,82 +0,02 0,85+0,03 0,7 £0,05 0,134
P6s-1C 22dose 4,4+1,7 2,1+0,2 2,1+0,2 0,682
P6s-IC 32dose 3,1+0,6 2,0+£04 2,0£0,2 0,278
P6s-IC - 30 min. 6,4 £2,7 2,1+£0,3 2,8+04 0,069
D28 pos-IC 3,6+0,6 34+0,8 56+1,2 0,372

EAM - enfarte agudo do miocardio. RFC - reserva de fluxo coronario.

Mais uma vez nao se observaram diferengas significativas da RFC entre os
grupos durante todo o estudo. Nos trés conjuntos de animais houve uma
descida marcada da RFC ap6s a infusdo da 12 dose, seguida de uma
recuperacdo nas avaliacbes seguintes, menos marcada nos animais que

receberam CEM.
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Tabela 20 - Valores do indice de resisténcia da microcirculaciao de base (DO0), 7
dias apés o enfarte agudo do miocardio (D7 pds-EAM), pés-infusao intracoronaria
(P6s-IC) e 4 semanas apo6s a infusdao (D28 p6s-IC) nos animais do grupo Controlo
(n=6 ), do grupo de células convencionais (n=6 ) e do grupo de células (n=6 ).

Médias e desvio padrao, diferencas avaliadas com o teste Kruskal-Wallis (n=6).

IRM CONTROLO CONVENCIONAIS INOVADORAS P

DO 8,4+0,7 7,6 £0,8 9,0+£0,3 0,182
D7 p6s-EAM (U) 9,6 1,1 11,0+ 2,2 10,4 +1,1 0,778
P6s-IC 12dose (U) 109 %25 14,8+ 3,1 15,0 £ 3,6 0,548
P6s-1C 22dose (U) 10,22+ 2,5 18,9v + 3,8 21,7v 2,7 0,034
P6s-1C 3%dose (U) 7,5%0,4 22,1v+ 6,4 19,6° + 5,0 0,024
P6s-1C - 30 min. (U) 7,62+ 1,4 20,7+ 5.5 19,7b £ 5,0 0,049
D28 pos-1C (U) 11,5+25 11,9+1,8 9,4+1,7 0,603

EAM - enfarte agudo do miocardio. IRM - indice de resisténcia da microcirculagao. (&b):
letras diferentes na mesma linha P< 0,05

O aumento do IRM nos animais que receberam células verificou-se a partir da
12 dose e com a mesma expressdao nos dois grupos, Convencionais e
Inovadoras, mas s6 atingiu significado estatistico apds a 22 dose (Figura 22).
Nos animais que receberam células Convencionais e em relagdo ao valor de
base pds-EAM o IRM aumentou: 35% com a 12 dose; 72% com a 22 dose; e
100% com a 32 dose. No grupo das células Inovadoras o aumento foi de:

44% com a 12 dose; 108% com a 22 dose; e 88% com a 32 dose.
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No final do estudo, observou-se a descida do IRM para valores sobreponiveis
aos do grupo Controlo e aos valores pés-EAM nos dois grupos que

receberam células.

40,00 I Controlo
' [ Convencionais
Inovadoras
30,00
)
-
£
20,00 =
x <~

74
| L D
] ~—+"1

0,00 T T T T T T
Pre- 1?dose 2°dose 3 dose ¥ dose 5 semanas
células (10 min.) (30 min.)

Errar Bars: 95% Cl

Figura 22 - Evolucido do indice de resisténcia da microcirculacio no grupo
Controlo, no grupo de células Convencionais e no grupo de células Inovadoras.
Médias e desvio padriao (n=6).

IRM- indice de resisténcia da microcirculagao.

3.5 Avaliagao intragrupo

Foi avaliada a evolucdo do IRM dentro de cada grupo durante a entrega

intracoronaria de CEM no segundo cateterismo. Houve uma diferenga com
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significado no grupo que recebeu células Convencionais x3(2) =
11,33, p=0,023. Nos grupos Inovadoras e Controlo ndo houve diferengas com
significado, embora o primeiro se tenha aproximado do nivel de significancia,
respetivamente: x?(2) = 8,98, p=0,062 e x*(2) = 3,4600, p=0,484.

A analise post hoc com o teste de Wilcoxon detectou diferencas entre o IRM
antes da administracdo das células convencionais e apds a 22 dose e a 32
dose (Z= -2,201, p=0,028, em ambos). Devido a pequena dimensdo da

amostra optou-se por ndo utilizar a correcao de Bonferroni.

3.6 Avaliagao anatomopatoladgica

A presenca de uma regiao de enfarte foi confirmada em todos os animais
(Figuras 23).

Figura 23 - Coracdo de suino ao qual foi realizada a infusdo de células estaminais
inovadoras, sete dias apds a induc¢ao do enfarte e que foi eutanasiado ao 362 dia. A
zona afetada esta bem evidenciada pela coloracdo palida e retragdo da parede do

ventriculo esquerdo.
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Figura 24 - Cortes transversais de coracao de suino ao qual foi realizada a infusao
de células estaminais inovadoras, sete dias apds a inducdo do enfarte e que foi
eutanasiado ao 362 dia (mesmo coracdo da Figura 23). A atrofia da parede do

ventriculo esquerdo é evidente nos 22 e 32 cortes.

O estudo anatomopatolégico efetuado 4 semanas apdés a infusdo
intracoronaria das CEM nao revelou diferengas com significado entre o grupo
Controlo e o conjunto dos animais que receberam células (Tabelas 21) e
também entre os trés grupos (Tabela 22). O estadio evolutivo da evolugéao do
enfarte variou entre 9 e 12, sem diferencas apreciaveis entre os trés grupos
(Figura 25).
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Tabela 21 - Valores da espessura da parede na zona de atrofia, da dimensao
transversal do coracio, da raziao espessura / dimensio transversal e do nimero
de capilares observados, nos animais do grupo controlo (n;=6) e nos animais que

receberam células (n;=12). Médias e desvio padrio, diferengas avaliadas com o teste

CONTROLO CELULAS P
Espessura (mm) 0,83 +0.7 0,7+0.5 0,851
Dimensao transversal (mm) 6,5+1,3 6,3+0,1 0,779
Espessura / Dimensdo

0,13+0,11 0,16 + 0,18 0,574
transversal
N2 de Capilares 17,15+ 2,0 15,7+ 2,0 0,542

Kruskal-Wallis.

Tabela 22 - Valores da espessura da parede na zona de atrofia, da dimensao
transversal do coracdo, da razao espessura / dimensdo transversal e do nimero
de capilares observados nos animais do grupo controlo (n=6), do grupo de células
convencionais (n=6) e do grupo de células inovadoras (n=6). Médias e desvio

padrao, diferencas avaliadas com o teste Kruskal-Wallis.

CONTROLO CONVENCIONAIS INOVADORAS P
Espessura (mm) 0,83+0,7 0,8+0,6 0,62+04 0,977
Dimensao transversal

6,5+1,3 6,3+1,2 6,3+0,77 0,949

(mm)
Espessura / Dimensao

0,13+£0,11 0,13+£0,09 0,2+0,24 0,778
transversal
N2 de Capilares 17,15+ 2,0 15,4+ 3,1 15,9+ 6,9 0,685
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Figura 25 - Estadio evolutivo das alteragdes histolégicas da regidao de enfarte do
miocardio. Dados apresentados por cada animal. Numero de capilares e espessura da

parede representados por pontos..

Dados Globais

12 =
g0 —
5
= 8
2
e 6
=
S 4 fol (ol
ﬁ ® ® o |0

2 ol |[o ol ol

D ®
0 Controlo onvencionais Inovadoras

® Contagem capilares ® Espessura da parede na zona de maior atrofia

No estudo com microscopia de fluorescéncia o corante fluorescente PKH26
(Sigma Aldrich) revelou-se inespecifico, tendo-se observado muita marcagao
com eventual origem em restos de hemaceas fagocitadas por macrofagos,
como em mioglobina igualmente fagocitada na sequéncia da destruicao dos
cardiomiécitos. Desta forma, ndo foi possivel a pesquisa das CEM de forma
fidedigna.
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VIl. DISCUSSAO

1. Primeira Fase

Sao varios os motivos que tornam o estudo da microcirculagédo cardiaca cada
vez mais pertinente. E nos pequenos vasos que se encontram importantes
limitacoes a terapéutica de revascularizagdo percutanea, bem representadas
no no-reflow coronario ou na manutencdo de isquemia miocardica apds
intervencdo nos vasos epicardicos, sobretudo no contexto de enfarte agudo
do miocardio 2. E também na microcirculagido que residem os processos

X 363 3 mal

fisiopatolégicos de varias doencas cardiacas, desde o sindrome
definida cardiomiopatia de stress ou o sindrome de Takotsubo **. Por outro
lado, existem novas estratégias terapéuticas em estudo para o tratamento
das doencas cardiacas, como a Terapia Génica ou a Terapia Celular, que
tém efeitos nos pequenos vasos, por estimularem a angiogénese ou por

utilizarem a via intracoronaria para administracdo de células %6,

O estabelecimento de um modelo pré-clinico para o estudo da
microcirculagao € importante neste contexto, permitindo avaliar o efeito ou as
limitacbes das terapéuticas atuais ou futuras. A vascularizagdo cardiaca do
porco é a que se aproxima mais da humana, apresentando uma anatomia
coronaria com morfologia e dimensdées semelhantes, mesmo quanto ao

%€ Sendo um animal de utilizagdo doméstica,

didmetro dos capilares
acessivel e de facil maneio, o porco tornou-se no modelo animal de eleicao

para os estudos pré-clinicos da microcirculacéo cardiaca.

O estudo da resisténcia da microcirculacao € realizado durante uma fase de

dilatacdo maxima da arvore coronaria, conseguida farmacologicamente
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através da administracdo de vasodilatadores da microcirculacao, e reflete a
capacidade maxima existente para aumentar o fluxo coronério recrutando
toda a rede circulatéria disponivel. Embora a adenosina seja o farmaco mais
divulgado na prética clinica, pela sua seguranca, os estudos pré-clinicos tém
privilegiado a papaverina intracoronaria. A papaverina € mais eficaz que a

7

adenosina %%’ sendo que esta Ultima pode ter também limitacdes na sua

capacidade vasodilatadora em animais de grande porte 3.

A dose de papaverina utilizada nos estudos tem variado entre os 5 mg e os
20 mg (sendo esta ultima habitualmente usada no ser humano), ndo estando
ainda definida qual a dose ideal ou se estas influenciam com significado a
determinacdo do IRM. No nosso trabalho a dose menor de 5 mg teve um
efeito semelhante a dose superior de 10 mg, quanto a descida da pressao
distal e ao valor de IRM determinado. A dose superior mostrou-se igualmente
segura, nao se associando a instabilidade hemodinamica ou elétrica. Como a
correta determinacédo do IRM depende da inducao de hiperemia maxima, ou
seja da administracdo intracorondria da quantidade suficiente de farmaco, e
podendo esta ser influenciada pela seletividade ou estabilidade do proprio
cateter, sera razoavel supor que a dose de 10 mg pode ser a que garante

uma melhor uniformidade dos resultados e aquela a utilizar sistematicamente.

O IRM foi validado num modelo suino por Fearon et al. **. Utilizando 9
animais observaram um |IRM médio de 16,9 + 6,5 U apds inducdo de
hiperemia com injecdo intracorondria de 20 mg de papaverina. Este valor é
ligeiramente mais elevado do que o obtido na nossa populacéo, o que podera
estar relacionado com a manipulagao cirurgica da descendente anterior a que
os animais foram sujeitos nesse estudo. Por outro lado, o valor médio do IRM
na nossa populacao é semelhante ao de 12,6 U, recentemente descrito por
Solberg et al. em humanos saudaveis 3*¢. Outro aspeto a ter em conta é a
importancia da correcao do IRM com a pressao de encravamento coronario
no contexto de doenca da circulacéo epicardica e da existéncia de circulacao

| 369

colateral ™, o que ndo acontecia com 0 nosso modelo animal.
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Apesar das vantagens do IRM, a sua determinacdo depende de uma
metodologia consistente, que cuide da correta calibragdo e posicionamento
do guia de pressodes, da inducao eficaz da hiperemia maxima, da injecao
intracoronaria do soro fisiolégico a temperatura ambiente e da interpretacao
das curvas termodiluicao durante a fase de fluxo maximo. A curta existéncia
do IRM e a sua utilizagdo por um numero ainda limitado de investigadores
leva que nem todos estes aspetos metodolégicos estejam esclarecidos ou
definidos.

A avaliacdo da evolucao temporal das varidveis hemodindmicas apds a
injecdo da papaverina tem implicacdes praticas importantes. O IRM podera
ser util no estudo do efeito imediato na microcirculacao de varias terapéuticas,
sendo relevante saber quando é que ocorre 0 regresso as condicoes
hemodinamicas basais. No nosso estudo o IRM deixou de ter diferencas
significativas aos 5 minutos apds a injegcdo de papaverina, em ambas as
doses. Desta forma, é aconselhavel que qualquer intervengao planeada para
ser realizada em condicbes basais seja efetuada depois deste intervalo de
tempo. Os nossos resultados apontam também para uma variabilidade
interindividual do tempo em que ocorre a hiperemia maxima, com a maioria
dos animais, mas nao todos, a apresentar esta resposta no primeiro minuto.
E necessario ter presente esta variabilidade e efetuar varias séries de
medicbes do tempo de transito até ocorrer um nadir, o qual correspondera ao

verdadeiro IRM, caso contrario este podera ser sobrevalorizado.

Os capilares coronarios tém um diametro médio de 10 pm (5-20 ym) 322, A
injecdo intracorondria de microesferas com 40 um compromete
previsivelmente a microcirculacdo ao obstruir a circulacdo a jusante das
pequenas arteriolas. No nosso estudo utilizou-se a quantidade de
microesferas que permite manter o fluxo coronério, evitando o fenémeno de
no reflow, o que na nossa experiéncia ocorre com doses superiores. A
consistente e significativa elevacao observada do IRM apés a obstrucao da

microcirculacdo, estando o fluxo do vaso epicardico livre de compromisso,
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demostra bem a capacidade deste método e o valor do IRM na avaliagdo do

estado da microcirculagdo coronaria.

A determinacao do IRM baseia-se numa metodologia complexa, o que obriga
ao refinamento prévio da técnica. Para manter uma baixa variancia das suas
determinacdes existem alguns aspetos importantes a ter em consideracéo.
Além do ébvio, como a seletividade da cateterizacdo coronaria, a cuidada
equalizacado das pressoes, a constancia da velocidade das injecoes de soro
fisiolégico, o correto posicionamento do fio de pressdes, o cuidado na
inducdo e na escolha do momento de hiperemia maxima, encontramos na
nossa experiéncia fatores ainda nao descritos que influenciam ou inviabilizam
a determinacdo do IRM. Os vasos epicardicos do porco (com o peso
habitualmente utilizado em investigacao), sdo de menor calibre, dificultando a
navegacao com o fio de pressées, sendo frequente dobrar a sua ponta floppy.
As determinacdes efetuadas com a ponta do fio dobrada resultam em valores
de IRM incorretos e anormalmente elevados. Outras vezes, apesar do fio
estar direito, a sua ponta esta presa ou encostada a um pequeno vaso,
levando o fio a fazer uma dobra durante a sistole, o que se traduz numa
maior variabilidade das curvas tempo/temperatura obtidas com a injecéao
intracoronaria de soro, comprometendo a determinacdo correta do IRM. E
pois fundamental manter o fio de pressdes direito e livre dentro da coronaria,
sendo que para tal, o nosso grupo passou a utilizar um microcateter
previamente introduzido na descendente anterior com um fio standart (ex.
BMW) como a forma mais rapida e eficaz de colocar o guia de pressdes sem
ter uma curva excessiva na sua ponta. A descricdo e publicacdo de todos os
pormenores ou solugcdes que possam contribuir para uma melhoria da técnica
€ essencial para o seu refinamento e deve ser encorajada nos trabalhos que

utilizem o IRM.
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2. Segunda Fase

Como ja referido, as CEM mostraram em estudos pré-clinicos a sua
capacidade de se fixar no coracdo, de reduzir as dimensdes de enfarte e de

370,371

melhorar a fungdo ventricular esquerda, em roedores e em modelos

animais de grande porte %372

Existem poucos estudo clinicos com CEM. Destes destacam-se pela
qualidade da sua metodologia o estudo de Hare et al. como o primeiro estudo
controlado, duplamente cego a mostrar a seguranca da administracdo
intravenosa de CEM no contexto de EAM 2?8, e o estudo multicéntrico de
Bartunek et al., em que as CEM foram injetadas por via transendocardica em
doentes com cardiomiopatia isquémica crénica, o que se revelou seguro e

associou-se a uma tendéncia para existéncia de alguns beneficios clinicos 3”°.

Contrariamente aos estudos com CEH, os principais ensaios clinicos com
CEM evitaram a via intracoronaria para a entrega das células. A via
intracoronaria permite  uma maior fixacdo no coracdo das células
transplantadas, em relacdo com a via intravenosa %'. A comparagdo com a

via intramiocardica é mais controversa 2?"%?°

, mas a favor da injecéao
intracoronaria esta o facto dos procedimentos coronarios percutaneos
fazerem parte da atividade clinica atual, com milhares de intervengbes a
serem realizadas diariamente por todo o0 mundo para o estudo ou tratamento
de varias formas de doenca cardiaca. A entrega de células por via
intramiocardica transendocardica estda dependente de técnicas mais
complexas, com as quais os Cardiologistas de Intervencdo nao estao ainda
familiarizados. Como ja referido, o tamanho das CEM tem sido motivo de
apreensao quanto a sua utilizagao por via intracoronaria por receios quanto a

224,225

ocorréncia de obstrucdo microvascular , microenfartes do miocardio %%

e compromisso do fluxo coronario ?*'. No entanto, alguns estudos recentes
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parecem suportar a seguranca e eventual beneficio das CEM por via

intracoronaria 37437,

O aprisionamento de CEM na microcirculacao e as suas consequéncias para
o fluxo coronario estardo provavelmente dependentes de um efeito dose. No
estudo exploratério de Grieve et al. com duas ovelhas, foi observada necrose
miocardica no animal que recebeu 75 x 10° CEM, contudo, ndo houve
evidéncia histolégica de lesdo miocardica no animal injetado com 25 x 10° de
células®*. Também utilizando o modelo suino, Llano et al. observaram o
fenémeno de no-reflow coronario e mortalidade precoce nos animais que
receberam a dose de 50 x 10° CEM *”°. No estudo com escalonamento de
dose de Hong et al, trés porcos receberam, sucessivamente por via
intracorondria na artéria descendente anterior, 1, 3, 10, 30 e 100 x 10° de
CEM derivas do tecido adiposo, com intervalos de 30 minutos *7. O fluxo
coronério epicardico nao foi comprometido até & dose cumulativa de 14 x 10°,
mas as injecdes seguintes e apds uma dose de 44 x 10° CEM, associaram-se
a uma diminuigdo progressiva do fluxo, que culminou em hipocinésia da
parede anterior e do apex do ventriculo esquerdo. Com estes dados
presentes optdmos por utilizar a dose para infusdo de 30 x 10° CEM. Esta
podera ser uma dose ajustada a utilizacdo clinica, pois ndo se associa a
complicacdes periprocedimento pois ndo se observou deterioracdo
hemodinamica, o surgimento de disritmias ou compromisso do fluxo

intracoronario epicardico.

No presente, nenhuma estratégia de entrega intracoronaria de CEM se
destacou como a mais adequada. Os estudos anteriores mencionados
utilizaram na sua maioria 0 método de stop-flow como descrito por Strauer et
al. ®°, com pequenas variagdes entre si. Teoricamente, esta metodologia
pode prevenir a perda de células por fluxo retrégrado ou pelo seu rapido
washout distal, apesar de ndao haver prova de que tal aconteca ou que
mereca ser motivo de preocupacao. Por outro lado, com a técnica de stop-
flow é possivel que as CEM se acumulem distalmente ao baléo e, apds a sua

desinsuflagdo e retoma do fluxo coronario, cheguem a microcirculacdo em
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grande numero e em agregados, o que podera contribuir para um efeito
obstrutivo. Na nossa experiéncia, as CEM foram lentamente injetadas
utilizando um microcateter e uma seringa de infusdo, com um fluxo constante
e sem oclusdo coronéria. Especulamos que a vantagem desta abordagem é
que as CEM atingem a microcirculagdo a um ritmo menor e de forma regular,
0 que potencialmente previne ou minimiza a sua acumulacdo dentro dos
microvasos. Os nossos resultados suportam uma maior seguranca desta

estratégia de infusdo continua das CEM com o fluxo coronario mantido.

De acordo com o nosso conhecimento, os trabalhos desta Segunda Fase,
foram os primeiros a abordar os efeitos agudos na microcirculacdo cardiaca
da injecao intracoronaria de CEM, utilizando a avaliagdo do IRM e um
desenho de estudo controlado e cego. A avaliacao do IRM é baseada numa
técnica complexa, tendo sido de extrema importancia a validagcao no modelo

suino realizada na Primeira Fase.

Neste estudo a entrega intracoronaria de CEM traduziu-se num aumento
significativo do IRM para 15,3 £ 3 U, mas n&o tdo impressivo como o de 41,3
+ 16 U observado nos trabalhos da Primeira Fase, onde foi realizada a
injecdo de 30 x 10°de microesferas de embozene com um diametro de 40 pm.
Tal sugere a existéncia de diferentes niveis de obstrucao da microcirculacéo,
que podem ser distinguidos pela determinacdao do IRM. Esta capacidade
podera ser util em estudos de dose-efeito futuros e no estabelecimento da
dose 6tima de CEM a ser utilizada por via intracoronaria, tendo em conta a

sSua seguranca.

Também foi observado um ligeiro aumento do IRM aos 5 minutos no grupo
controlo, que motivou uma diferengca com significado na analise intragrupo, o
que podera estar relacionado com a manipulacédo coronaria durante a injecao
da solugao acelular, podendo interferir com a indugdo da hiperemia maxima,
nao sendo possivel excluir a existéncia de fendmenos microembdlicos
motivados por pequenos trombos ou ar. Na verdade, apenas aos 30 minutos

os dois grupos de animais estudados tiveram uma diferenca significativa, o
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que parece indicar que sera importante incluir e utilizar avaliagcbes mais
tardias do IRM, e ndo apenas a sua determinacdo imediata apds uma

intervencao.

No presente momento o estudo de Hong et al. é o Unico que também aborda
os efeitos na microcirculagédo coronaria da injecao de células com avaliacdo
do IRM %77, Utilizando células CEM derivadas do tecido adiposo, os autores
randomizaram 12 porcos num grupo controlo, em outro que recebeu células
em dose baixa (10 x 10° células) e num Ultimo com dose alta (50x 10°
células). No grupo de dose alta reportaram um aumento significativo do IRM
em relagdo ao valor basal (11 + 1,3 vs. 17,8 £ 3,2, p=0,04). O mesmo nao se
verificou no grupo de dose baixa, 0 que vai novamente ao encontro da
existéncia de um efeito dose dependente. Nesta fase do nosso trabalho, foi
usada uma dose diferente de células, intermédia em relagdo as duas doses
do estudo anterior e uma técnica de infusdo diferente. Também estdvamos
cegos durante a avaliacdo do IRM, o que é uma importante vantagem
metodoldgica ao evitar viés relacionados com o operador. No entanto, os
nossos resultados estdo em linha com os obtidos por Hong et al., embora
com uma diferenga mais expressiva entre 0s grupos, 0 que confirma
claramente a existéncia de um compromisso da microcirculagdo com a

entrega intracoronaria de CEM.

A RFC nao se modificou e ndo houve diferengas significativas com o grupo
controlo, o que demonstra que a circulacao epicardica nao foi afetada durante
a experiéncia e que o IRM é um parametro mais especifico e sensivel para a

avaliagdo da microcirculagéo.

3. Terceira Fase

Os trabalhos desta fase permitiram-nos também a obtencdo de dados sobre
as alteracbes ocorridas 1 semana ap6s o EAM. Além da esperada elevacao
da pressao telediastélica do ventriculo esquerdo, sinal de compromisso da
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funcdo ventricular resultante da perda de miocardio funcionante, observou-se

uma diminui¢cdo da RFC e uma elevacao do IRM.

Em 2013 Koudstaal et al. avaliaram em 13 suinos as alteracdes da fisiologia
coronaria apés enfarte %’®. Uma comparacdo directa dos resultados esta
impossibilitada por ndo terem determinado o IRM, mas sim a resisténcia
microvascular hiperémica (RMh) baseada na avaliacdo da velocidade do fluxo
coronario através do Doppler intracoronario. Neste estudo os autores
reportaram um aumento da RMh de 28%, 4 semanas ap6s o EAM
(p=0,08), semelhante ao aumento de 24% do IRM observado no nosso
trabalho. Em discordancia esta o facto de nao terem detetado
alteracées com significado da RFC (2,9 vs. 3, p=0,46). Na avaliacao
histolégica do coragdo dos animais os autores observaram uma
diminuicado significativa da densidade capilar na regido de enfarte e um
espessamento significativo da parede das arteriolas, o que permite

explicar o aumento da resisténcia microvascular na avaliag&o in vivo.

Existem alguns trabalhos onde a avaliacdo da microcirculacdo na fase
aguda do EAM foi realizada no ser humano, apés a revascularizacao
com angioplastia direta 3% Estes trabalhos concordam no facto de
existirem na maioria dos doentes uma diminuicdo da RFC e um
aumento da resisténcia da microcirculagdo. A média da RFC observada
variou entre 1 e 2,5 e a média do IRM foi de cerca de 35 a 40 U,
semelhante a observada apés a injecdo das microesferas na Primeira
Fase dos nossos trabalhos. O IRM neste contexto relacionou-se com a

379 com a remodelacédo do ventriculo esquerdo

382

extensao de enfarte

e com a progressao para insuficiéncia cardiaca e morte
O IRM médio no nosso trabalho apdés o EAM foi de 10,3 U,

consideravelmente menor do que nos estudos clinicos referidos. Além

da possibilidade de variacdo inter-espécie e das diferencas em
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comparar coragdes juvenis com o de doentes com Vvarias
comorbilidades, existem ainda dois fatores importantes que podem
explicar esta diferenca. Primeiro, o enfarte induzido pela ocluséo
prolongada da coronaria nao tem a carga trombotica e os fendmenos
de embolizacdo distal presentes na maioria dos doentes com EAM.
Segundo, nos estudos clinicos a avaliacdo foi realizada na fase aguda,
onde o IRM é mais elevado, havendo evidéncia que a microcirculacao
comecga a recuperar logo apdés o primeiro dia, podendo apresentar

valores normais aos 6 meses 3,

A avaliacdo realizada das CEM confirmou as menores dimensdes das
células inovadoras, com um diametro médio cerca de 25% menor do
que as convencionais, 0 que pode ser apreciado nas imagens de
microscopia convencional (Figuras 25 e 26). A sua caracterizacao
imunofenotipica foi consonante com a esperada para as células
mesenquimais da medula O6ssea, com excecao da ligeira menor
expressdao de CD90 e a maior expressado de CD14+, acompanhada da
quase nula de HLA-DR. Este ultimo fendmeno pode ser o resultado da
expressao de epitopos com reatividade cruzada para o CD14 e, como
tal, representar um falso positivo **. De facto, esta marcacéo positiva
de CD14 é incoerente com a inexisténcia do HLA-DR, pois se
realmente houvesse uma populagdo monocitica o HLA-DR também iria

marcar positivamente.
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Figura 25 - Células estaminais convencionais utilizadas no estudo. As células
apresentam homogeneidade morfolégica evidente, de citoplasma amplo e ntcleo, por
vezes, com chanfraduras de cromatina reticulada, contendo um nucléolo volumoso

(Giemsa x1000).

Figura 26 - Células estaminais inovadoras utilizadas no estudo. As células tém
dimensdo muito heterogénea, com basofilia do citoplasma igualmente variavel (Giemsa

x1000).
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Quando avaliamos os efeitos da infusdo intracoronaria das CEM, os
dados desta fase dos trabalhos estdo em linha e confirmam os
resultados da Segunda Fase. Existem contudo importantes diferencas
metodoldgicas a ter em conta, pois no segundo estudo foram utilizados
animais saudaveis, sem compromisso de base da microcirculacdo e o
nimero de células injetadas foi menor (30 x 10° contra um total

cumulativo de 45 x 10° na Terceira Fase).

Mais uma vez ndo houve alteracées do fluxo coronario epicardico na
angiografia ou alteracdes electrocardiograficas motivadas pela entrega
intracoronaria das CEM. A injecdo intracoronaria de CEM revela-se
segura quanto aos principais parametros que avaliam o compromisso

agudo da perfusao miocardica na pratica clinica.

Nas duas fases ndo houve diferencas com significado da RFC e
observou-se uma elevagao significativa do IRM. Na Segunda Fase o
IRM aos 30 minutos foi de 14,2 U e na Terceira foi de 20,2 U (dose
cumulativa de 45 x 10°), correspondendo respetivamente a uma
elevacao de 112% e 95%.

Para o estudo do dose-efeito foram utilizadas uma dose de 10 x 10°,
uma segunda dose cumulativa de 25 x 10° préxima da nimero de
células utilizado na Segunda Fase, e uma dose cumulativa de 45 x 10°.
A primeira e a terceira dose sdo semelhantes as utilizadas no estudo de
Hong et al. ®””. No nosso trabalho observamos uma ligeira elevagéo do
IRM apés a infusdo de 10 x 10° de CEM, mas que ndo alcancou
significado estatistico, a semelhanca do que aconteceu nos 4 animais
que receberam a mesma dose avaliados por Hong et al. Nesse estudo

o IRM do grupo de dose alta (50 x 10°), avaliado 7 dias apés a infusdo
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de células, teve um aumento significativo de 62%, para um valor médio
de 17,8 U. O IRM aos 30 minutos ap6s infusdo por nés observado foi
de 20,2 U (dose cumulativa de 45 x 10°%), o que corresponde a um
aumento mais expressivo de 95%, mas que esta relativamente de
acordo, tendo em conta as diferencas entre os estudos quanto ao tipo
de CEM utilizadas e ao timing de avaliacéo.

Os resultados do conjunto dos nossos trabalhos apontam para a
capacidade do IRM em diferenciar varios niveis de compromisso da
microcirculagdo. O aumento progressivo do IRM verificado com o
incremento do numero de células infundidas e também o maior valor
médio de 41 U, obtido com a administracdo das microesferas na
Primeira Fase, sugerem que é possivel quantificar varios niveis de
compromisso da  microcirculacdo. Esta quantificacdo pode
eventualmente ser feita de forma a obter um limiar, acima do qual a
obstrucdo dos microvasos se traduz num compromisso da circulagao
epicardica e em disfuncdo electromecénica do miocardio. Como ja
referido, no trabalho de Hong et al. foi feita uma avaliagdo com
escalonamento da dose de células em apenas 3 animais. Na dose
cumulativa de 44 x 10° houve um aumento do numero de ciclos
cardiacos necessario para observar a porcado distal da descendente
anterior e na dose cumulativa de 144 x 10° o fluxo epicardico ficou
claramente comprometido, 0 que se acompanhou por hipocinésia do
miocardio em relacdo com a descendente anterior e fibrilhagcdo
ventricular nos 3 animais. Infelizmente, nesta parte do estudo nao foi
feita a determinacdo do IRM. Por outro lado, entre o valor de 44 x 10° e
o de 144 x 10° existe uma vasta zona cinzenta por avaliar, onde
provavelmente residira o limiar de seguranga para injecao
intracoronaria de CEM. O estudo em tempo real do estado da

microcirculagdo com o IRM podera ser uma ferramenta de grande
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utilidade na determinagcao deste limiar, e 0s nossos trabalhos abrem

espaco para a investigacao nesse sentido.

Com o pressuposto da existéncia de modificagbes estruturais
resultantes da aplicacdo de um protocolo inovador de expansao das
CEM, que se traduzissem em diferencas quando aos seus efeitos na

microcirculagdao, comparamos nesta fase dois tipos células.

Os parametros obtidos nos dois grupos de animais que receberam
CEM foram semelhantes. As células inovadoras associaram-se de igual
forma a uma elevacgéo significativa do IRM, com uma curva ascendente
semelhante, com excecado de um inesperado decréscimo do valor do
IRM com a terceira dose. Os nossos resultados indicam que as células
“‘inovadoras” ndo possuem diferengas nas suas caracteristicas fisicas,
que permitam associa-las a um melhor perfil de seguranca quanto a
microcirculagdao, embora a sua estratégia de expansao possa ter outro
tipo de vantagens. Apesar de as células inovadoras terem menores
dimensdes, apresentam outras diferencas estruturais na avaliagao por
microscopia, que podem eventualmente influenciar a sua capacidade
de se adaptar aos microvasos coronarios. Outra explicagao pode residir
simplesmente na diferenca de dimensdes nao ser suficiente para ter
impacto nos efeitos observados na microcirculagdo. N&o existem
trabalhos prévios que tentem comparar desta forma diferentes tipos de

células quanto aos seus efeitos na microcirculagéao.

O terceiro cateterismo efetuado as 5 semanas apdés o EAM (4 semanas
apoés a infusdo das CEM), permitiu apreciar o estado da microcirculacao
ja numa fase de resolucédo do enfarte. Uma elevagcao mantida do IRM
em comparacdo com o grupo controlo, indicaria uma disfuncdo da
microcirculagdo mantida e um eventual papel nocivo da entrega

intracoronaria das CEM, mesmo quando ndo existe uma alteracdo do
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fluxo coronario epicardico durante a sua infusdo. Por outro lado, um
valor menor do IRM seria um hipotético indicador da existéncia de
neoangiogénese promovida pela Terapia Celular. Tal ndo se verificou
no nosso estudo, onde os IRM dos trés grupos convergiram no tempo
para um valor semelhante, o que aponta para um efeito neutro na
microcirculagdo nas semanas seguintes a infusdo das CEM. No ja
referido estudo clinico HEBE, também a administragdo de CEH nao se

associou & recuperacgéo da microcirculagéo avaliada pela RMh #°.

A entrega intracoronaria das CEM, através da técnica de infusao
continua, lenta e sem obstrugdo corondria, nas doses de 30 x 10° e
cumulativa de 45 x 10° ndo se associou a nenhum efeito adverso
durante a sua administragdo. Nenhum animal teve compromisso do
fluxo coronario avaliado com a classificagdo de TIMI, instabilidade
hemodinamica ou alteracdes eletrocardiograficas, que pudessem ser
associadas a administracdo das células, o que esta de acordo com a
seguranga da sua utilizacdo nas doses referidas. Ao sofrer alteragdes
antes de qualquer outra evidéncia do efeito da administracao
intracoronaria das CEM, o IRM surge como um parametro subclinico
cuja avaliagdo poderd ser relevante e auxiliar a entrega segura destas
células. Os nossos resultados abrem espaco para investigacdes futuras

nesse sentido.

Apesar de varios estudos pré-clinicos terem demostrado um efeito
positivo das CEM na reducéo da cicatriz de enfarte, a nossa andlise
anatomopatolégica ndo permitiu detetar diferengcas nos animais que
receberam células. Da mesma forma a avaliagdo histoldégica nao
detetou a presenca de CEM apéds as 4 semanas. Outros estudos
tiveram resultados semelhantes. Toma et al. também utilizaram o
xenotransplante de CEM humanas para o coragdo de rato

imunodeficiente e 4 dias apds a injecdo a maior parte das células foi
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detetada no baco, pulméao e figado e apenas uma minoria de 0,44%

continuava presente no miocardio '

. Também no rato, Bogt et al.
concluiram pela ocorréncia da morte generalizada das CEM do dador,
apds a sua ndo detecdo por bioluminiscéncia 6 semanas apds o
transplante %, Num outro estudo, com a ovelha como modelo de EAM,
foi feito o transplante alogénico por injecao direta nos bordos da regiao
enfartada de 25 x 10° a 450 x 10° CEM %7, A avaliacdo feita 1 hora
apds a entrega das células mostrou de forma evidente o sucesso do
transplante, mas os autores nao conseguiram identificar a sua presenca
8 semanas depois, utilizando técnicas histolégicas e de Polimerase
Chain Reaction. Com um modelo animal semelhante ao utilizado por
nds, Hashemi et al. entregaram por via endomiocardica CEM nas doses
de 2,4 x 107, 2,4 x 10%, 4,4 x 10%, 3 dias ap6s a inducdo do enfarte 3.
Também ndo encontraram diferencas na espessura do enfarte e no
namero de capilares em relagcdo ao grupo controlo. De igual modo, na
avaliacao por microscopia de fluorescéncia, efetuada 12 semanas ap6s
o transplante, ndo detetaram de forma inequivoca a presenga de CEM

no miocardio.

Existem varias razdes para a discrepancia entre a evidéncia que nos
chega de estudos negativos/neutros e dos estudos em que houve
fixacdo das células, evidéncia de regeneracdo, diminuicdo das
dimensdes do enfarte e melhoria da funcdo ventricular. Diferencas
quanto a forma de expansao e manipulag¢ao das células, a utilizacdo de
diferentes modelos animais, dos tempos de entrega e da avaliagdo dos
efeitos das células, podem contribuir de forma varidvel para a
divergéncia dos resultados reportados. Ndo deixa de ser curioso que,
apesar dos estudos negativos/neutros representarem claramente a
minoria, ndo haja ainda de forma clara um consenso quanto a
existéncia cabal de provas de regeneracao miocardica. De outra forma,

a grande atencéao da investigacao atual esta focada na transformacéo e

206



Discussao

melhoria das capacidades das células, de forma a se poder obter um
efeito clinico claramente evidente com o seu transplante.
Consequentemente, 0s nossos resultados estdo de acordo com a
existéncia de importantes insuficiéncias na terapia celular e com a
necessidade de manter um esforco na investigacdo, que permita
encontrar as solugcdes necessarias a implementacdo de estratégias
terapéuticas baseadas na utilizacdo das células que beneficiem os

doentes, num futuro que se quer préximo.
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VIIl. LIMITACOES DO ESTUDO

No nosso trabalho sdo reconhecidas algumas limitacées, que devem ser

consideradas na interpretacédo dos resultados obtidos.

Em primeiro lugar estdo as inerentes a utilizagdo do modelo animal. Embora
tenha sido escolhido o modelo de grande porte considerado ideal para os
nossos objetivos, existem diferengas inter-espécie que podem condicionar a
extrapolacdo dos resultados para o ser humano. Por outro lado, foram
utilizadas células humanas, o que pode condicionar o seu comportamento na
microcirculacao e a sua posterior sobrevivéncia (apesar dos animais estarem

sob imunossupressao).

Na Primeira e Segunda fase foram utilizados animais saudaveis, 0 que
apesar de ter sido uma opcg¢ao correta para as avaliacbes a que nos
propunhamos, se afasta do cenario antecipado para a utilizagéo clinica das
CEM. Também nestas fases nao nos foi possivel ter o estudo histolégico dos
animais e confirmar dessa forma a presenca da obstru¢cao da microcirculacao.
Na Terceira Fase a avaliacdo histol6gica foi orientada para o estudo da
fixacdo, sobrevivéncia e efeitos das CEM e foi realizado as 4 semanas apos a
entrega das CEM, ndo se conseguindo uma vez mais ter informacao sobre os

efeitos imediatos na microcirculagao.

Apesar de termos utilizado uma técnica de infusdo que nos parece mais
adequada, nao foi feita uma comparacdo lado-a-lado com a técnica mais
divulgada de stop-flow. Qualquer diferenca inferida quanto ao método de

entrega das células necessita de confirmagao em estudos futuros.

Tal como em outros estudos com avaliagdo da resisténcia da microcirculacéo

no modelo animal, ndo foi feita a correcdo do IRM com a pressdo de

211



LimitacOes do Estudo

encravamento coronario (Pw) nem com o valor da pressdo venosa central
(que é normalmente assumida como 0). Esta correcdo pode ser importante
para a distincao do papel da circulagdo coronaria colateral. Julgamos contudo,
que na auséncia de doenca coronaria e para a avaliacdo dos efeitos
imediatos na microcirculacdo, a correcdo com a Pw nao se justifica pois
dificilmente alteraria os resultados e as conclusdées. Na Terceira Fase, a
indugéo do enfarte incluiu a reperfusao no final dos 90 minutos, ndo sendo
evidente nem plausivel a existéncia de circulacdo colateral que influenciasse

os resultados obtidos as 4 semanas.

Seria interessante e relevante ter outros parametros que aferissem o estado
da microcirculacdo e que pudessem ser correlacionados com o IRM. No
entanto, a utilizacdo do TIMI frame count e a gradagao do blush miocardico
foram impossibilitados pela baixa resolucdo das imagens fluoroscépicas
adquiridas e pela impossibilidade da sua gravacao para estudo posterior. A
melhoria do equipamento de angiografia € uma das nossas ambicdes para o
futuro, de forma a ultrapassar estas limitacbes. Métodos de imagem nao
invasiva como a ressonancia magnética, o PET ou a cintigrafia, permitiriam
também uma avaliagdo morfo-funcional da microcirculagdo, mas a sua
utilizagdo ainda esta longe do horizonte da investigagdo pré-clinica em
Portugal.

A ndo utilizagdo de marcadores bioquimicos de necrose miocardica, como a
troponina, ndo permite correlacionar as alteracbes da microcirculacao

observadas com a existéncia de microenfartes.

No nosso trabalho o estudo da funcao ventricular esta limitado a avaliacao
dos parametros hemodindmicos — pressao adrtica e pressao telediastolica do
ventriculo esquerdo. A avaliagcdo de outras variaveis relacionadas com a
funcdo ventricular acrescentaria valor a Terceira Fase, onde se procuraram
efeitos do transplante das CEM e se compararam dois tipos de células. Mais
uma vez, € uma forte pretensao do nosso grupo ultrapassar esta insuficiéncia

com a aquisi¢ao de equipamento adequado.
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Inerente a este tipo de estudo, exploratério e com modelo animal de grande
parte, os numeros da nossa populacao sao pequenos. Na Terceira Fase foi
necessario assumir a distribuicdo ndo normal de algumas variaveis, pelo que
se utilizou a estatistica ndo paramétrica, com menor poder estatistico e sendo

menos provavel a rejeicdo da hipétese nula quando ela é falsa.
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IX. CONCLUSOES

A finalizacdo dos nossos trabalhos permitiu verificar as hipéteses formuladas,
além de ter fornecido outros dados que merecem ser considerados, por

acrescentarem conhecimento ao campo em que esta tese se insere.

A injecao intracoronaria de CEM associa-se a uma obstrucdo da
microcirculacao, evidenciada pelo aumento imediato e mensuravel do
IRM.

A avaliagdo com o IRM permite discernir a disfungcao da microcirculagdo sem
que haja evidéncia de compromisso da circulacdo epicardica, alteracdes

eletrocardiogréaficas ou deterioracdo do estado hemodinamico.

Quanto a técnica de determinacdo do IRM no modelo animal utilizado, e
tendo em conta algumas das indefinicdes previamente existentes, concluimos
ainda que:
a) a dose de 5 mg de papaverina é tao eficaz como a de 10 mg para a
inducédo de hiperemia maxima;
b) o retorno as condigdes hemodindmicas semelhantes as basais ocorre
5 minutos apés a injecao de papaverina;
c) a propria manipulacdo intracoronaria pode associar-se a uma
elevagdo do IRM, se avaliado numa fase muito precoce, sendo
importante aguardar um intervalo de tempo entre uma intervengéo

coronaria e a sua determinagao.

Estes aspetos devem ser considerados na elaboracdo de trabalhos que
utilizem a avaliagdo do IRM.
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A avaliacao da microcirculacao com o IRM revela-se util no estudo de
efeito/dose na entrega intracoronaria de CEM, mas nao permite a
comparacao das células com propriedades fisicas diferentes utilizadas.

Com a determinacdo do IRM é possivel quantificar diferentes niveis de
disfuncao da microcirculacédo. Essa capacidade pode ter interesse clinico se a
investigacdo futura conseguir estabelecer limiares de seguranca para a

entrega intracoronaria de células.

No nosso modelo animal de EAM a injecao intracoronaria de CEM nao
se associou a qualquer evidéncia de promocao da neoangiogénese ou
restauracao da microcirculacao.

No nosso estudo, a avaliagdo do IRM realizada 4 semanas apés a entrega
intracoronaria das CEM nao revela alteracbes passiveis de inferir um efeito
positivo na neoangiogénese, o que também nao se confirma no estudo
histoldégico. Também nao foi possivel demostrar a fixacao e sobrevivéncia das
CEM no tecido miocardico.
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PALAVRAS-CHAVE Resumo O indice de resisténcia da microcirculagio (IRM) permite o estudo quantitativo, inva-
Microcirculacio siviz @ em tempao real do estado da microcinculacio coronaria. 0 objetivo principal fioi a validacio
corondria; da técnica de determinacio do IRM num modelo animal de grande porte. O objetivo secundario
Indice de resisténcia foi a comparacao de duas doses de papaverina, 5 e 10 mg, para indugcio de hiperémia maxima
da microcirculacio; e quanto & sua evolugdo temporal. Foram estudados oite porcos. Avaliou-se a Pd e o Tmn em
Maodela animal condipbes basais e com hiperémia maxima induzida pela injecdo intracoronaria de 5 ou 10 mg

de papaverina e sucessivamente aos dois, cinco, oito & dez minutos. Para o compromisso da
microcirculacdo foram injetadas microesferas de 40 pm de didgmetro. Em cada animal foram
realizadas 14 determinacbes de IRM. Mo se observaram diferencas significativas entre as duas
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mg de papaverina e de 10,6 4 3 U com a dose de 10mg (p = 0,612). A evolucdo temporal dos
valores de |RM foi semelhante, deixando de haver diferencas relativamente ao valor basal apos
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+ 16 U, p = 0,001). O IRM avalia em tempo real a resisténcia da microcirculacio coronaria.
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a sua administracao.
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Invasive assessment of the coronary microcirculation using the index of
microcirculatory resistance: Description and validation of an animal model

Introduction: The index of microcirculatory resistance (IMR) enables/provides guantitative,
invasive, and real-time assessment of coronary microcirculation status,

Aims: The primary &im of this study was to validate the assessment of IMR in a large animal
maodel, and the secondary aim was to compare two doses of intracoronary papaverine, 5 and
18 mg, for induction of maximal hyperemia and its evolution over time.

Methods: Measurements of IMR were performed in eight pigs. Mean distal pressure (P,) and
mean transit time (T,,] were measured at rest and at maximal hyperemia induced with
intracoronary papavering, 5 and 10 mg, and after 2, 5, & and 10 minutes. Disruption of the
microcirculation was achieved by selective injection of 40- .m microspheres via a microcatheter

Results: Ineach animal 14 IMR measurements were made. There were no differences between
the two doses of papaverine regarding Py response and IMR values - 11:24.5 U with 5 mg and
10.6:43 U with 10 mg (p=0.612). The evolution of IMR over time was also similar with the
twir doses, with significant differences from resting values disappearing after five minutes of
intracoronary papaverine administration. IMR increased with disrupted microcirculation in all

Conclusions: IMR provides invasive and real-time assessment of coronary microcirculation. Dis-
ruption of the microvascular bed is associated with a significant increase in IMR. A 5-mg dose
of intracoronary papaverine is as effective as a 10-mg dose in inducing maximal hyperemia.
After five minutes of papaverine administration there is no significant difference from resting

© 2013 Sociedade Portuguesa de Cardiologia. Published by Elsewier Espafa, 5.L. ALl rights
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in the left anterior descending artery.
animals (41216 U, p=0.001).
hemodynamic status.
reserved.
Introducao

Avancos na tecnologia dos sensores permitem atualmente
a medigao da pressao e da velocidade do fluxo corondrio
[por Doppler ou por termodiluicio) atraves de um simples
fio guia, possibilitando o estuda das condicdes hemodindmi-
cas de toda a circulacdo coronaria’?, Para a fisiopatologia
de varias doencas cardiacas contribuem duas resisténcias:
a das estenoses dos vasos epicardicos e a da disfuncio da
microcirculac@o. Enguanto que para as primeiras existem
parametros estabelecidos e com ampla utilizacgo clinica
[p. ex. froctional flow reserve, FFR), o estudo invasivo da
microcirculacio em tempo real e de forma exequivel na
pratica clinica encontra-se ainda numa fase inicial®.

A reserva de fluxo corondrio (RFC) & 0 aumento maximo
do fluxo acima do que esta presente em repousa. O fluxo
maximo € conseguido através da hiperémia maxima indu-
zida farmacologicamente. A RFC tem a desvantagem de nao
ser independente das condigdes hemodinimicas de base e de
formecer informagao sobre o estado da circulacio epicardica
e da microcirculacio, ndo sendo possivel diferencia-las®™.
0 indice de resisténcia da microcirculacio (IRM) ultrapassa
estas limitagdes®. Este indice & avaliado durante a fase de
fluxo maximo e & definido pela pressio coronaria distal (Pd)
dividida pelo inverso do tempo meédio de transito (Tmn)
durante a fase de hiperémia maxima. O Tmn & determi-
nado por termodiluicio. Apds uma injecdo intracorondria
de 3ml de soro & temperatura ambiente, a qual & dete-
tada pela parte proximal do fio que funciona como termistor
proximal, o soro flui pela corondria até ao termistor distal,

medindo-se o tempo que o soro percorreu desde o sen-
sor proximal ao distal em varias injeces temos o Tmn.
Este indice € extremamente reprodutivel e independente
da frequéncia cardiaca, da pressio sanguinea e da contrac-
tilidade cardiaca’.

Para o estudo pré-clinico da microcirculacao o esta-
belecimento de um modelo animal de grande porte &
fundamental. O modelo suino serd o mais indicado, dado que
a vascularizacio cardiaca, a anatomia corondria e a rede de
colaterais entre a circulacio epicardica e a endocéardica,
pobre em comparacao com outros animais, sao semelhantes
a humana®®, o que o torna no melhor medelo animal para
estudar a microcirculacao.

Um passo chave para a correta avaliacao do IRM
consiste na inducdo da hiperémia méaxima, que & o
resultado da vasodilatacio generalizada da arvore coro-
naria. Para a obtencio desta vasodilatacio sao utilizados
farmacos vasodilatadores dos pequencs vasos, sendo a
adencsina intravenosa ou a papaverina intracoronaria os
mais eficazes’”. Contudo, os estudos em amimais tém
utilizado doses diversas destes farmacos, ndo estando
ainda definida qual a correta ou se existe um efeito
de dose a ser conmsiderado na interpretacdo dos seus
resultados.

A complexidade da investigacdo animal associada a da
préoria técnica de determinacio do IRM aconselham uma
necessaria validacao destes modelos antes da utilizacao do
seu potencial para o estudo da fisiopatologia da doenca
cardiaca ou para a avaliacio dos efeitos de determinada
terapéutica na microcirculacio.
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Objetivos

0 objetive principal foi a wvalidacdo da técnica de
determinacio do IRM num modelo animal de grande porte.
0 objetivo secundario foi a comparacao de duas doses de
papaverina, 5 e 10 mg, para inducdo de hiperémia maxzima,
quanto ao valor de IRM obtido e a sua evolucio temporal.

Métodos

Foram utilizados oito suinos cruzados machos Duroc e
fémeas F1 Large White X Landrace, com peso vivo entre
15-40 Kg (32 + 5 Kg). O estudo foi aprovado pela Comis-
sao de ética e bem-estar animal da Faculdade de Medicina
Veterinaria de Lisboa e os animais foram tratados respei-
tando as normas de utilizacdo humanitaria e bem-estar.
Os animais utilizados neste estudo nao foram sacrificados.
Assim, durante o recobro de 24 horas foi feita analgesia com
I mg/kg pow de carprofeno (Rimadyl, Pfizer) e antibiotico-
terapia com 13mg/kg p.v. de amaoxicilina (Clamoxyl L. 4.,
Pfizer], nao tendo os animais manifestado quaisquer sinais
de sofrimento.

Todos o5 animais foram mantidos em jejum nas 12 horas
que antecederam o procedimento. Como medicacio pré-
-anestésica foram administrados a cada animal, por via
intramuscular, 2 mg/ke de azaperona (5tresnil™), 1 mg de
atropina e, apds um periodo de 15 minutos, 20 mefkg de
cloridrato de quetamina {imalgene 1000%). Ja na sala de
hemodindmica foi colocado um cateter venoso de 22 G
{Abbocath®) na veia marginal da orelha, através do qual
se administraram & mg/kg de ticpental sodico 5% (Tiopen-
tal BRAUN™). Depois da confirmacio da perda do reflexo de
degluticdo, procedeu-se a intubacio orotragueal, apos o que
o animal foi colocado em ventilacdo controlada com volume
carrente de 10 ml keg-'. Para a manutencao da anestesia
utilizou-se isoflurano a 2% (lsofio™, Abbott Loboratories)
em fluxo constante de 0. Os animais foram mantidos em
infusdo wenosa continua de solugdo salina 9% até ao final
da intervencao e a sua temperatura assegurada com manta
termica.

Durante procedimento manteve-se a monitorizacdo
hemodindmica e eletrocardiografica dos animais, tendo
também  sido realizados  eletrocardiogramas de  12-
derivacies no inicio e mo final. Apos a colocacao dos
introdutores (6 F) na artéria e veia femoral direitas, foram
administradas 200 U kg-' de heparina (Heparin Broun™).
A pressdo arterial na aorta e a pressao telediastdlica
foram determinadas com a utilizacdo de um cateter
pigtail (Cordis). Durante o procedimento manteve-se a
monitorizacde hemodindmica e eletrocardiografica dos
animais. A cateterizacdo seletiva da coronaria esguerda
foi realizada com um cateter guia Amplotz esquerdo 0,73,
6 F [Cordgis), seguida de uma angiografia de base com
injecio prévia de 0,51 mg de dinitrato de isossorbido
intracoronario (Jsoket™, Schwarz Pharma Ac.).

Um fio guia 0,014 PressureWire™ Certus (St. Jude Medi-
cal) foi posicionada com o sensor na unido do terco médio
com o distal da descendente anterior, apos a equalizacio
das pressdes com o sensor na coronaria imediatamente a
seguir a extremidade do cateter. Sempre que a navegacio
deste guia na descendente anterior se revelou dificil esta foi

feita com um guia BMW [Abbott Voscular) e os guias troca-
dos com o auxilio de um microcateter FineCross™ (Terumo
Interventional Systems).

Foi utilizada uma consola Rodidnalyzer™ Xpress (St. Jude
Medical) e o respetivo software para a determinacao da Pd
& do Tmn na descendente anterior. Para avaliacao do Tmn
foram feitas séries de injecdes intracoronarias de 3 ml de
soro fisioldgico & temperatura ambiente, atraves do cate-
ter guia. A média dos trés valores mais proximos e com
curvas temperaturaltempo semelhantes forneceu o Tmn. O
valor de IRM & o quociente da divisao da Pd corondria pelo
inverso do Tmn. Embora o IRM seja aguele gue & avaliado em
condicGes de hiperémia maxima, para efeito dos resultados
apresentados neste estudo, e tendo em conta o seu obje-
tivo, consideraram-se todas as determinacdes como [RM e o
avaliade em hiperémia maxima como o verdadeiro [RM.

Apds a avaliacdo da Pd e do Tmn em condigdes
basais, mantendo sempre o fio guia na mesma pasicao, foi
determinado o IRM com hiperémia méxima induzida pela
injecdo intracoronaria de 5 mg de papaverina, depois da
confirmacao da descida da pressao distal durante o primeiro
minuto e sucessivamente aos dois, cinco, oito e dez minu-
tos. A seguir a um intervalo de dez minutos (que permitiu a
metabolizacio da papaverina anteriormente administrada),
foi feita a injecdo intracoronaria de 10 mg papaverina e a
mesma sequéncia de avaliacdes foi realizada.

Para comarometer a microcirculacdo coronaria foram
injetados 0,23 ml de solucdo de microesferas de 40 pm de
digmetro diluidas em contraste (aproximadamente 30 x 10¢
microesferas), Embozene® Microspheres (CeloMova BioSci-
ences), através de um microcateter com a ponta colocada
na descendente anterior, distal & primeira diagonal e proxi-
mal a0 microsensor do fio de pressdes, o qual foi mantido
na mesma posicdo. Apds cinco minutos avaliou-se o IRM com
hiperémia maxima induzida pela injecio intracorondria de
10 mg de papaverina durante o primeiro minuto e depaois
de confirmacao da descida da pressao distal.

O pressuposto da normalidade foi validado com o teste
Kolmogorov-5mirnov com corregao de Lillefors, usando o
teste de Shapiro-Wilk apropriado para amostras reduzidas.
As variaveis categoricas sao apresentadas como contagem
e percentagem do total. As varidveis continuas sio expres-
sas como media e desvio-padrio. Para avaliar as diferencas
entre as avaliagdes em condicdes basais e apds os 5 e
os 10 mg de papaverina, assim como apds a injecac de
microesferas, recorreu-se ao teste t-student para amostras
emparelhadas. A analise estatistica foi realizada com o pro-
grama 5P55 10,

Resultados

Os parametros hemodindmicos de base foram: frequéncia
cardiaca de 92 + 10 bmp, pressac arterial media de 48 =+
5 mmHg e pressdo telediastolica do ventriculo esquerdo de
6 + 1,4 mmHg. Todos os animais mantiveram estabilidade
hemodindmica e eletrocardicgrafica apds as injecdes de
papaverina. Apds o compromisso de microcirculacio houve
elevacdo do segmenta 5T em V1-V¥3 em todos os animais, nao
havendao disritmias ventriculares ou instabilidade hemoding-
mica na populacao estudada.

Em cada animal foram realizadas 14 determinacdes de
IRM, num total de 112 na amostra avaliada. A variacao do
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Tabela 1 FResposta da pressio distal média (Pd) & injecio =
intracoronaria de duas doses (5 e 10 mg) de papaverina
Papaverina Papaverina P
5 mg 10 mg
Pd [mmHg) 39&9 a0+ 7 0,7
Diferenca Pd 11,445 10,6 £ 5 0,7
base (mmHg)
Variagio Pd 12410 2148 0,5
base %)

tempo de trinsito das trés medicoes corsideradas para o
calculo do IRM em cada avaliagdo em hiperémia maxima foi
de 10%. A Pd média de base foi de 51 = 9 mmHg. Na Tabela
1 estdo apresentados os valores de Pd, que refletem a hipe-
rémia maxima apds a injecio de papaverina, ndo havendo
diferencas entre as duas doses. Os valores de |IRM para cada
animal estio apresentados na Tabela 2. A media do verda-
deiro [RM foi de 11 + 4,5 U com 5 mg de papaverina e de
10,6 = 3 U com a dose de 10 mg (p = 0,612).

Com ambas as doses de papaverina o IRM verdadeiro foi
observado ao primairo minuta em cinco animais, logo apds o
primeire minuto em dois e logo apds os dois minutos em um
animal. A evolucio temporal dos valores de IRM foi seme-
lhante com as duas doses [Figura 1), tendo o IRM deixado de
ter diferencas em relacdo ao valor de base aos cinco minutos
[p=1paraos5mgep=0.98 para os 10 ma).

Com o compromisso da microcirculacdo apds a injecdo
das microesferas houve uma elevacao significativa do ver-
dadeiro IRM em todos animais para um valor médio de 41,3
+ 16 U (Figura 2; p=0,002 com 5 mg de papaverina; p=0,001
com 10 mg de papaverina). Com a dose de 10 ma de papa-
vering a elevacdo media do IRM verdadeiro foi de 310 +
190%.

Discussao

Sao warios os motivos que tormmam o estudo da
microcirculacdo cardiaca cada vez mais  pertinente.

Tabela 2 Valores observados por animal do quaciente da
pressao distal média pelo inverso do tempo médio de trin-
sito em condices basais, apds inducdo de hiperémia maxima
com 5 e 10 mg de papaverina (IRM 5 e 10 mg) e apds o
compromisso da microcirculacdo com microesferas (IRM pos-
-microesferas)

Animais Pd/Tmn—" IRM (U]} IRM (U} IRM (L)
basal 5 mg 10 mg  pos-microesferas
1 23 7 ] 35
2 42 7 ] "
3 25 9 9 T
4 28 13 14 52
5 56 1 1 23
] 1 10 2 46
7 0 10 10 46
g 48 1 14 26

IBM: indice da resisténcia da microcirculacio; Pa: pressao distal
média; Tmn: tempo médio de transita.

Figura 1

Evolucao temporal do IMR apds injecgo intracoro-
néria de papaverina e comparacio com Pd/Tmn ' de base.
IRM: indice da resisténcia da microcirculacao. Pd: pressao distal
media. Tmn: tempo médio de transito.

E nos pequenos vasos que se encontram importantes
limitacoes a terapeutica de revascularizacdo percuta-
nea, bem representadas no no-reflow coronario ou na
manutencao de isquemia miccardica apds interwencio nos
vasos epicardicos, sobretudo no contexto de enfarte agudo
do miocardio’’. E também na microcirculacio que residem
os processos fisiopatologicos de varias doencas cardiacas,
desde a sindrome X'? & mal definida cardiomiopatia de
stress ou sindrome de Takotsubo'®. Por outro lado, existem
nowas estratégias terapéuticas em estudo para o tratamento
das doencas cardiacas, como a terapia génica ou a terapia
celular, que tém efeitos nos pequenos vasos por estimula-
rem a angiogénese ou por utilizarem a via intracorondria
para administracio de células™ 7.

0 estabelecimenta de um modela pré-clinico para o
estudo da microcirculacdo € importante neste contexto,
permitindo avaliar o efeito ou as limitacies das terapButi-
cas atuais ou futuras. A vascularizacio cardiaca do porco @
a que se aproxima mais da humana, apresentando uma ana-
tomia corondria com morfologia e dimensdes semelhantes,
mesTo quanto ao didgmetro dos capilares'®. Sendo um ani-
mal de utilizacdo domestica, acessivel e de facil manejo, o

po= 0o 3 |

indice do resisténoi da mizrocirculagda (L

IFM 5 mg papawising  IRM 10 mg papavering  |AM phs misrcasfams

Figura 2  IRM apds compromisso de microcirculacio corondria
com microesferas em comparacao com o valor inicial determi-
nado com 5 e 10mg de papawerina. IRM: indice da resisténcia
da microcirculacao.
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porco tormou-s5e no modelo animal de eleicao para os estudos
pré-clinicos da microcirculacdo cardiaca.

0 estudo da resisténcia da microcirculacio @ realizado
durante uma fase de dilatacio maxima da arvore coronaria,
conseguida farmacologicamente através da administracio
de vasodilatadores da microcirculacido e reflete a capaci-
dade maxima existente para aumentar o fluxo coronario
recrutando toda a rede circulataria disponivel. Embora a
adenosina seja o farmaco mais divulgado na pratica clinica
pela sua seguranca, os estudos pré-clinicos tém privilegiado
a papaverina intracoronaria. A papaverina & mais eficaz do
gue a adenosina’’, sendo que esta Oltima pode ter tambeém
limitacdes na sua capacidade vasodilatadora em animais de
grande porta’®,

A dose de papaverina utilizada nos estudos tem variado
entre o5 5% mg e os 20 mg (sendo esta a dose habitual-
mente usada no ser humano), ndo estando ainda definida
gual a melhor dose ou se existemn diferencas com signifi-
cado na determinagdo do [RM. Mo nosso trabalho a dose
menor de 5 mg teve um efeito semelhante 4 dose superior
de 10 mg, quanto & descida da pressao distal e ao valor de
IRM avaliado. Por outro lado, a dose superior mostrou-se
igualmente segura, ndo se associando a instabilidade hemo-
dindmica ou elétrica. Como a correta determinacio do IRM
depende da inducdo de hiperémia maxima, ou seja, da
administracdo intracoronaria da quantidade suficiente de
farmaco, e podendo esta ser influenciada pela seletividade
ou estabilidade do proprio cateter, sera razodvel supor que
a dose de 10 mg pode ser a que garante uma melhar unifor-
midade dos resultados e aguela a utilizar sistematicamente.

0 IRM foi validado num modela suing por Fearon et al.®.
Utilizando nove animais observaram um IRM médio de 16,9
+ 6,5 U apds inducio de hiperémia com injecdo intraco-
ronaria de 20 mg de papaverina. Este valor & ligeiramente
mais elevado do obtide na nossa populacao o que podera
estar relacionado com a manipulacio cirdrgica da descen-
dente anterior a que os animais foram sujeitos nesse estudo.
Estes valores sdo inferiores aos 21 U descritos em humanaos
sem doenca coronaria e esta diferenca devera fazer parte
da extrapolacdo para o homem dos resultados dos estudos
com madelo suino'®, Outro aspeto a ter em conta @ a impor-
téncia da correcio do IRM com a pressdo de encravamento
coronario no contexto de doenca da macrocirculacio e da
existéncia de circulacio colateral’””, o que nio acontecia
com a nosso modelo animal.

Apesar das vantagens do IRM, a sua determinacio
depende de uma metodologia consistente, que cuide da
correta calibracdo e posicionamento do guia de pressbes,
da inducio eficaz da hiperémia maxima, da injecio intra-
corondria do soro fisioldgico & temperatura ambiente e da
interpretacio das curvas tempo/ temperatura durante a fase
de fluxo maxima. & curta exist®ncia do IRM e a sua utilizacio
por um nomero ainda limitado de investigadores leva que
nem todos estes aspetos metodologicos estejam esclareci-
dos ou definidos.

A avaliagdo da evolucio temporal das variaveis hemo-
dindmicas apds a injecdo da papaverina tem implicacdes
praticas importantes. O IRM podera ser Gtil no estudo do
efeito imediato na microcirculacdo de varias terapduticas,
sendo relevante saber quando € que ocorTe O regresso as
condicdes hemodindmicas basais. Mo nosso estudo o IRM dei-
xou de ter diferencas significativas aos cinco minutos apas

a injecdo de papaverina, em ambas as doses. Desta forma,
& aconselhavel que qualquer intervencao planeada para ser
realizada em condicdes basais seja realizada depois deste
intervalo de tempo. Os nossos resultados apontam também
para uma variabilidade interindividual do tempo em gue
ocorre a hiperémia méxima, com a maioria dos animais, mas
nio todos, a apresentar esta resposta no primeiro minuta. E
necessario ter presente esta variabilidade e efetuar varias
séries de medicdes do tempo de transito até ocorrer um
nadir, o qual correspondera ao verdadeiro IRM, caso contra-
rio este podera ser sobrevalorizado.

0= capilares coronarios tdm um diametro meédio de
10 pm. A injecdo intracoronaria de microesferas com 40 pm
compromete previsivelmente a microcirculacido ao obstruir
a circulacdo a jusante das pequenas artericlas. Mo nosso
estudo utilizou-se a quantidade de microesferas que per-
mite manter o fluxo corondrio, evitando o fendémeno de no
reflow, o que na nossa experiéncia ocorre com doses supe-
riores. A consistente e significativa elevacao observada do
IRM apds a abstrucdo da microcirculacdo, estando o fluxe
do vaso epicardico livre de compromisso, demastra bem a
capacidade deste método e o valor do IRM na avaliacio do
estado da microcirculacdo coronaria.

A determinacdo do [RM baseia-se numa metodologia com-
plexa, o que obriga ao refinamenta prévio da técnica. Para
manter uma baixa variaco das suas determinacdes exis-
tem alguns aspetos importantes a ter em consideracdo.
Além do dbvio, como a seletividade da cateterizacio coro-
néaria, a cuidada equalizacdo das pressbes, a constdncia
da velocidade das injecdes de soro fisiclogico, o correto
posicionamento do fio de pressdes, o cuidado na inducao
e na escolha do momento de hiperémia maxima, encon-
tramos na nossa experiéncia fatores ainda ndo descritos
gue influenciam ow inviabilizam a determinacdo do IRM.
Os vasos epicardicos do porco (com o peso habitualmente
utilizado em investigac@o), sdo de menor calibre, dificul-
tando a navegacao com o fio de pressdes, sendo frequente
dobrar a sua ponta floppy. As determinacies efetuadas com
a ponta do fio dobrada resultam em valores de IRM incorre-
tos & anormalmente elevados. Outras vezes, apesar do fio
estar direito, a sua ponta estd presa ou encostada a um
pequeno vaso, levando o fio a fazer uma dobra durante a
sistole, o que se traduz numa maior variabilidade das curvas
tempos temperatura obtidas com a injecdo intracoronaria de
soro, comprometends a determinacio correta do IRM. E pois
fundamental manter o fio de pressies direito e livre dentro
da coronaria, sendo que, para tal, o NOsso grupo passou a
utilizar um microcateter previamente introduzido na des-
cendente anterior com um fio standart (p. ex. BMW) como
a forma mais rapida e eficaz de colocar o guia de pressbes
52m ter uma curva excessiva na sua ponta. A descricao e
publicacio de todos os pormenores ou solucies que possam
contribuir para uma melhoria da técnica e essencial para o
seu refinamento e deve ser emcorajada nos trabalhos gue
utilizem o IRM.

Conclusao
Mo modelo animal suino a determinacio do IRM per-

mite a avaliacdo do estado da microcirculacdo coronaria,
associando-s5e a sua obstrucdo a uma significativa elevacao
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dos seus valores. Para a necesséria inducdo de hiperemia
maxima a dose de 5 mag de papaverina e tio eficaz como a de
10 mg. Existe variabilidade interindividual guanto ao tempo
em que ocorre a hiperémia maxima, sendo que o retormo a
condictes hemodindmicas semelhantes as basais ocorre apds
cinco minutos da injecao de papaverina.

Responsabilidades éticas

Protecdo dos seres humanos e animais. Os autores decla-
ram que os procedimentos seguidos estavam de acordo
com os regulamentos estabelecidos pelos responsaveis da
Comissao de Investizacdo Clinica e Etica e de acordo
com o0s da Associagdo Médica Mundial e da Declaracao de
Helsinki.

Confidencialidade dos dados. Os autores declaram que nao
aparecem dados de pacientes neste artigo.

Direito a privacidade e consentimento escrito. Os auto-
res declaram que ndo aparecem dados de pacientes neste
artigo.

Conflito de interesses

0s autores declaram nio haver conflito de interesses.
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Abstract

Background: Mesenchymal stem/stromal cells have unique properties favorable to their use in
clinical practice and have been studied for cardiac repair. However, these cells are larger than
coronary microvessels and there is controversy about the risk of embolization and
microinfarctions, which could jeopardize the safety and efficacy of intracoronary route for
their delivery. The index of microcirculatory resistance (IMR) is an invasive method for
quantitatively assessing the coronary microcirculation status.

Objectives: to examine heart microcirculation after intracoronary injection of mesenchymal
stem/stromal cells with the index of microcirculatory resistance.

Methods: Healthy swine were randomized to receive by intracoronary route either 30x10°
MSC or the same solution with no cells (1% human albumin/PBS) (placebo). Blinded
operators took coronary pressure and flow measurements, prior to intracoronary infusion and
at 5 and 30 minutes post-delivery. Coronary flow reserve (CFR) and the IMR were compared
between groups.

Results: CFR and IMR were done with a variance within the 3 transit time measurements of
6 % at rest and 11 % at maximal hyperemia. After intracoronary infusion there were no
significant differences in CFR. The IMR was significantly higher in MSC-injected animals (at
30 minutes, 14.2U vs. 8.8U, p=0.02) and intragroup analysis showed a significant increase of
112% from baseline to 30 minutes after cell infusion, although no electrocardiographic
changes or clinical deterioration were noted.

Conclusion: Overall, this study provides definitive evidence of microcirculatory disruption
upon intracoronary administration of mesenchymal stem/stromal cells, in a large animal

model closely resembling human cardiac physiology, function and anatomy.
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Introduction

Cardiovascular diseases represent the leading cause of death in developed countries despite
major advances in its treatment and prevention, and these are also a major cause of disability,
lost productivity and increased health costs worldwide [1]. Most cardiovascular diseases are
associated with loss of functional cardiomyocytes, which are not replaced due to the limited
regenerative capacity intrinsic to the heart. In recent years, cell-based therapy has been
presented as a potential therapeutic strategy for cardiac regeneration [2].

Mesenchymal stem/stromal cells (MSC), in particular, have emerged as a promising candidate
for cell-based therapies [3]. These cells have important intrinsic features for therapeutic
settings namely: easy isolation from a small aspirate of bone marrow, adipose tissue or from
other sources of perinatal origin (e.g. umbilical cord) and high in vitro expansion potential
[4,5], multilineage differentiation capacity [6], ability to modulate immune responses and
secrete various cytokines that play a role in processes such as angiogenesis, inflammation,
cellular migration and apoptosis [7]. Although there is no clear evidence that MSC can
differentiate into myocardial cells [8], the advantages of a MSC-based therapy could lie in the
immunomodulatory effects mediated by these cells, as well as the ability of MSC to promote
growth, survival or differentiation of other cells in the damaged myocardial area through
paracrine mechanisms [9]. These properties have encouraged pre-clinical and clinical research
to explore the potential role of MSC as a cell-based treatment for heart disease [3].

The use of intracoronary (IC) artery infusion in cell-based therapy is based on standard
knowledge and catheterization techniques allowing direct delivery of a large number of cells
into myocardial regions. With this advantage, the IC route has been the most used delivery

method of hematopoietic cells (i.e. mononucleated cells, MNC), including stem/progenitor
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cells, in cardiovascular cell-based research [2]. However, its use for administration of MSC is
still a matter for debate. With a diameter of 10-20 um, MSC are larger than heart capillaries
(5-10 pm) and there is the risk of microcirculation obstruction [10]. The potential safety
issues of intracoronary MSC-based therapies, namely microinfarctions, should be addressed
with solid pre-clinical research, as current data is limited and controversial.

Coronary flow reserve (CFR) is the maximum increase in blood flow through the coronary
arteries above the normal resting volume and is measured to assess the flow in the epicardial
artery and in the microcirculatory bed. The index of microcirculation resistance (IMR), allows
a quantitative, invasive, and real-time evaluation of the coronary microcirculation status
independently of the epicardial vessel. IMR is defined as distal coronary pressure multiplied
by the hyperemic mean transit time (mm Hg - seconds, or units [U]) [11]. Current
interventional cardiology techniques allow for the simultaneous measurement of CFR and
IMR with a pressure-temperature sensor-tipped wire. Mean transit time is derived from
thermodilution after IC injection of room-temperature saline and it correlates to the coronary
absolute flow. Disruption of the microvascular bed is associated with a significant increase in
IMR and this can be determined immediately after an IC intervention using the same catheter
based procedure. IMR assessment is expected to clarify how MSC IC infusion affects heart

microcirculation.

Objectives

The overall goal of the present work was to study the IC artery delivery of human MSC in a
large animal model - swine - closely resembling coronary circulation and arterial anatomy in
humans. Specifically, this study was designed to examine heart microcirculation damage with
IMR assessment after MSC IC injection in the animals compared to a control group (i.e. no
cells administered). We also evaluated the differences in hemodynamic, electrocardiographic

and coronary epicardial artery flow parameters upon administration of MSC.
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Materials And Methods

Overview

Eighteen swine (males Duroc and females F1 Large White X Landrace) with a weight of 25
to 40 Kg (31 = 5 Kg) were randomized to receive either (i) 1 million MSC/kg corresponding
to approximately 30x10° MSC resuspended in phosphate buffered saline (PBS) supplemented
with human albumin (HA), or (ii) cell-free PBS/HA solution (placebo — control group). All
procedures were the same between the two groups. The operators performing all

measurements were blinded to which group the animal belonged to.

MSC preparation

MSC used in this study were part of the cell bank available at the Stem Cell Bioengineering
and Regenerative Medicine Laboratory, Instituto Superior Técnico (IST-iBB). These cells
were isolated from Bone marrow (BM) aspirates from healthy donors upon informed consent
according to the protocol described by dos Santos and co-workers [12]. Briefly, the
mononuclear fraction was separated using a Ficoll gradient and cells were isolated based on
their ability to adhere to tissue culture plastic (polystyrene) upon cultivation in low-glucose
Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) (Gibco) supplemented (10%) with MSC-
qualified fetal bovine serum (FBS) (Hyclone). For cell preparation in the present study,
multiple vials of BM MSC from a single donor (kept cryopreserved in a liquid/vapour phase
nitrogen tank) were thawed and plated at 3000-6000 cells/cm” on T-175 flasks (BD Falcon)
using DMEM-10%FBS and expanded upon consecutive passaging to reach the target cell
doses for administration. Cells at passages P5-P7 were used in the present study. Cell number
and viability were assessed using the Trypan Blue exclusion method (Gibco) and counting
cells on a hemocytometer under an optical microscope (Olympus).

MSC were characterized by flow cytometry using specific monoclonal antibodies according
to criteria defined in the literature [13]. Over 95% of the population should express CD73,
CD90 and CD105 and not express (less than 2%) CD14, CD19, CD31, CD34, CD45, CD80

and HLA-DR. For this purpose, cells were incubated for 15 minutes in the dark with a panel
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of mouse anti-human fluorescent-labeled monoclonal antibodies (all from BioLegend, except
anti-CD105 (Invitrogen)). Cells were then washed with PBS and analyzed by flow cytometry.
A minimum of 10 000 events were collected for each sample and the CellQuest™ software
(Becton Dickinson) was used for acquisition and analysis. The differentiation potential of
MSC was tested using biochemical methods after in vifro induction of osteogenesis,

adipogenesis, and chondrogenesis using specific culture media.
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HLA-DR

100,0 0,020 0,040

In order to prepare administration, expanded cells were resuspended in a HA-containing (1%)
solution prepared by dilution (1:30) of a stock solution (30%, Albunorm, Octapharma) in PBS.
Multiple samples of cell suspensions were observed under optical microscopy at different
time points upon resuspension to verify the occurrence of cell aggregation. Cells were
transported from the cell culture laboratory at IST-iBB to animal facilities at room

temperature and administered within 2 hours.
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Animal care and catheterization procedures

Animal procedures were approved by the Ethical and Animal Welfare commission of the
Veterinary Medical School, Universidade de Lisboa, and the study was authorized by the
national regulatory authorities. All handling and care followed the European directive
2010/63/EU on the protection of animals used for scientific purposes.

Animals fasted overnight prior to the experiments. Anesthesia was induced by intramuscular
injection of azaperone (2 mg/kg), atropine (1 mg) and after 15 minutes, ketamine (20 mg/kg).
In the catheterization laboratory, a venous catheter (22 G) was placed in the marginal ear vein,
through which sodium thiopental (6 mg/kg) was injected. Anesthesia was maintained with
mechanical tracheal ventilation (tidal volume of 10 ml/kg) and inhaled isoflurane (2%). After
placing a 6F sheath in the femoral artery, anticoagulation was achieved with intravenous
heparin (300 U/ kg). Hemodynamic and electrocardiographic monitoring was maintained
during the entire experiment. Aorta and left ventricle pressure measurements were done with
a 6F pigtail catheter and for selective catheterization of the left main artery a 6F Amplatz left
0.75 was used. All heart catheterization procedures were conducted under fluoroscopy.

At the end of the experiment, animals that received MSC were euthanized with intravenous
sodium thiopental. Control animals were treated with intravenous carprofen (2 mg/kg) plus

amoxicillin (15mg/kg) and kept in 48 hours quarantine with no signs of suffering.

MSC delivery

After selective catheterization of the left main artery, a microcatheter FineCross™ (Terumo
Interventional Systems) was placed in the left anterior descending coronary artery (LAD), just
distal to the first diagonal branch and with the help of a .014 guiding wire BMW® (Abbott
Vascular). Through its central lumen, the 20 cc solution was injected at a 4 cc / min constant
flow, using an oscillating infusion pump syringe to prevent cell aggregation. At the end, the

microcatheter was removed and a coronariography was performed to exclude dissections.

274



Anexos

Coronary pressure and flow measurements

Measurements were taken prior to IC infusion and at 5 and 30 minutes post-delivery. A
coronary pressure wire, PressureWire'™ Certus (St. Jude Medical), was calibrated and
advanced to the distal LAD, with the sensor located in the middle third of the coronary. The
position of the wire was maintained during the experiment.

A RadiAnalyzer™ Xpress interface and software (Radi Medical Systems, St. Jude Medical)
were used for pressure and mean transit time records. Thermodilution-derived mean transit
time was assessed after a rapid injection of 3 ml of room temperature saline (i.e. PBS/HA)
through the guiding catheter. Measurements were taken at resting and after maximal
hyperemia induced with 10 mg IC papaverine. Three measurements were considered and the
mean vales were used for analysis. Distal coronary pressure was simultaneously recorded.
CFR was defined as resting mean transit time divided by hyperemic mean transit time. IMR
was calculated distal coronary pressure multiplied by the hyperemic mean transit time (mm

Hg - seconds, or units [U]) (Fig. 1).

ressureWirg

Fig. 1 - Left coronary angiography and RadiAnalyzer™ Xpress interface display. The
mean transit time was estimated after a rapid IC injection of room temperature saline through
the guiding catheter. Temperature change is first detected at the proximal sensor, and then
saline circulates in coronary artery and reaches the distal sensor. The distal sensor of the

pressure wire also assesses de distal pressure. IMR is calculated with these two variables.
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Thermodilution curves could be seen at the bottom of the interface display (green and yellow).
In the middle, aortic pressure (red curve) and distal coronary pressure (green curve) are also
shown. LAD: left anterior descendent artery; CX: circumflex artery, IMR: index of

microcirculatory resistance.

Electrocardiographic, hemodynamic, and angiographic evaluation

Twelve-lead electrocardiograms (ECG) were done before heart catheterization and 30
minutes after IC delivery of MSC or cell-free solution. Electrocardiographic monitoring was
maintained through the experiment. Heart rate, ventricular arrhythmias and ECG profile
changes with evidence of acute myocardial ischemia were assessed.

Intraventricular and aortic pressures were recorded at the beginning of the experiment and 30
minutes after IC infusion.

After selective catheterization of the left main artery, 0.5 mg of isossorbide dinitrate was
injected for coronary dilation. Left coronary angiograms were done with manual injection of
10 cc of iodine-based contrast media prior to IC infusion, immediately after and at 30 minutes.

Coronary epicardial flow was classified with the TIMI scoring system.

Statistical analysis

Data are presented as mean =+ standard deviation. Normality was assessed using the Shapiro—
Wilk’s tests. Comparisons were made among control and MSC animal groups using Student's
t-test for independent variables, significance was set at the 0.05 level. Intragroup analysis was
done using repeated measures ANOVA model with post hoc paired t-tests with Bonferroni's
correction, a corrected p value < 0.05 was taken as significant. Statistical. Analysis was

performed using site-licensed SPSS® statistical software.

276



Anexos

Results

For the purpose of this study, BM-derived MSC administered into the animals were
previously expanded onto tissue culture flasks through consecutive passaging and maintained
their characteristic spindle shape morphology (Fig. 2A), immunophenotype (Fig. 2B), as well

as their multilineage differentiation ability (data not shown).

co31 COa HLA-DR

100,0 0,020 0,040
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Fig. 2 - Characterization of bone marrow (BM)-derived mesenchymal stem/stromal cells
(MSC) expanded on tissue culture flasks using DMEM culture medium supplemented
with 10% FBS.

(A) Morphology of cultured cells assessed by optical microscopy. (B) Immunophenotype of
cultured MSC assessed by flow cytometry according to Materials and Methods description.
Percentage (%) displayed in the upper right corner of each histogram indicates the expression

of each antigen.

Hemodynamic parameters are presented in Table 1. There were no significant differences in
baseline parameters between MSC and control groups. After MSC injection there were no
significant changes in heart rate, left ventricular end-diastolic pressure and systolic aortic
pressure. There was no significant coronary artery narrowing and all animals had TIMI 3
grade distal blood flow immediately after and at 30 minutes of IC infusion. During the

procedure no ST-segment elevation or ventricular arrhythmias were observed.

CONTROL MSC P
Weight (kg) 312 32+2 0.8
Heart rate (bpm) 106 £ 5 100 £5 0.5
Aortic systolic pressure (mmHg) 98 +7 93+ 3 0.4
End-diastolic LV' pressure (mmHg) 7.7+£2 73+£2 0.7
Post-delivery heart rate (bpm) 114 £ 23 111 £15 0.7
Post-delivery aortic systolic pressure (mmHg) 96 + 18 88+ 13 0.3
Post-delivery end-diastolic LV' pressure (mmHg) 833 82 3 0.9

Table 1 - Weight, baseline and post-delivery hemodynamic parameters in Control and
MSC animals. Means and standard deviation, differences assessed with Student's ¢-test for

independent variables (n=9). 'Left ventricle.
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The variance within the 3 hyperemic transit time measurements was 6% at rest and 11% at
maximal hyperemia in the studied population (18 animals divided into two groups, n=9). The
mean reduction in distal coronary pressure after IC papaverine was 18 + 7.0 mmHg in control
animals and 14 + 5.0 in MSC animals (p=0.2), a relative decrease of 27% and 22%,
respectively.

The mean values of CFR and IMR are presented in Table 2. CFR and IMR were similar
between the 2 groups at baseline. After IC infusion there were no significant differences in
CFR, although a small decrease was observed in the MSC group. Concerning IMR, no
significant differences were observed at 5 minutes, but a significant increase was observed at

30 minutes in the MSC-injected animals (p=0.02).

CONTROL MSC P
Baseline CFR' 3.8+1 4+2 0.7
Baseline IMR? (U) 8.1+1 6.7+ 0.6 0.3
Post-delivery CFR' — 5 min. 36+1 32 0.5
Post-delivery CFR' — 30 min. 3.8 2 23+£15 0.06
Post-delivery IMR? -5 min. (U) 9.8=+1 153+28 0.08
Post-delivery IMR? — 30 min. (U) 8.8%1 142 +1.8 0.02

Table 2 - Coronary flow reserve and index of microcirculatory resistance in Control and
MSC animals. Means and standard deviation, differences assessed with Student's ¢-test for
independent variables (n=9).

! Coronary flow reserve

?Index of microcirculatory resistance.
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Fig. 3 shows the results of IMR assessed at 5 and 30 minutes after intracoronary infusion. In
repeated measures ANOVA mean IMR differed statistically significantly between time points
in animals that received cells (F (2-16)=8.925, p=0.002). In these animals the baseline IMR
was 6.7 £ 0.6 U, and after IC infusion increased to 15.3 + 2.8 U at 5 minutes (corresponding
to a 128% increase, p=0.047) and to 14.2 £ 1.8 U at 30 minutes (112% increase, p=0.008). In
the control group there was a barely detectable statistically significant difference in mean
IMR (F (2-16)=3.897, p=0.042), and the Bonferroni post hoc test did not reveal significant
difference between time points. The baseline IMR values in control animals was 8.1 + 1.0 U,
and after IC infusion increased to 9.8 £ 1.0 U at 5 minutes (corresponding to a 21% increase,

p=0.085) and to 8.8 £ 1 U at 30 minutes (9% increase, p=0.898).
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Fig. 3 - The index of microcirculatory resistance — results at baseline, 5 and 30 minutes.
Baseline, 5 and 30 minutes post delivery IMR values are shown for Control and MSC group
(n=9). Differences from baseline were assessed with repeated measures ANOVA and P-

values are adjusted for multiple comparisons (Bonferroni).
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Discussion

After several years of cardiovascular cell-based research, the optimal cell type for
regenerating the damaged myocardium and trigger neovascularization and angiogenesis, as
well as the best cell delivery route, have not been established yet.

MSC in particular have been extensively investigated in cardiac regenerative therapy trials
during the past decade [14,15]. In pre-clinical studies these cells have been shown to engraft
in the heart, reduce infarction size and allow for an improvement in ventricle contractile
function in rodent [16,17] and larger animal models [18,19].

In the present work, we studied the IC delivery of human BM-derived MSC in a swine model,
closely resembling coronary circulation and arterial anatomy in humans. We chose to use
culture-expanded, human BM-derived cells defined by the standards of the International
Society of Cellular Therapy (ISCT) [13], since these cells, despite representing a
heterogeneous cell population, have been widely exploited experimentally and in clinical
trials. For instances, Hare and co-workers reported in 2009 a double-blind controlled phase I
study demonstrating the safety of the intravenous route of MSC in patients with myocardial
infarction [20]. More recently, Bartunek and colleagues, in the C-Cure trial, demonstrated the
safety associated with signs of clinical benefit of MSC endomyocardial injections in patients
with chronic heart failure [21].

The IC cell delivery of MSC has proven to result in an increased cell engraftment within the
infarcted tissue of porcine compared to the intravenous route [22]. The comparison of IC
delivery versus the endocardial route is more controversial [22,23]. While IC delivery is
based on coronary procedures that are part of clinical practice nowadays, the endocardial
administration of cells relies on more complex techniques that interventional cardiologists are
not familiar with. Nevertheless, despite the advantages of the IC route, there is apprehension
about the size of MSC and the possibility of microvascular obstruction [24,25], myocardial

microinfarctions [26], and decreased coronary flow [21] upon MSC delivery. In this context,
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preclinical data has been controversial but some recent studies support the safety and clinical
benefit of MSC IC delivery [27,28].

It has been hypothesized that microcirculatory entrapment of MSC and their consequences to
coronary flow are probably dose related. For instance, Hong and colleagues performed an IC
dose escalating study in 3 pigs, injecting 1, 3, 10, 30, 100x10° of adipose-derived stem cells
with 30 minute intervals [30]. Coronary blood was not changed at a cumulative dose of
14x10°, but further injections after cumulative dose of 44 x 10° were associated with a
progressive decrease in the coronary filling time culminating in hypokinesia of the anterior
apical wall. With this data in mind, we chose to use infusions of 30x10° MSC (roughly
corresponding to 1x10° MSC/kg) in the present study. This could be a suitable dose since
there were no periprocedural complications with IC infusion of MSC and no hemodynamic
deterioration, arrhythmias or compromised coronary epicardial vessel flow were observed.
Currently no IC delivery strategy has emerged as the optimal administration method for cell
administration. Previous studies have used the stop-flow methodology as described by Strauer
and co-workers [31], with slight variations between these. Briefly, with this technique a
coronary vessel is occluded with an over-the-wire balloon and cells are injected through the
central lumen of the balloon-catheter in several occlusion-reperfusion series. Theoretically
this could avert cell backflow or rapid cell washout. On the other hand, this technique may
lead to MSC accumulation, and even aggregation, increasing the risk of cell entrapping.
Another disadvantage is the risk of coronary dissection with the balloon, particularly in non-
stented vessels. In our experiment, human MSC were slowly infused using a microcatheter
and an infusion pump syringe, at a constant flow and without coronary occlusion. We
speculate that with this approach MSC are drifted towards the microcirculation in smaller
numbers and at a constant rate, which potentially prevents or minimizes microvessel sludging.
Our findings support that this continuous infusion with coronary flow maintained could

potentially be a safer way of IC administration of MSC.
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To our best knowledge, the present study is the first one to address the acute microcirculatory
effects of IC MSC delivery using IMR measurements and a controlled and blind research
design. IMR evaluation relies in a complex technique and our group previously performed its
validation in a porcine model [32].

Here, MSC infusion resulted in a significant, but not so impressive, increase of IMR to 15.3 +
3 U. This suggests that several degrees of microcirculation compromise could be
distinguished by IMR assessment, which could be useful towards the establishment of an
optimal MSC dose scheme to study safety and efficacy. We believe that demonstrating
changes in microcirculation, in vivo and in real time, after the intracoronary administration of
these cells is not trivial, since we still lack the limits on what is normal or what defines an
unwanted effect of any intervention. However, it can be the first step to clarify the potential
clinical value of IMR in future studies.

We also observed a small increase in IMR at 5 minutes in control animals (i.e. no cells
administered) that could be related to coronary manipulation during saline infusion. In fact,
only after 30 minutes, a significant difference between groups occurs. This possibly means
that we should wait before measuring IMR instead of doing it immediately after an
intervention to assess acute effects of any procedure.

Hong and collaborators also addressed the microcirculatory effects of IC injections of
adipose-derived stem cells with IMR measurements [30]. These authors reported a significant
increase from baseline in IMR at 7 days in the high-dose group (receiving 50x10° cells) (11 +
1.3 vs. 17.8 % 3.2, p=0.04, respectively), and no significant changes in the low-dose group
(10x10° cells). Despite the different MSC source (adipose) used and a distinct IC infusion
technique (i.e. cells were delivered at a rate of 1.3 ml/min with alternating 3-min infusions
and 3-min periods of reperfusion), our results are in line with those obtained by Hong and co-
workers, which clearly demonstrates the potential for microvasculature obstruction with MSC
IC delivery. The differences observed between the two studies, namely the more expressive

increase in IMR observed in our work might be also the result of differences in the studied
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population (healthy vs. post-myocardial infarction animals), and time of IMR assessment. In
contrast to the previous work, our operators were blinded for the assessment of IMR, which
avoids operator-induced bias.

Most importantly, CFR had no significant change, confirming that epicardial circulation was
unaffected during the experiment and that IMR is a better and more specific parameter for

microcirculation assessment.

Study limitations

We used healthy animals with normal microcirculation and extrapolating our results to the
context of heart disease should be done with caution. A histological study to confirm the
presence of microvessel obstruction was not performed, and so we can only consider this as a
hypothesis for the occurrence an increase in IMR. On the other hand, a side-by-side
comparison between IC infusion techniques was not done and thus our results warrant further
research.

Overall, IMR enables the assessment of the microcirculation status by Interventional
Cardiologists. Correlating IMR values after IC delivery of MSC with data about cell fate and
distribution, histological analysis and long term clinical benefit in the context of heart disease

are important issues that should be addressed in future work.

Conclusion

We demonstrate the feasibility of use IC delivery to administer culture-expanded human MSC
without compromising hemodynamic, electrical stability and epicardial coronary flow.
However, our study does provide definitive evidence of microcirculatory disruption exposed
by a significant increase in IMR. The impact of these microcirculatory effects and the

potential applications of IMR warrant further investigation.
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