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Resumo

Fundamento: O fator de crescimento endotelial vascular (VEGF - vascular endothelial growth factor) induz a mobilizacao de
células progenitoras endoteliais (CPEs) com capacidade de proliferacao e diferenciacio em células endoteliais, contribuindo,
dessa forma, para o processo angiogénico.

Objetivo:Buscamos avaliar o comportamento de CPEs em pacientes com doenca cardiaca isquémica e angina refrataria que
receberam injecdes intramiocardicas de 2000 ug de VEGF165 como terapia tnica.

Métodos: O estudo foi uma subanalise de um ensaio clinico. Pacientes com doenca cardiaca isquémica avancada e angina
refratdria foram avaliados para inclusao no estudo. Os critérios de inclusao foram: sinais e sintomas de angina e/ou insuficiéncia
cardiaca apesar de tratamento medicamentoso maximo e area de isquemia miocardica de, no minimo, 5% conforme avaliado
por uma tomografia computadorizada por emissao de féton tnico (TCEFU). Os critérios de exclusao foram: idade > 65 anos,
fracao de ejecao do ventriculo esquerdo < 25% e cancer diagnosticado. Os pacientes cujos niveis de CPE foram avaliados foram
incluidos. A intervencao consistiu na administracao de 2000 ug de VEGF 165 de plasmideo injetado no miocardio isquémico.
A frequéncia de células CD34+/KDR+ foi analisada por citometria de fluxo antes e 3, 9, e 27 dias apés a intervencao.

Resultados: Um total de 9 pacientes foram incluidos, 8 homens, média de idade de 59,4 anos, fracao de ejecao ventricular
esquerda de 59,3%, e classe de angina predominante Ill. Observou-se um aumento significativo dos niveis de CPEs no
terceiro dia apés a intervencao. Todavia, 9 e 27 dias ap6s a intervencao, os niveis de CPEs foram similares aos basais.

Conclusao: Identificamos uma mobilizacao transitéria de CPE, com pico no terceiro dia apés a intervencao com VEGF
165 em pacientes com angina refrataria. Todavia, os niveis de CPEs apresentaram-se semelhantes aos basais 9 e 27 dias
apos a intervencao. (Arq Bras Cardiol. 2013;101(2):149-153)
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Abstract

Background: Vascular endothelial growth factor (VECF) induces mobilization of endothelial progenitor cells (EPCs) with the capacity for proliferation
and differentiation into mature endothelial cells, thus contributing to the angiogenic process.

Objective: We sought to assess the behavior of EPCs in patients with ischemic heart disease and refractory angina who received an intramyocardial
injections of 2000 ug of VEGF 165 as the sole therapy.

Methods: The study was a subanalysis of a clinical trial. Patients with advanced ischemic heart disease and refractory angina were assessed
for eligibility. Inclusion criteria were as follows: signs and symptoms of angina and/or heart failure despite maximum medical treatment and a
myocardial ischemic area of at least 5% as assessed by single-photon emission computed tomography (SPECT). Exclusion criteria were as follows:
age > 65 years, left ventricular ejection fraction < 25%, and a diagnosis of cancer. Patients whose EPC levels were assessed were included.
The intervention was 2000 g of VEGF 165 plasmid injected into the ischemic myocardium. The frequency of CD34+/KDR+ cells was analyzed by
flow cytometry before and 3, 9, and 27 days after the intervention.

Results: A total of 9 patients were included, 8 males, mean age 59.4 years, mean left ventricular ejection fraction of 59.3% and predominant class
Il angina. The number of EPCs on day 3 was significantly higher than that at baseline (p = 0.03); however, that on days 9 and 27 was comparable to
that at baseline.

Conclusion: We identified a transient mobilization of EPCs, which peaked on the 3th day after VEGF 165 gene therapy in patients with refractory
angina and returned to near baseline levels on days 9 and 27. (Arq Bras Cardiol. 2013,101(2):149-153)
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Introducao

Angina refratdria é caracterizada por desconforto toracico
severo e persistente’ e é resistente aos tratamentos cardiolégicos
tradicionais, incluindo cirurgia de revascularizagao do miocardio
(CRM), intervencao corondria percutanea (ICP) e terapia
medicamentosa maxima'?. Somente nos Estados Unidos, ha
aproximadamente 300.000 a 900.000 casos de angina refratdria;
além disso, sao diagnosticados aproximadamente 25.000 a 75.000
pacientes novos a cada ano®. Neste contexto, terapia génica, a
qual possui potencial para promover a angiogénese miocdrdica e
a circulagao colateral no miocérdio isquémico, pode representar
uma possivel alternativa de tratamento para estes pacientes®.

O processo de angiogénese envolve a mobilizagdo de células
progenitoras endoteliais (CPEs), que sdo células multipotentes com
a capacidade de se proliferar e diferenciar em células endoteliais
maduras®. A terapia génica usando o fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF) 165 aparentemente promove a
mobilizagdo de CPEs®, mas pouco se sabe sobre o comportamento
destas células em pacientes com angina refrataria submetidos a
terapia génica com altas doses de VEGF 165.

A maioria dos estudos que utilizam VEGF 165 em pacientes
com doenga cardiaca isquémica utilizaram outras intervengoes
conbinadas, como CRM e ICP7'°, No entanto, existe uma classe
de pacientes que nao sao elegiveis para intervengoes como
essas; portanto, esses tratamentos combinados nao sio uma
opcao para eles'?. Em situagbes como essas, a terapia génica
isolada pode ser uma solugao, mas até hoje poucos estudos
foram realizados, sendo que a maioria utiliza doses baixas de
VEGF (125-250 ug)*"'2. Portanto, o comportamento de CPEs
em pacientes que recebem terapia génica com doses altas de
VEGF permanece incerto.

Este estudo teve o objetivo de avaliar o comportamento de
CPEs em pacientes com doenga cardfaca isquémica e angina
refratdria que receberam uma injegao intramiocdrdica de
2000 pg de VEGF165 como terapia Gnica.

Métodos

Delineamento do Estudo

Trata-se de uma subandlise de um ensaio clinico (ClinicalTrial.
gov NCT 00744315), o qual buscou avaliar a seguranga,
viabilidade e efeitos clinicos iniciais de administracdo transtoracica
intramiocardica de plasmideo VEGF 165 em perfusao miocardica
em pacientes com doenga arterial coronariana avangada e angina
refratdria que nao foram qualificados para a revascularizagao
percutdnea ou cirtirgica. A justificativa e o delineamento deste
ensaio clinico foram descritos anteriormente*. Este foi o primeiro
ensaio clinico utilizando terapia génica em pacientes com angina
refrataria na América Latina. O protocolo foi aprovado pelo Comité
de Ftica local e todos os pacientes forneceram o consentimento
livre e esclarecido prévio por escrito para participar.

Participantes do Estudo

Pacientes com doenca cardiaca isquémica avancada, nao
elegiveis a CRM e ICP, conforme avaliados por cirurgido e
cardiologista intervencionista, foram considerados elegiveis para o
estudo. Os critérios de inclusao foram: sinais e sintomas de angina
e/ou insuficiéncia cardiaca apesar de tratamento medicamentoso

méaximo e uma drea de isquemia miocardica de, no minimo,
5% conforme avaliado por uma tomografia computadorizada
por emissao de féton dnico (TCEFU). Os critérios de exclusao
foram: idade > 65 anos, fragao de ejegao do ventriculo esquerdo
< 25% e diagnéstico de cancer. A subandlise incluiu somente
pacientes cujos niveis de CPE foram avaliados durante o estudo.

Intervencao

Todos os pacientes foram submetidos a intervengao
cirGrgica sob o efeito de anestesia geral em um centro
especializado em cirurgia cardiovascular. O coragao foi
exposto por uma incisao de aproximadamente 5cm no 42
ou 52 espaco intercostal esquerdo de acordo com a area a
ser tratada. Foi realizada pericardiotomia extensa, seguida
de reparo para expor a face ventricular do miocardio a ser
tratada. Esta drea havia sido previamente identificada por
cintilografia tomografica do miocérdio. Sob visao direta,
10 pontos do miocardio isquémico receberam um total de
2000ug do plasmideo com o gene, o qual foi diluido em
um total de 5ml de solucdo salina, através de uma agulha
butterfly 25F. Antes da toracorrafia, um dreno torécico foi
colocado e mantido por 12 horas. A dor pés-operatéria foi
manejada com bloqueios intercostais e analgésicos injetaveis.

Vetor do Plasmideo

A estrutura do plasmideo usado foi desenvolvida por um
dos membros da nossa equipe Sang W. Han na Universidade
Federal de Sao Paulo e produzida comercialmente pela Excellion
Technology (Brasil, Petrépolis, RJ). A estrutura do plasmideo de
PEX-HV5 foi composta por intron 1 de citomegalovirus (CMV)
e seu promotor com sinais de splicing. O cDNA VEGF165
humano foi inserido entre 0 CMV, promotor e a sequéncia poliA
bovina. Este vetor também continha origem pUC e sequéncias
de resisténcia a canamicina para propagacao em bactérias.

Desfechos

As CPEs foram analisadas utilizando citometria de fluxo antes
e 3, 9 e 27 dias ap6s a intervengao. As células mononucleares
foram separadas do sangue periférico usando um gradiente de
Ficoll (Ficoll-Paque, Invitrogen). A imunofenotipagem foi realizada
pela coloragdo especifica com anti-CD34 (BD Biosciences) e
anti-KDR (BD Biosciences) conjugada ao fluoréforoisotiocianato
de fluoresceina (FITC) e ficoeritrina (PE), respectivamente.
As populagbes CD34+ e KDR+ foram analisadas no citometro
FACSCalibur utilizando o software CellQuest com a colaboragao
do Laboratério de Imunogenética no Departamento de Genética
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. A frequéncia
de células CD34+/KDR+ foi analisada na barreira linfocitéria
na fragdio mononuclear do sangue periférico e 100.000 eventos
foram contados. Os resultados mostram o nimero de células
duplo-positivas (n/100.000 células).

Métodos Estatisticos

As varidveis continuas sao expressas em médias e desvios
padroes e as varidveis categoricas em frequéncias absolutas e
relativas. O teste ndo paramétrico de Friedman foi usado para
comparar a mesma variavel em momentos diferentes em relacao
ao mesmo grupo. As andlises foram realizadas usando o pacote
estatistico SPSS 18.0.
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Figura 1 - Fluxograma de pacientes do estudo. DAC: doenga arterial coronariana; CRM: cirurgia de revascularizagdo do miocardio; ICP: intervengdo coronariana
percuténea; CCS: Canadian Cardiology Society; NYHA: New York Heart Association; VEGF: Vascular endothelial growth factor.

Resultados

Pacientes

Dos 13 pacientes incluidos no ensaio clinico primario, nove
tiveram os niveis de CPEs avaliados e foram incluidos nesta
subandlise. O fluxograma de pacientes do estudo é apresentado
na Figura 1.

Dos nove pacientes, oito eram homens, média de idade de 58,4
* 5,5 anos, média de fragdo de ejecdo ventricular esquerda de 59,3
+ 8,8%, oito eram hipertensos e quatro diabéticos. A maioria dos
pacientes apresentava angina classe lll. Todos os pacientes haviam
sido submetidos a ICP prévia, e sete deles a CRM, representando a
gravidade da doenga isquémica destes pacientes (Tabela 1)

Arq Bras Cardiol. 2013;101(2):149-153

Desfechos

Nao houve mortes ou recorréncias. A terapia demonstrou ser
segura e viavel nesta série de pacientes. Os resultados iniciais
apresentaram uma redugdo na gravidade da angina e intensidade
da isquemia miocardica, conforme descrito anteriormente pelo
nosso grupo’.

As andlises de CPEs demonstraram um aumento nos niveis
destas células no terceiro dia ap6s a intervencao, quando
comparado ao periodo basal (periodo basal, 42,7+19,2; dia 3,
66,6+34,3; p=0,03). No entanto, aos nove e 27 dias apds a
intervengdo, os niveis de CPE apresentaram-se similares aos niveis
basais (perfodo basal, 42,7+19,2; dia 9, 34,9+15,0; p=N9) e
(periodo basal, 42,7+19,2; dia 27,36,1=12,9; p=NS) (Figura 2).
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Tabela 1 - Caracteristicas demograficas, clinicas e angiograficas

Discussao

Este estudo foi o primeiro, de acordo com o nosso
conhecimento, que avaliou a mobilizagao de CPEs em pacientes

com cardiomiopatia isquémica e angina refrataria que foram

submetidos a terapia génica com 2000 ug de VEGF 165. Nossos
resultados demonstraram uma mobilizagdo transitéria de CPEs,

com um pico no terceiro dia ap6s a terapia génica.

Estudo anterior, o qual avaliou a mobilizagdo de CPEs

ap6s terapia génica, utilizou injegdes de 250 ug de VEGF 165
intramiocardica em 13 pacientes com isquemia miocardica e

relatou um pico de CPEs durante a primeira e quarta semanas

ap6s a intervencao. No entanto, além de utilizar uma dose
substancialmente menor que a utilizada no nosso estudo, os

resultados de citometria de fluxo foram obtidos com base

em histogramas de 10.000 a 20.000 células por amostra.

No nosso estudo, utilizamos o nimero de células duplo-positivas
n/100.000, dificultando a comparagao entre os estudos.

Caracteristicas N (%)
Homem 8(89)
Idade* 584 +55
Frac&o de Ejegéo do Ventriculo Esquerdo* 59,3+838
Hipertensao 8(89)
Diabetes 4 (44)
Classe da Angina (CCS)

If 7(78)

v 2(22)
Revascularizagdo Miocardica Anterior

Intervencéo Coronéaria Percutanea 9(100)

Cirurgia de Revascularizagao do Miocérdio 7(78)

CPEs possuem a capacidade de mobilizagdo e proliferagao

*média e desvio padrdo. CCS: Canadian Society of Cardiology.

nas lesdes vasculares, contribuindo para a neoangiogénese'.
A mobilizagdo de CPEs da medula éssea em resposta a diversos
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Figura 2 - Fluxo de pacientes.
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sinais tem sido bem descrita®. Estudos anteriores demonstraram a
capacidade do VEGF de promover a mobilizacao e diferenciacao
de CPE in vivo e CPE in vitro'*'>. Além disso, CPEs circulantes
demonstraram contribuir para o processo de neovascularizagao'®.
A mobilizagao transitéria de CPEs ap6s a terapia génica conforme
observado em nosso estudo esta de acordo com os achados de
estudos experimentais e clinicos anteriores®. A expressao de VEGF
apds a terapia génica parece ser transitoria®. Estudos anteriores
apresentaram uma correlagao positiva entre CPEs circulantes e
niveis plasmaticos de VEGF®', que podem ajudar a explicar a
mobilizagao transitéria de CPEs. Além disso, sugerimos que a
expressao celular permanente de VEGF e mobilizagao constante
de CPEs apds a terapia génica nao € desejavel, pois esta atividade
pode aumentar o risco de formagao de tumor devido a possivel
multiplicagdo ndo controlada de células. Acredita-se que é
desejavel atingir a expressao transitéria de VEGF e mobilizagdo de
CPEs o suficiente para iniciar o processo angiogénico e formagao
de circulagao colateral no miocérdio isquémico, resultando em
melhora da perfusao miocardica. Neste sentido, acredita-se que
os resultados do nosso estudo sdo promissores.

A pequena amostra de pacientes pode ser considerada uma
limitagdo do estudo; no entanto, este tamanho de amostra
é resultado de um ensaio clinico de fase I/1I* para testar a
seguranga e viabilidade de 2000 ug de VEGF 165 como
terapia Unica para doenca cardiaca isquémica com angina
refrataria. Estes estudos visam testar a seguranga e viabilidade
do procedimento e fornecer resultados clinicos iniciais, e
normalmente incluem amostras pequenas de pacientes por
motivos de seguranga. Contudo, este estudo contribui para
do comportamento de CPE e do processo angiogénico apds
a terapia génica com altas doses de VEGF 165. Dessa forma,
as informagobes obtidas neste estudo podem ser usadas como
justificativa para futuros ensaios clinicos de fase Il ou IlI.

Referéncias

1. BhattAB, Stone PH. Currentstrategies for the prevention of angina in patients
with stable coronary artery disease. Curr Opin Cardiol. 2006;21(5):492-502.

2. McGillion M, LAllier PL, Arthur H, Watt-Watson J, Svorkdal N, Cosman T, et al.
Canadian Cardiovascular Society. Recommendations for advancing the care
of Canadians living with refractory angina pectoris: a Canadian Cardiovascular
Society position statement. Can J Cardiol. 2009;25(7):399-401.

3. YangEH, Barsness GW, Gersh BJ, Chandrakaran K, Lerman A. Current and
future strategies for refractory angina. Mayo Clin Proc. 2004;78(10):1284-92.

4. Kalil RA, Salles FB, Giusti Il, Rodrigues CG, Han SW, Sant’Anna RT, et al.
VEGF gene therapy for angiogenesis in refractory angina: phase I/1l clinical
trial. Rev Bras Cir Cardiovasc. 2010;25(3):311-21.

5. Hristov M, Erl W, Weber PC. Endothelial progenitor cells: mobilization,
differentiation, and homing. Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2003;23(7):1185-9.

6. Kalka C, Tehrani H, Laudenberg B, Vale PR, Isner JM, Asahara T, et al.
VEGF gene transfer mobilizes endothelial progenitor cells in patients with
inoperable coronary disease. Ann Thorac Surg. 2000;70(3):829-34.

7. Ruel M, Beanlands RS, Lortie M, Chan V, Camack N, deKemp RA, et al.
Concomitanttreatment with oral L-arginine improves the efficacy of surgical
angiogenesis in patients with severe diffuse coronary artery disease: the
Endothelial Modulation in Angiogenic Therapy randomized controlled trial.
J Thorac Cardiovasc Surg. 2008;135(4):762-70.

8. Stewart DJ, Kutryk MJ, Fitchett D, Freeman M, Camack N, Su'Y, et al. VEGF
gene therapy fails to improve perfusion of ischemic myocardium in patients
with advanced coronary disease: results of the NORTHERN trial. Mol Ther.
2009;17(1):1109-15.

Arq Bras Cardiol. 2013;101(2):149-153

Conclusao

Identificamos uma mobilizagdo transitéria de CPEs, com
pico no terceiro dia a intervengdo, e retorno aos niveis basais
aos nove e 27 dias ap6s terapia génica com 2000 ug de VEGF
165 em pacientes com angina refrataria.
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