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Resumo

Objetivo: E descrita uma proposi¢do cirlrgica para o
tratamento de pacientes com doenca arterial coronaria
(DAC) terminal, ndo mais passiveis de revascularizacéo
miocardica convencional. Constitui-se na revascularizagao
transmiocardica com raios laser (RTML), associada ao
emprego de células progenitoras hematopoiéticas autélogas
(CPH).

Métodos: Nove pacientes (oito homens), 65+5 anos, com
as caracteristicas supracitadas foram submetidos ao
procedimento combinado. Além da avaliagdo clinica, o
protocolo incluiu o estudo da perfusdo miocardica através
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da ressonancia cardiaca (RMC) sob estresse farmacoldgico,
antes e seis meses ap6s a intervengao cirdargica. Procedeu-
se a RMTL através de minitoracotomia esquerda e utilizagdo
de laser de CO,, com média de 11%3 tiros por paciente. As
CPH foram obtidas por pun¢do medular, seguindo-se sua
injecdo direta (1,9+0,3x108 células/paciente) em mdultiplas
areas do miocardio isquémico.

Resultados: Nao ocorreram @bitos ou complicagfes
imediatas decorrentes dos procedimentos. Um paciente
faleceu no segundo ano de pos-operatorio, de causa ndo
cardiaca (choque séptico). O seguimento clinico pds-
operatério desses pacientes revelou reducdo significativa
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da classe funcional de angina de 3,7+0,2 para 1,3%0,2
(p<0,0001). Também se verificou reducao estatistica do indice
isquémico do ventriculo esquerdo (VE) avaliado pela RMC
de 1,64+0,10 para 0,88+0,09 (p=0,01).

Concluséo: A associagdo da terapia celular com a RTML
demonstrou-se segura nessa experiéncia inicial. Caso
confirmado esse sinergismo em estudos mais abrangentes,
com melhora da angina e reducédo documentada da isquemia
miocardica, passamos a contar com uma nova possibilidade
de tratamento alternativo para esse grave grupo de pacientes.

Descritores: Angina pectoris. Isquemia miocardica.
Células-tronco. Revascularicdo miocardica. Cirurgia a laser.
Coronariopatia.

Abstract

Obijective: We tested the hypothesis that TMLR combined
with intramyocardial injection of BMC is safe, and may
help increase the functional capacity of patient with
refractory angina.

Methods: Nine patients (eight men), 65+5 years old, with
refractory angina for multivessel disease and previous
myocardial revascularization procedures (CABG/PCI), not
candidates for another procedure due to the extension of
the disease were enrolled. TMLR (113 laser drills) was
performed via a limited thoracotomy using a CO, Heart

INTRODUCAO

A revascularizacao transmiocardica a laser (RTML)
constitui opcdo terapéutica para pacientes com
coronariopatia isquémica em estagio terminal, devido a
extensdo da doenca aterosclerética [1]. Esses pacientes
ndo sdo mais passiveis de revascularizacdo miocardica
convencional ou por intervencdo percutanea. Varios
estudos tém procurado estabelecer os mecanismos de agdo
do laser, sendo que uma das principais causas da melhora
na perfusdo miocardica desses pacientes vem sendo
atribuida a acdo de citocinas angiogénicas, decorrentes do
processo inflamatorio desencadeado pelo laser [2,3].

Recentemente, a terapia celular emergiu como estratégia
terapéutica para reparacdo tecidual em medicina
cardiovascular [4,5]. Em modelos de experimentacdo animal,
demonstrou-se que células derivadas da medula dssea
possuem capacidade de se diferenciar em células contrateis
Ou vasos sanguineos em tecidos isquémicos [6,7]. Ap0s a
documentagdo em laboratério do potencial terapéutico
dessas células, ensaios clinicos para doenca arterial
coronaria (DAC) foram iniciados [8,9]. Compilagdes dos
ensaios clinicos disponiveis até 0 momento apontam para
a seguranca do procedimento e eficacia estatisticamente
significante, embora de relevancia clinica marginal [10,11].

Laser System. BMC were obtained immediately prior to
surgery, and the lymphomonocytic fraction separated by
density gradient centrifugation. During surgery, 5mL
containing approximately 1.9+0.3x108 BMC were delivered
by multiple injections in the ischemic myocardium. Before
(B) and 6 months (6M) after the procedure, patient
underwent clinical evaluation and myocardial perfusion
assessment by cardiac magnetic resonance imaging (MRI)
during pharmacological stress with dypiridamole.

Results: No major complications or deaths occurred
during the procedure. One patient died after 2 years (non
cardiac cause).There was a reduction in the ischemic score
as assessed by MRI from 1.64+0.10 (B) to 0.88+0.09 (6M)
(P=0.01). Clinically, there was a reduction in functional class
of angina from 3.7+0.2 (B) to 1.3+0.2 (6M) (P<0.0001).

Conclusions: In this initial experience, the combined
strategy of TMLR plus cell therapy appeared to be safe, and
may have synergistically acted to reduce myocardial
ischemia, with clinically relevant improvement in
functional capacity. Provided these data are confirmed in a
larger, randomized, controlled trial with longer follow-up,
this strategy could be used as a novel therapeutic option for
treating pt with refractory angina.

Descriptors: Angina pectoris. Myocardial ischemia. Stem
cells. Laser surgery. Myocardial revascularization. Coronary
disease.

Diante do potencial angiogénico dessas duas
modalidades terapéuticas, postulou-se que uma vez
combinada a RTML a terapia celular, efeito sinergistico
poderia ser obtido com consequente otimizag¢do do ganho
de perfusdo tecidual em pacientes portadores de angina
refrataria. De fato, experiéncia anterior deste grupo mostrou
a exeqlibilidade da associagdo de ambas as técnicas em
pacientes portador de angina refrataria, com conseqiiente
aumento da perfusdo miocardica e melhora da classe
funcional de angina [12].

O objetivo deste trabalho ¢ verificar se a RTML em
associacdo com a terapia celular é factivel, segura e se 0
efeito angiogénico sinérgico dessas duas terapias pode
trazer beneficios a esses pacientes tanto no alivio da angina,
como na reducao da isquemia miocardica.

METODOS

Populacéo de estudo

Entre agosto de 2004 e dezembro de 2006, foram
operados em nosso servico nove pacientes (oito do sexo
masculino), com idade média de 65+5 anos, portadores de
DAC e angina refrataria, mesmo sob terapia medicamentosa
otimizada. Os critérios de inclusdo estabelecidos foram:
idade entre 18 e 75 anos de idade; angina refrataria a
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despeito de terapia clinica maximamente tolerada;
isquemia miocardica objetivamente documentada por
métodos ndo invasivos; coronariografia com padrao
obstrutivo multiarterial. Trés pacientes apresentavam
angina classe 111, seis, classe 1V e todos haviam sido
previamente revascularizados, ndo sendo candidatos a
reintervencdo pelo grau difuso da coronariopatia. Esse
estudo prospectivo, ndo randomizado, aberto e de fase
clinica I, foi aprovado pelo Comité de Etica Institucional,
assim como todos os pacientes que concordaram em
participar do estudo assinaram o termo de consentimento
informado.

Procedimento cirdrgico

Procedeu-se a RMTL através de minitoracotomia
anterior esquerda e utilizagdo de laser de CO, (PLC Medical
Systems, Milford, MA), com média de 1143 tiros por
paciente, distribuidos nas paredes anterior, lateral e inferior
do coracdo (Figura 1A). As células progenitoras
hematopoiéticas autologas (CPH) foram obtidas por pungédo
de medula dssea realizada no mesmo procedimento
cirdrgico, logo apos a indugédo anestésica.

Foram aspirados da crista iliaca posterior cerca de 100mL
de liquido medular e sua fragéo linfomononuclear foi isolada
por gradiente de densidade pelo sistema Ficoll-Paque Plus
(Amersham Biosciences, Piscataway, NJ). Dessa maneira,
as células isoladas foram ressuspendidas em solugdo
fisiol6gica para um volume final de 5-mL contendo
1,9+0,3x108 CPH (CD34+=1,8+0,3%). Aiinjecdo no miocardio
foi realizada diretamente em suas diversas areas isquémicas
ao redor dos canais recém-criados pelo laser (Figura 1B).
Em seguida, procedeu-se a conclusdo do ato cirtrgico de
maneira habitual e os pacientes foram encaminhados para
a Unidade de Recuperagdo Cardiaca.

Estudo de perfusdo miocardica pela ressonancia
cardiaca

Além da avaliacéo clinica, os pacientes foram
submetidos a estudo padronizado de perfusdo miocardica
por ressonancia cardiaca (RMC) (1.5T scanner - Signa CV/
i, GE Medical Systems, Waukesha, WI) com estresse
farmacoldgico no pré-operatorio e ap6s seis meses, como
descrito anteriormente [12,13].

Andlise estatistica

As variaveis continuas sdo apresentadas como média +
desvio padrdo. Usou-se o teste t de Student bicaudal para
comparagdes entre 0s momentos pré e pés-procedimento.
O nivel de significancia estatistica foi definido para um
valor de p < 0,05. Os célculos estatisticos foram feitos
usando-se o software SPSS 13.0 for Windows (SPSS Inc.,
Chicago, IL).
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Fig. 1 - A - Canais criados pelos disparos de laser na parede
anterior do VE (setas). B - Inje¢do intramiocardica de CPH
combinada a RTML

RESULTADOS

Evolucéo clinica

N&o ocorreram 6bitos ou complica¢es imediatas
decorrentes do procedimento. Foi observado um 6bito apos
2 anos do procedimento, decorrente de choque séptico
(origem ndo cardiaca). O seguimento clinico p6s-operatorio
desses pacientes revelou reducdo significativa da classe
funcional de angina de 3,7+ 0,2 (pré-operatorio) para 1,3+ 0,2
(seis meses de pds-operatério), p< 0,0001, com todos os
pacientes melhorando, pelo menos, duas classes funcionais
para angina em seis meses de seguimento (Figura 2). Dos
oito pacientes sobreviventes, cinco estdo em classe | e trés
em classe Il. Houve, também, diminui¢do no uso de
medicamentos, especialmente dos nitratos de curta acéo.
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P =0.0001

Pré 6 meses

Fig. 2 - Classe funcional de angina (CCS) pré e seis meses apds 0
procedimento. Observamos reducdo significativa da classe
funcional de angina de 3,7+ 0,2 (pré-operatorio) para 1,3+ 0,2
(seis meses de pos-operatoério), p< 0,0001

Estudo de perfusdo miocardica

Em adicdo a observacdo clinica, todos os pacientes
realizaram a RMC pds-operatoria para avaliar e documentar
a perfusao miocéardica seis meses ap0s 0 procedimento. A
RMC realizada nos nove pacientes mostrou reducéo
significativa do indice isquémico do ventriculo esquerdo,
caindo de 1,64+ 0,10 (pré-operatdrio) para 0,88+ 0,09 (seis
meses de pos-operatdrio), p=0,01 (Figura 3). Ndo houve
alteracdo significativa na fracdo de ejecdo do ventriculo
esquerdo que foi de 0,54+0,09 para 0,59+0,07, p=0,41.

A Figura 4 ilustra o tipo de imagem obtida pela RMC
durante estudo de perfusdo miocardica sob estresse
farmacoldgico.

P=001

051

Pré 6 meses

Fig. 3 - Escore isquémico de VE determinado pela RMC pré e seis
meses ap6s o procedimento. Observamos redugéo significativa
do indice isquémico do ventriculo esquerdo, caindo de 1,64+ 0,10
(pré-operatério) para 0,88+ 0,09 (6 meses de pds-operatorio),
p=0,01

Fig. 4 - Imagens obtidas pela RMC do eixo curto de VE. As setas
indicam segmentos miocardicos com evidente aumento de
contratilidade. Nota-se 0 aumento do espessamento parietal
sistolico apds o procedimento, comparativamente ao basal

DISCUSSAO

A discussdo deste artigo envolve diretamente o0s
provaveis mecanismos de acdo da RTML e da terapia
celular sobre o miocéardio isquémico e sua possivel interagao
terapéutica. Estudos randomizados com o emprego da
RTML tém demonstrado os efeitos benéficos desse
procedimento na reducdo do escore de angina em pacientes
com DAC grave e difusa [14-16]. Entretanto, o verdadeiro
mecanismo de a¢do do método permanece indefinido. A
intencdo inicial de se obter, a semelhanca do coracéo dos
répteis, perfusdo miocardica através de canais que trariam
sangue arterial diretamente do VE para a espessura do
miocardio, ndo se concretizou [17].

Entre os possiveis mecanismos de acéo da RTML inclui-
se um eventual efeito placebo, que, por sua vez, dificilmente
permaneceria por varios anos apds o procedimento. A
denervacédo cardiaca pelos raios laser seria uma outra
possibilidade. A presenga de receptores ventriculares e de
fibras aferentes simpaticas, que conduzem os estimulos
dolorosos cardiacos ao cérebro, corroboraria essa hipdtese.
Entretanto, esse evento tende a ser temporario, pois existem
evidéncias de reinervacdo apds seis meses [18,19].

Outra hip6tese decorreria da destruicdo do miocardio
isquémico. Resta saber se a extens&o dos disparos de laser
sobre a superficie miocardica justifica essa possibilidade.

Existem calculos que estimam essa destrui¢do. Tomemos
como exemplo o uso do holmium; YAG laser,
reconhecidamente mais abrasivo do que o laser de CO,.
Estimando-se a realizacdo de 40 disparos (atualmente esse
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nGmero é bem menor), a espessura média da parede do VE
(10 mm) e o conhecimento da area de leséo de cada disparo
desse laser (4,5mm?) [20] pode-se inferir que o volume total
do tecido miocardio destruido gira em torno de 1,8mmé,
Considerando-se a densidade tecidual, isso corresponde a
apenas 2 gramas de musculo. Caso o laser utilizado fosse o
de CO,, 0 volume de miocardio destruido seria metade dessa
cifra. Se admitirmos que o indice médio de massa de VE
corresponde a 76+13g/m? da massa corpdrea nos homens e
66+11g/m? nas mulheres [21], verificamos que a massa
muscular tratavel é de 80 a 113g nos homens e de 62,5 a 88g
nas mulheres (lembrando ainda que um tergo dessa massa
corresponde ao septo interventricular, local fora do acesso
do laser). O volume de miocardio, portanto, destruido pela
terapia RTML, dependendo do sexo e da massa corpérea do
paciente, corresponderia de 1,7% a 3,2% do total de misculo
tratavel, quantidade irriséria para explicar o alivio da angina.

Recentemente, foi proposto um novo mecanismo para a
acdo da RTML. A hipotese baseia-se na redistribuicdo de
areas de estresse da parede de VE pela producéo de cicatrizes
fibrosas transmiocardicas pelo laser, que penetrariam pelas
varias camadas musculares que circundam a cavidade
ventricular esquerda [22]. As fibras musculares mais
superficiais estdo dispostas em posicao obliqua, enquanto
as da camada média s&o circunferenciais e as internas tém
arranjo longitudinal [23].

CoracBes com isquemia difusa e funcdo contratil
preservada seriam portadores de multiplas areas
microscopicas de hipocinesia indetectaveis. Isso geraria
outras areas compensatorias de hipercinesia [24].
Exatamente nessas areas hipercinéticas haveria 0 aumento
na demanda por oxigénio e o acimulo de residuos
metabdlicos. Por também se tratar de local com fluxo
sanguineo e oxigenacdo limitados, esse mecanismo
compensatorio induziria a angina. As fibroses
transmiocardicas diminuiriam as tensbes decorrentes da
contragdo simultanea de fibras musculares distribuidas nas
diferentes dire¢des citadas. O estresse da parede do VE
seria, portanto, dividido por todas as camadas desde o
endocérdio até o epicardio por verdadeiros “minitenddes”,
cuja sustentacdo redistribuiria a tensdo interfascicular e
reduziria a demanda por oxigénio.

Os efeitos da RTML na reducdo da angina tém sido
atribuidos a angiogénese, embora nédo haja evidéncia de que
a mesma se caracterize como atuacdo especifica do laser
[25,26]. E incontestavel o aumento na densidade vascular
nas areas imediatamente proximas aos canais resultantes dos
disparos do laser [17]. Contudo, calcula-se que, na realizacdo
de 40 canais pela RTML, apenas 17,4% a 31,5% do tecido
miocardico tratavel estdo microscopicamente habilitados a
desenvolver neovascularizagio (dependendo do sexo e da
superficie corporea do paciente) [22].

Entretanto, ainda se questiona o fato desta
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neovascularizagdo ndo se expandir para além dos territorios
contiguos [27,28]. Diversos estudos indicam a melhora na
perfusdo do miocardio apés a RTML, especialmente aqueles
realizados por meio da cintilografia com talio [16,29]. Pairaa
questdo de como ocorreria essa nova vascularizacdo em
territorios ja fibrosados, ap6s infarto do miocardio, locais
reconhecidamente com pouca oferta de oxigénio [18].

A terapia celular tem como objetivo recompor a perda
da célula cardiaca adulta, recolonizando a regido de fibrose
com novas células contrateis e/ou promovendo
angiogénese [30]. Para tanto, a presencga da isquemia
sustentada é fator fundamental para o sucesso terapéutico.
As células progenitoras adultas multipotentes sdo similares
as células-tronco embriogénicas, pois mantém o potencial
de diferenciacdo e de clonagem em diversas linhagens, além
da capacidade de se proliferar extensivamente [31]. S&o
vantajosas, pois possuem menos problemas imunolégicos
e éticos, além de poderem ter uso imediato em terapia celular.
Embora existam em varios tecidos (como, por exmplo, medula
0ssea, sangue e figado), sdo encontradas em menor
quantidade no individuo adulto [32]. O tipico exemplo das
células-tronco adultas sdo as células progenitoras
hematopoéticas, que sao reconhecidas como um sistema
organizado hierarquicamente com células-tronco de auto-
renovacgdo e multipotentes, capazes de gerar todos os tipos
de células do sistema imune e sangue.

Apesar dos intensos estudos visando a decifrar o
esquema molecular da troca de linhagens dentro do sistema
hematopoético, 0 mecanismo que determina a transi¢éo no
destino das células-tronco adultas ainda néo esta esclarecido.
Estudos sugerem que as células-tronco do adulto, incluindo
as células progenitoras hematopoéticas, mantém um grau
indiferenciado de “desenvolvimento plastico”, o que permite
sua diferenciacdo de acordo com a linhagem de células,
tecidos ou 6rgdos, que estdo ao seu redor ou junto a elas
[33-35]. Entretanto, atualmente questiona-se esse classico
conceito de diferenciacdo restrita das células-tronco em
linhagens especificas do préprio 6rgao.

O objetivo deste estudo indica claramente a possibilidade
de serem vislumbrados indicios dos mecanismos que possam
trazer melhora a perfusdo e, conseqlientemente, a
sintomatologia dessa gama seleta de pacientes
coronariopatas. Embora ainda controversa, a tentativa de
transdiferenciacdo de células progenitoras autélogas
endoteliais, transplantadas em meio ao miocardio isquémico
para neovascularizaco terapéutica [36], a acdo de citocinas
e de fatores de crescimento aplicados localmente apdés RTML
ou associados a injegdo de células [37], ou ambos, podem ter
agido sinergicamente, possibilitando a angiogénese e
subseqiente melhora funcional, demonstrando a importancia
do microambiente para a obtencdo do efeito terapéutico
desejado via terapia celular [38].

Essa possibilidade de sinergismo nos procedimentos
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de terapia celular e RTML nos ocorreu num primeiro paciente
de nossa série. Tratava-se de paciente de 74 anos, portador
de angina refrataria. Em seu tratamento, foram utilizadas
células autélogas de medula éssea, combinadas com RTML.
A RMC de base revelava extensas areas de isquemia
miocardica, associadas ao mau desempenho contréatil do
VE. Foram realizados 11 disparos de laser de CO, € injecdo
miocardica de 5 mL de suspensao contendo 21,5X10° células
de medula 6ssea por mL. Decorridos seis meses do
procedimento, outra RMC mostrou completa resolucdo dos
defeitos de perfusdo e melhora acentuada da funcéo
contratil do VE [12].

A extensdo desse estudo mostrou a exequibilidade da
combinacdo de duas diferentes estratégias (RTML
associada a terapia celular) em pacientes coronariopatas
altamente sintomaticos, ndo responsivos ao tratamento
médico otimizado, nos quais ja haviam sido esgotados todos
0s recursos terapéuticos existentes. Como em toda nova
proposicao, devemos incentivar que maiores investigaces
busquem corroborar ou ndo os pontos aqui destacados.
Novas linhas de pesquisa devem ser desenvolvidas,
visando a estabelecer de maneira definitiva a seguranga, a
eficacia e os potenciais efeitos, negativos ou positivos,
inerentes ao procedimento.

CONCLUSAO

Nesse estudo inicial (fase 1), a associacdo da RTML
com a aplicagdo intramiocardica de células-tronco mostrou-
se factivel e segura, e o sinergismo dessas duas
terapéuticas pode ter contribuido para a reducdo da
isquemia miocardica e para a melhora da angina nesse grupo
de pacientes.

Sendo confirmado esse sinergismo em estudos mais
abrangentes, com maior ndmero de pacientes, em estudo
duplo-cego, randomizado e controlado por placebo,
poderemos dispor de um método alternativo para o
tratamento desse grave segmento de pacientes, altamente
limitados pela angina refrataria e para os quais, atualmente,
ndo restam alternativas terapéuticas disponiveis.
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