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RESUMO

Introducdo: As células progenitoras endoteliais (CPE) sé@o produzidas na medula
O0ssea e mobilizadas para a corrente sanguinea apos injdria vascular, tendo um
papel fundamental no reparo endotelial. Todavia, sua influéncia no reparo vascular
apos intervencao coronariana percutanea (ICP) € controversa, tendo sido descritas
associacfes com o desenvolvimento de reestenose apés ICP com implante de stent
e a ocorréncia de eventos cardiovasculares. Objetivos: Avaliar o numero de CPE
circulantes antes e apo6s ICP com implante de stent e sua associacdo com a
ocorréncia de reestenose coronariana e eventos cardiovasculares adversos apos o
procedimento. Métodos: Trabalho prospectivo, com acompanhamento de um ano,
avaliando pacientes do sexo masculino submetidos a ICP eletiva com implante de
stent no Instituto Nacional de Cardiologia (INC). Realizou-se a coleta de sangue
venoso periférico antes e no dia seguinte apds o procedimento de angioplastia e a
identificacdlo das CPE (CD45CD34'CD31°CD133/2°CD309") através de
imunofenotipagem por citometria de fluxo. Os desfechos primarios analisados foram
a necessidade de nova revascularizacdo do vaso previamente abordado, reestenose
angiogréfica do stent previamente implantado, angina ou equivalente anginoso com
cintilografia miocéardica demonstrando isquemia. Os desfechos secundérios foram
angina ou equivalente anginoso sem cintilografia miocérdica, sindrome coronariana
aguda e Obito por qualquer causa. Resultados: O numero de CPE circulantes pré-
angioplastia coronariana foi maior em pacientes em uso de clopidogrel. O nuamero
absoluto de CPE circulantes pds-angioplastia coronariana foi maior em pacientes em
uso de beta-bloqueador. Houve reducdo de CPE pdés-angioplastia em pacientes em
uso de bloqueadores do receptor de angiotensina. Pacientes com diabetes, idade
acima de 60 anos, em uso de clopidogrel ou beta-bloqueador mostraram tendéncia a
reducdo de CPE pos-angioplastia, e em pacientes com IAM até 90 dias a tendéncia
foi de aumento. Os desfechos primarios ocorreram em 8,7% e 0s secundarios em
37,0% dos pacientes. Nao houve associacdo estatisticamente significativa entre
CPE e desfechos. Conclusao: N&do houve associagédo entre CPE e a ocorréncia de
reestenose coronariana e de eventos cardiovasculares adversos apos intervencao

coronariana percutanea.

Palavras-chave: células progenitoras endoteliais, doenca da artéria coronariana,

angioplastia, reestenose coronaria, angina pectoris, sindrome coronariana aguda



ABSTRACT

Introduction: Endothelial progenitor cells (EPC) are produced in the bone marrow
and mobilized to the peripheral blood after vascular injury, with a main role in
endothelial repair. Their effects on the mechanisms of vascular repair after
percutaneous coronary intervention (PCI) are controversial, and an association with
clinical and angiographic restenosis after PCI with stent implantation has been
described. Objective: To evaluate the number of circulating EPC before and after
PCI with stent implantation and their associations with coronary restenosis and
adverse cardiovascular events. Methods: Prospective study with one year follow up,
assessing male patients undergoing elective PCl at the National Institute of
Cardiology (INC), with stent implantation, were evaluated. Venous blood was
obtained before and the day after the angioplasty procedure. Quantification of total
white blood count and identification of EPC (CD45CD34'CD31°CD133/2°CD309")
through immunophenotyping by flow cytometry was performed. The primary
outcomes were the need for new revascularization of the target vessel, angiographic
restenosis of previously implanted stent, angina or anginal equivalent with myocardial
scintigraphy demonstrating ischemia. Secondary outcomes were angina or anginal
equivalent without with myocardial scintigraphy, or all-cause death. Results: The
number of EPC pre-PCIl was higher in patients using clopidogrel. The number of EPC
post-PCl was higher in patients using bet-blockers. Using the ratio of EPC pre/post
PCI, there was a reduction of EPC post-PCI in patients using angiotensin receptor
blockers. Patients with diabetes, age >60 years, using clopidogrel or beta-blocker
showed a tendency towards reduction of EPC post-angioplasty, while patients with
myocardial infarction in the 90 days before angioplasty showed a tendency towards
increase of EPC after angioplasty. Primary outcomes occurred in 8.7% and the
secondary in 37.0% of the patients. There was no statistically significant association
between EPC and events. Conclusion: There was no association between EPC and
the occurrence of coronary restenosis and adverse cardiovascular events after

percutaneous coronary intervention.

Key words: endothelial progenitors cells, coronary artery disease, angioplasty,

coronary restenosis, angina pectoris, acute coronary syndrome
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1 INTRODUCAO

As doencas cardiovasculares sédo a principal causa de morte no mundo.
Dados da organizacdo mundial de saude mostram que 17,5 milhdes de pessoas
morrem anualmente de doenca cardiovascular (DCV)*. Nos Estados Unidos (EUA), 1
de cada 4 6bitos é decorrente da DCV, sendo a doenca arterial coronariana (DAC) a
forma mais comum, com 370.000 mortes por ano gerando um custo de 108.9 bilhdes

de ddlares anualmente?.

No Brasil, a doenca isquémica do coracdo foi responsavel por 103.486 mil
6bitos em 20113 Em 2004, mais de dois milhdes de casos de DCV foram registrados
no Brasil, representando 5,2% da populacédo acima de 35 anos com um custo anual

de 30,8 bilhdes de reais*.

Devido a esse impacto, a DAC tem sido extensivamente estudada, desde a
sua fisiopatologia até o desenvolvimento de diferentes tipos de intervencéo
terapéutica. Quanto a esta, constitui-se sempre da terapia farmacoldégica com
objetivo de estabilizar a placa, reduzir a progressdo da doenca aterosclerética,
reduzir o consumo de oxigénio e aumentar a reserva coronariana. Além disso,
muitos pacientes necessitam de terapias de revascularizacdo na tentativa de
restabelecer o fluxo coronariano normal®. Dentre as formas de revascularizacdo
disponiveis, a intervengcdo coronariana percutanea (ICP) tem se desenvolvido ao
longo dos anos® e atualmente consiste numa das principais formas de tratamento da
DAC. No Brasil, entre 2005 e 2008 foram realizadas 166.951 intervencdes
coronarianas percutaneas, com uma mortalidade hospitalar global de 2,33%’. No
Estado do Rio de Janeiro, entre 1999 e 2003 foram realizadas 8735 angioplastias
coronarianas, com aumento a cada ano®. O desenvolvimento da reestenose
coronariana constitui um problema associado a esse procedimento, e que limita 0os
beneficios por ele concedidos®. Assim, a melhor compreensdo dos processos
fisiopatoldégicos que ocorrem apOs a angioplastia percutdanea pode auxiliar no
desenvolvimento de estratégias que previnam ou retardem a ocorréncia de

reestenose.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 DOENCA ATEROSCLEROTICA E FUNCAO ENDOTELIAL

A doenca aterosclerética tem na sua fisiopatologia uma série muito especifica
de respostas celulares e moleculares que podem descrevé-la como uma doenca
inflamatéria’®*. Observacées iniciais levaram & formulacdo da hiptese de que a
aterosclerose seria uma resposta a lesdo, cujo processo inicial ocorreria pela
desnudacdo do endotélio®®. Atualmente a hipétese mais aceita modifica 0 conceito

de desnudacéo endotelial para disfuncéo endotelial®.

O endotélio normal atua na manutencdo da homeostase vascular através de
um complexo sistema de interagdo com células tanto no limen quanto na parede do
vaso. Especificamente, o endotélio regula o tonus vascular através da producéo de
vasodilatadores, incluindo o 6xido nitrico, e vasoconstrictores**. Além disso, controla
a fluidez sanguinea e a coagulacdo através da producdo de fatores que regulam
atividade plaquetaria, a cascata de coagulagdo e o sistema fibrinolitico. Finalmente,
0 endotélio tem a capacidade de produzir citocinas e moléculas de adesdo que

regulam e direcionam o processo inflamatério™.

Os fatores de risco cardiovasculares como fumo, idade, hipertensao,
hipercolesterolemia, hiperglicemia, dentre outros, iniciam um processo inflamatorio
cronico no endotélio que é acompanhado pela perda dos fatores vasodilatadores e
antitromb6ticos e um aumento nos fatores vasoconstrictores e pro-trombéticos™®. A
alteracdo da vasorreatividade ndo é a Unica alteracao presente em pacientes de alto
risco; observa-se também um fendétipo mais pré-trombético associado a expressao
pelo endotélio de fatores quimiotaticos de leucdcitos, moléculas de adesédo e

citocinas inflamatdrias?’.

Essas alteragcbes caracterizam o termo disfuncdo endotelial

, que na
presenca de lipoproteinas de baixa densidade (LDL), promovem a diferenciagdo de
monaocitos em macrofagos e o acumulo de lipideos no citosol, transformando-se em
células espumosas nas fases iniciais da placa de aterosclerose. Durante a
progressdo da doenca, outros tipos celulares como linfécitos B e T e células

dendriticas participam da maturacdo da placa e da persisténcia do estado



17

inflamatorio crénico. Necrose central e neovascularizagdo caracterizam os estagios

finais da placa®®.

2.2 CELULAS PROGENITORAS ENDOTELIAIS

As células progenitoras endoteliais (CPE) foram primeiramente descritas em
1997 por Asahara et al. através da marcagdo de dois antigenos presentes tanto nas
células tronco hematopoiéticas quanto células endoteliais, 0 CD34 e FIk1*. Desde
entdo, estas células tém sido estudadas em diversas patologias, todas relacionadas
com leséo e reparacao endotelial.

As CPE geradas na medula 6ssea sdo mobilizadas para a corrente sanguinea
e recrutadas em &reas onde h4 injuria vascular, sendo incorporadas nos vasos e
diferenciadas em células endoteliais para repor o endotélio comprometido e prover
suporte paracrino ao restante da vasculatura®. Por exemplo, na retinopatia diabética
a incapacidade das CPE em realizar o reparo vascular leva ao desenvolvimento do

estagio degenerativo da doenca®.

Em relacdo a doenga cardiovascular, um estudo de Hill et al publicado em
2003 demonstrou uma relacdo entre as CPE, risco cardiovascular e funcao
endotelial avaliada pela reatividade da artéria braquial. O estudo utilizou 45
individuos acima de 21 anos, todos do sexo masculino (as mulheres foram excluidas
pelo fator confundidor relacionado a angiogénese durante o ciclo menstrual), alguns
com fatores de risco e outros sem fatores de risco para DCV. Identificou-se que os
pacientes com escore de Framingham mais elevados tinham menores contagens de
CPE, e foi demonstrado que quanto maior a reatividade braquial, maior a contagem
de CPE?. Esse trabalho, porém, ndo demonstrou relacdo das CPE com eventos

cardiovasculares.

Vasa et al j& haviam em 2001 correlacionado os fatores de risco para doenca
aterosclerotica com o numero e funcdo das CPE. Nesse trabalho 45 individuos com
doenca coronariana angiograficamente documentada e 9 controles saudaveis foram
selecionados. Aqueles com doenca inflamatéria ou malignidade foram excluidos. As
CPE estavam significativamente diminuidas, em torno de 48%, quando comparadas

aos individuos saudaveis. O numero de fatores de risco estava inversamente
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relacionado ao numero de CPE, e na analise multivariada o fumo foi um preditor
independente para reducdo das CPE. Além disso, individuos com doenca
coronariana tiveram a mobilizacdo de CPE significativamente reduzidas em relacao
aos individuos sadios, e o numero de fatores de risco para doenca aterosclerética se

correlacionou com a reducédo na capacidade migratéria das CPEZ,

Em 2005, Werner et al realizaram um trabalho maior, correlacionando as CPE
com desfechos cardiovasculares em 587 pacientes com doenca coronariana
comprovada em cineangiocoronariografia. Ndo houve excluséo por sexo (neste caso
a maioria dos pacientes ja tinha idade mais avancada, o0 que excluiu o viés do ciclo
menstrual). Novamente pacientes com malignidade, doenca inflamatéria ou isquemia
aguda de causa ndo cardiaca foram excluidos. O acompanhamento ocorreu durante
12 meses visando avaliar os desfechos de morte por causa cardiovascular, primeiro
evento cardiovascular maior (infarto agudo do miocardio, hospitalizacdo por causa
cardiovascular, revascularizagdo ou morte por causa cardiovascular), necessidade
de revascularizacao, hospitalizacdo por causa cardiovascular e morte por qualquer
causa. A presenca de um numero elevado de CPE foi relacionada a uma reducao no
risco de morte por causa cardiovascular. Mesmo apds o ajuste para outras variaveis
como idade, sexo, disfuncdo ventricular e gravidade da doenca coronariana, a
associacdo entre niveis elevados de CPE e reducdo de morte por causa
cardiovascular se manteve significativa. Também houve relagdo entre primeiro
evento cardiovascular maior e nimero reduzido de CPE. Essa relacdo também se
manteve significativa na analise multivariada ap0s ajuste para outras variaveis

confundidoras?*.

Por sua vez, Glven et al demonstraram um aumento no numero de CPE
circulantes em pacientes com doenca coronariana. Um total de 48 pacientes
submetidos a cateterismo cardiaco foram divididos em dois grupos, um com doenca
coronariana significativa e outro sem doenca coronariana. Observou-se que 0
namero de CPE se correlacionou positivamente com a presenca e gravidade da
doenca coronariana, com o maior numero de CPE nos pacientes com doenca

coronariana mais grave, selecionados para procedimentos de revascularizagéozs.
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2.3 ANGIOPLASTIA NA DOENCA CORONARIANA

Desde 1977, quando Andreas Gruntzig realizou a primeira angioplastia com
baldo?®, diversos dispositivos e técnicas foram desenvolvidas. A despeito da
revolucdo causada pela introducédo da angioplastia com cateter-baldo no tratamento
alternativo e menos invasivo das obstrucdes do leito coronariano, logo se percebeu
que este método possuia algumas limitagcbes decorrentes das taxas de sucesso
imediatas relativamente baixas, com a frequente presenca de lesdes residuais
importantes e a ocorréncia de complicacdes do tipo disseccdo e oclusao aguda do
vaso. No longo prazo, a depender da complexidade da lesdo e do perfil clinico do
paciente, a possibilidade de recorréncia da estenose podia chegar até 70 a 80%.2"2°
O desenvolvimento dos stents metalicos ndo farmacoldgicos reduziu a taxa de
recolhimento elastico agudo e o remodelamento negativo crénico, os dois principais
mecanismos de faléncia da angioplastia por baldo. Em contrapartida, o trauma
vascular induzido pelo implante destas endoproteses gerava resposta reparadora
local, com formacédo de tecido cicatricial (neointimal). Ainda que na maioria dos
casos essa resposta fosse considerada fisiologica, a depender do cenario clinico, 15
a 25% dos pacientes tratados com stents ndo farmacolégicos podiam apresentar,
dentro do primeiro ano de evolucao, resposta cicatricial exacerbada, resultando em

reestenose da lesio alvo®*3!,

Desde 1999, quando Sousa et al testaram o primeiro modelo de stent
farmacoldgico em humanos demonstrando eficacia na prevencao da reestenose em
pacientes submetidos a angioplastia com baldo®?, muito se desenvolveu tanto na
forma dos mesmos quanto no polimero ao redor. As complicacées precoces foram
intensamente reduzidas, porém manteve-se a preocupacdo com a reestenose
tardia®®. Diversos estudos ao longo dos anos, principalmente com autépsias,
permitiram uma melhor compreensdo dos mecanismos fisiopatoldgicos responsaveis
por essa complicacdo tardia. A neoaterosclerose parece desempenhar um papel
fundamental nesta complicacdo tanto nos stents ndo farmacoldégicos com nos
farmacoldgicos, sendo mais precoce e com maior importancia nos farmacolégicos>*.
O mecanismo preciso do desenvolvimento da neoaterosclerose ainda nao esta
completamente elucidado, porém as principais hipéteses correlacionam cobertura

endotelial e funcdo endotelial com esta fisiopatologia.



2.4 REESTENOSE APOS ANGIOPLASTIA CORONARIANA

A reestenose pode ser definida de maneira angiografica como uma reducéo
de mais de 50% do limen da artéria submetida ao procedimento no local onde foi
implantado o stent. A definicdo de reestenose clinica, por sua vez, pode ser feita
com base na reducédo do didmetro do limen arterial em mais de 50% associado a
presenca de sintomas ou demonstracéo de isquemia em testes provocativos® como

descrito na tabela 1.

Tabela 1: Definicao e classificacdao de reestenose

Reestenose angiografica

Diametro da estenose 2 50%

Tipo 1 focal: = 10mm em comprimento

Tipo 2 difusa: > 10mm dentro do stent

Tipo 3 proliferativa: >10mm estendendo-se além das margens do stent

Tipo 4 oclusdes total: lesdo reestenética com fluxo TIMI O

Reestenose clinica

Diametro da estenose maior que 50% associado a um dos seguintes:
Historia positiva de angina recorrente presumidamente relacionada ao vaso tratado
Sinais objetivos de isquemia no repouso (alteracBes eletrocardiogréaficas) ou
durante teste de esforco, presumidamente relacionada ao vaso tratado
Resultados anormais em qualquer teste funcional invasivo (ex.: FFR < 0,80);
ultrassom intracoronariano com &rea seccional < 4mm? (e < 6mm? para tronco de
coronaria esquerda) tem se correlacionado com resultados anormais de FFR

Revascularizacéo da lesdo culpada com didmetro da estenose = 70% na auséncia dos

sinais de e sintomas isquémicos acima

TIMI: Thrombolysis in Myocardial Infarction; FFR: reserva de fluxo fracionado. Fonte: Adaptado de
Dangas GD, Claessen BE, Caixeta A, Sanidas EA, Mintz GS, Mehran R. In-stent restenosis in the
drug-eluting stent era. J Am Coll Cardiol. 2010;56:1897-190

2.5 FISIOPATOLOGIA DA REESTENOSE

A angioplastia, seja apenas com baldo ou implante de stent metalico ou
farmacoldgico, leva a uma lesdo mecéanica do vaso, estimulando uma série de
mediadores inflamatérios. Imediatamente apds a angioplastia, plaquetas e fibrina se
depositam na éarea desendotelizada da parede vascular e recrutam leucécitos
através de uma cascata de células de adesdo. A ligacdo inicial entre leucdcitos e
plaguetas é mediada entre a glicoproteina ligante 1 da P-selectina e o receptor P-

selectina da plagueta. Leucocitos circulantes se aderem firmemente as plaquetas
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quando a integrina de leucdcitos Mac-1 (CD11bCD18) se liga a glicoproteina Ib-alfa
das plaguetas. Um papel direto do Mac-1 na adesdo leucocitaria ap0s injaria
mecanica foi demonstrado em diversos experimentos cuja inibicdo reduzia a

proliferacdo neointimal apés angioplastia experimental®®.

Os leucécitos aderidos, plaquetas e as células musculares lisas produzem
fatores de crescimento como o fator de crescimento de coldnias de granulécitos (G-
CSF) que influenciam a migracdo e proliferacdo das células musculares lisas da
camada meédia para a neointima. O resultado consiste na formagdo de uma
neointima com células musculares lisas, matriz extra-celular e macréfagos

recrutados ao longo de varias semanas®*'.

O G-CSF é uma potente citocina hematopoiética capaz de estimular a
liberacdo pela medula 6ssea de células CD34" que podem se diferenciar em células

progenitoras endoteliais e células progenitoras de musculo liso (CPML)338,

Células circulantes CD34" estdo aumentadas nos dias apos infarto agudo do
miocardio (IAM) e sua caracterizacdo demonstrou um fendtipo tipo CPE cuja
finalidade seria promover angiogénese no miocardio isquémico®. Em contraste, a
maior mobilizacdo apds angioplastia de células CD34" com fenotipo tipo CPML
presumidamente em resposta ao estimulo inflamatério estaria associada a maiores

taxas de reestenose®.

Como descrito, o reparo endotelial constitui um processo fundamental apos a
injuria vascular de qualquer natureza, tendo maior importancia nos pacientes
submetidos a angioplastia pela sua direta ligacdo com a reestenose. A capacidade
de determinar a resposta endotelial de cada individuo poderia determinar um
fendtipo mais propenso ou ndo a esta complicacdo. As investigacdes dos
mecanismos de reparo endotelial demonstraram um papel para as CPE promovendo
o reparo vascular e diminuindo a formacdo neointimal®®. Porém, o seu papel dentro
da fisiopatologia da reestenose ainda ndo esta completamente compreendido e 0s
trabalhos ainda possuem resultados contraditérios ao analisarem a sua correlacéo

com a reestenose e eventos cardiovasculares.



22

2.6 CPE E REESTENOSE APOS ANGIOPLASTIA CORONARIANA

George et al formularam a hipotese de que as CPE estariam deficientes ou
hipoestimuladas em pacientes com reestenose. Nesse estudo, em 16 pacientes com
angina instavel e coronariografia mostrando reestenose e 11 pacientes com angina
instavel e stent pérvio demonstrado pela coronariografia e com nova leséo culpada,
ndo houve diferenca dos niveis de CPE circulantes entres 0s grupos com e sem
reestenose, porém houve uma reducdo da capacidade de adesdo das CPE nos
primeiros. Foi observado também que o0s pacientes com reestenose difusa

constituiam um subgrupo de pacientes com nimero reduzido de CPE™.

No estudo de Bonello et al, com 15 pacientes submetidos a angioplastia
eletiva e no qual os valores de CPE foram avaliados antes e apés 6h, 24h, 48h e
72h da angioplastia, demonstrou-se que mesmo o trauma vascular limitado e o curto

periodo de isquemia eram suficientes para mobilizar as CPE da medula 6ssea®’.

Em 2010, Pelliccia et al avaliaram 160 pacientes submetidos a angioplastia
eletiva e a nova angiografia 8 meses apds o procedimento. Uma coorte de controles
saudaveis, comparavel em termos de idade, sexo e indice de massa corporal (IMC)
foi também estudada. Apds a coronariografia de 8 meses, 0s pacientes foram
divididos em trés grupos — pacientes com reestenose (30 pacientes), com
progressdo de lesédo coronariana sem reestenose (22 pacientes) e o restante sem
nenhuma das caracteristicas acima. Observou-se que 0 subgrupo de pacientes com
reestenose apresentava niveis mais elevados de subgrupos de CPE quando

+

comparado com os outros dois grupos principalmente o subgrupo CD34" e CD133
42

O trabalho de Pellicia et al teve continuidade com uma subandlise pré-
especificada do grupo de pacientes selecionados acima. Todos 0s pacientes
submetidos a angioplastia com implante de stent metalico foram acompanhados
durante 5 anos. Um total de 155 pacientes foram avaliados para o desfecho primario
de evento adverso cardiaco ou cerebrovascular maior em 5 anos incluindo morte por
todas as causas, IAM e necessidade de nova revascularizacdo. Os desfechos
secundarios incluiram os componentes individuais dos desfechos primarios e um

desfecho composto constituido de morte por qualquer causa, acidente vascular
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cerebral (AVC) e IAM. Observou-se que o numero de eventos cardiacos ou
cerebrovasculares maiores em 5 anos aumentou significativamente em pacientes
com altos niveis dos subgrupos de CPE CD34'/KDR'/CD45 e CD133"/KDR'/CD45".
Quando os eventos foram avaliados separadamente, observou-se diferenca em
relacdo a morte por todas as causas entre os dois subgrupos de CPE
CD34'/KDR'/CD45 e CD133"/KDR'/CD45". Na andlise multivariada o aumento no
log das células CD34/KDR*/CD45  estava associado a um aumento de 35% e um
aumento no log das células CD133"/KDR*/CD45" estava relacionado a um aumento
de 25% no risco de evento cardiaco ou cerebrovascular maior. Esse trabalho
concluiu que altos niveis de CPE circulantes no momento da angioplastia estavam
associados ao aumento do risco de evento cardiaco ou cerebrovascular maior em 5

anos™®,

Como observado nos estudos relatados, existe uma controvérsia entre o
papel das CPE na doenca cardiovascular. Enquanto alguns demonstram o seu papel
protetor, reduzindo a probabilidade de evento coronariano e protegendo aqueles
com fatores de risco, outros trabalhos em pacientes submetidos a intervencao
coronariana demonstram um efeito inverso, aumentando o risco de reestenose e

eventos cardiovasculares naqueles com niveis mais altos de CPE.

Pode-se observar que ao longo do tempo os trabalhos modificaram os
marcadores de superficie utilizados e consequentemente a subpopulacdo de CPE
selecionadas. Ao longo da maturacdo celular existe a modificacdo na expressao
desses marcadores de superficie celular. Assim dependendo dos marcadores
selecionados podemos avaliar células mais imaturas ou maduras, o que modifica
sua capacidade de diferenciagcdo celular e consequentemente sua agao nas

diferentes situacdes clinicas**.

Em nosso trabalho optamos por estudar a subpopulacédo de CPE considerada
mais imatura e com maior potencial de diferenciacdo em células endoteliais
maduras, CD45CD34*CD31°CD133/2"'CD309" **. O estudo de Pellicia mostrou que
essa subpopulacao celular possui relagdo com reestenose coronariana e eventos

cardiovasculares***,

O Instituto Nacional de Cardiologia (INC) é o hospital de referéncia em

cardiologia no estado do Rio de Janeiro, sendo responsavel pela grande maioria dos
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procedimentos de angioplastia no SUS neste estado. Por exemplo, no ano de 2014,
o INC realizou 2044 coronariografias e 872 angioplastias, e em 2015 foram 2705
coronariografias e 1445 angioplastias. A ocorréncia de reestenose pos angioplastia
pode contribuir tanto para uma maior morbidade nesta populacdo quanto para
maiores custos no ambito do SUS, associados a novas intervengdes, bem como a

impactos sociais como a reducao da capacidade laborativa dos pacientes afetados.

As CPE, com seu papel fundamental no reparo vascular, surgem como um
dos possiveis fatores cuja avaliacdo poderia determinar o risco de reestenose pos
angioplastia. Sua participagdo dentro do processo de reestenose apos
revascularizacdo percutanea ainda esta sendo estudada. Os trabalhos ja realizados,

ainda poucos, sdo com pequeno numero de participantes e resultados controversos.
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3. JUSTIFICATIVA

Apesar da evolucao das técnicas de revascularizacdo percutanea ter reduzido
as taxas de reestenose, esta complicagdo da angioplastia percutanea nédo foi
eliminada. A melhor compreensdo do papel das células progenitoras endoteliais,
pode permitir o desenvolvimento de formas de prevenir ou reduzir a incidéncia desta

complicacéao.
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4. OBJETIVOS

Primarios:

Avaliar a associacdo entre CPE circulantes, a ocorréncia de reestenose
coronariana e de eventos cardiovasculares adversos ap0s intervencdo coronariana
percutanea em homens submetidos a angioplastia coronariana percutanea eletiva no
INC

Secundarios:

Avaliar o numero de CPE circulantes pré-angioplastia coronariana, pos-

angioplastia coronariana e a sua variagao pré/pdos angioplastia

Avaliar a associacdo entre CPE e varidveis demogréficas e clinicas dos

pacientes submetidos a angioplastia coronariana
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5 METODOS

5.1 DESENHO DO ESTUDO

Trata-se de um estudo de coorte prospectivo realizado entre junho de 2014 e
outubro de 2015, com pacientes do sexo masculino submetidos a angioplastia
coronariana percutanea eletiva no INC, com implante de stent farmacolégico ou
convencional. Em todos os casos houve a leitura do termo de consentimento livre e
esclarecido (apéndice A) e apds a concordancia e assinatura do mesmo pelo
paciente e o pesquisador realizou-se uma anamnese detalhada com preenchimento

do formulario de pesquisa (apéndice B).

5.2 CRITERIOS DE INCLUSAO

- Sexo masculino
- Idade maior ou igual a 18 anos

- Realizacdo de angioplastia coronaria eletiva com implante de stent convencional ou

farmacoldgico.

5.3 CRITERIOS DE EXCLUSAO

- Desenvolvimento de qualquer complicacdo durante ou apds a angioplastia que

tenha impedido a alta no dia seguinte ao procedimento
- Doencas inflamatdrias sistémicas ou neoplasia em atividade

- Insuficiéncia renal crénica com necessidade de terapia dialitica

5.4 VARIAVEIS DEMOGRAFICAS

As seguintes varaveis foram analisadas:

- ldade
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- Hipertensédo arterial, definida como a presséo arterial (aferida em mais de duas
ocasides) maior ou igual a 140 mmHg na presséo sistdlica e/ou maior ou igual a

90mmHg na presséo diastélica*® e/ou uso de medicacdo anti-hipertensiva

- Diabetes, definido pela histéria de diagnéstico da doenca associado a uso de

tratamento hipoglicemiante (oral ou injetavel).

- Obesidade, definida como indice de massa corporal (IMC) maior ou igual a 30

Kg/m?

- Tabagismo ativo, considerado no individuo que ainda esta fumando ou parou ha

menos de seis meses
- Tabagismo prévio, definido como o que cessou ha mais de seis meses

- Insuficiéncia renal crénica (IRC), definida como creatinina sérica maior ou igual
1,5mg/dl

- Historia de infarto agudo do miocérdio, definido atraveés do relato do paciente
associado a evidéncias de alteracbes eletrocardiogréficas, ecocardiograficas ou
outras compativeis com tal diagnéstico, obtidas em prontuario médico ou exames

complementares

- Angioplastia prévia, considerada qualquer modalidade de angioplastia como balédo
convencional, baldo farmacolégico, implante de stent convencional ou

farmacoldgico.
- Cirurgia de revascularizacdo do miocérdio (CRVM) prévia

- Medicac¢des em uso, incluindo aspirina, clopidogrel, inibidor da enzima conversora
de angiotensina (IECA), blogueador do receptor de angiotensina (BRA), beta

bloqueador, estatina.
- Dados angiograficos:

» Doenca coronariana significativa foi considerada como aquela detectada na
cineangiocoronariografia imediatamente anterior a angioplastia, quando
observada obstrugcdo = 50% do didmetro luminal em artéria coronaria
epicardica. Os pacientes foram classificados, quanto ao numero de

obstrucdes coronarianas, em univascular, bivascular e trivascular, conforme
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a existéncia de obstrucédo = 50% em um, dois ou trés sistemas da circulagao
coronariana (sistema da descendente anterior, sistema da circunflexa e
sistema da coronaria direita).

» Foram registrados o numero total de obstru¢cdes coronarianas maiores ou
iguais a 50% do lumen arterial, independentemente do sistema coronariano
acometido, conforme descricdo no laudo da cinecoronariografia, bem como o

namero e o tipo de stents implantados em cada procedimento.

5.5 COLETA DE SANGUE

Uma amostra de sangue periférico foi coletada utilizando-se tubos a vacuo
contendo acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) antes do procedimento e apds o
mesmo, antes da alta hospitalar. A amostra de sangue foi fracionada para analise da
concentragdo de leucdcitos totais no laboratério central do INC e analise da
concentragdo de CPE no laboratoério do Centro de Tecnologia Celular do INC.

5.6 PROCESSAMENTO E ANALISE DE CPE

As CPE foram isoladas de amostras do sangue venoso periférico refrigeradas

entre 4 a 8°C, sendo processadas e analisadas no maximo 24 horas apés a coleta.

Um painel de anticorpos monoclonais foi utilizado: anti-CD45 (Miltenyi Biotec,
Auburn, CA, USA), anti-CD34 (BD Biosciences, San Jose, CA, USA), anti-CD31 (BD
Biosciences, San Jose, CA, USA), anti-CD133 (Miltenyi Biotec, Auburn, CA, USA),
anti-CD 309 (KDR/VEGFR2; Miltenyi Biotec, Auburn, CA, USA). As células foram
entdo analisadas utilizando-se estratégia sequencial de Gates em conformidade com
a Sociedade Internacional de Hemoterapia e Engenharia de Enxerto*’. A seguinte
subpopulagdo de CPE foi identificada: CD45CD34'CD31*CD133/2°CD309".

Utilizou-se a imunofenotipagem através da citometria de fluxo no aparelho
FACS CANTO BD® (BD Biosciences, San Jose, CA, USA). A aquisicdo dos eventos
foi feita através de software FACSDIVA® v6.1.3 (BD Biosciences, San Jose, CA,

USA) e a sua analise pelo software Infinicyt (Cytognos, Salamanca, ESP).
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Citometria de fluxo € uma técnica que permite a deteccdo e localizacédo de
antigenos/proteinas de superficie ou citoplasmatica em suspensdes celulares
utilizando anticorpos especificos, marcados com fluorocromos, que absorvem luz e a
emitem num determinado comprimento de onda. Os fluorocromos, depois de
excitados por um comprimento de onda especifico, emitem fluorescéncia (fétons de
luz) a um comprimento de onda superior. Por exemplo, o fluoresceina isocianetada
tem um comprimento de onda maximo de excitacdo a 496nm (azul a caminho do
verde) e uma emissdo de fluorescéncia maxima a 520 (o chamado verde
fluorescente). O uso combinado de filtros que barram a luz para comprimento de
onda previamente determinados permite visualizar estas moléculas. Os seguintes
fluorocromos foram utilizados: PerCP (Peridinin-Chlorophyll; Miltenyi Biotec, Auburn,
CA, USA), PE Cy7 (Phycoerytrin Cyanin 7; BD Biosciences, San Jose, CA, USA),
FITC (Fluorescein Isothiocyanate; BD Biosciences, San Jose, CA, USA), PE
(Phycoerytrin; Miltenyi Biotec, Auburn, CA, USA), APC (Allophycocyanin; Miltenyi
Biotec, Auburn, CA, USA).

A contagens dos diferentes tipos de CPE foram reportados em células por
2.000.000 de eventos. As medidas foram realizadas por um operador sem

conhecimento da condicdo clinica dos pacientes.

Em resumo a identificacdo da populacdo de CPE seguiu 0s seguintes passos
(figura 1):
- criagdo de um histograma de distribuicdo celular a fim de identificar as células

quanto ao tamanho e complexidade.

- selecdo das células CD45 e exclusdo do restante (CD 45 é um marcador
panleucocitario, assim nesse processo houve a exclusdo das células

hematopoiéticas)

- dentro da populacdo CD45" foram selecionadas as células CD34" (marcador de

células precursoras)

- na populacdo CD45CD34" foi identificada a populacdo CD31" (marcador da

linhagem endotelial)

- na populagdo CD45CD34°CD31" foram selecionadas as células CD133/2"

(marcador de células progenitoras endoteliais)
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- dentro da populagdo CD45CD34'CD31°CD133/2" foram selecionadas as células
CD309" (marcador de células progenitoras endoteliais em estagio mais precoce)

- posteriormente foi conferida a populagdo CD45CD34'CD31"CD133/2"CD309"

- finalmente, retornou-se com todas as células excluidas anteriormente e foi
verificado o percentual relativo ao total da amostra leucocitaria que corresponde a
CPE.

Histograma de distribuicdo
celular

Selegdo das células CD45-

Selecdo das células CD34+

Identificacdo da populacdo
CD31+

Selecado das células
CD133/2+

Selecdo das células CD
309+

Conferido toda populagao
celular

Feito o percentual relativo
ao total da amostra
leucocitaria

Figura 1: Fluxograma demonstrando o processo de identificacdo das células progenitoras
endoteliais
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5.7 INTERVENCAO CORONARIANA PERCUTANEA

A coronariografia foi realizada por via femoral ou radial, com técnicas
convencionais. Em todos os casos houve implante bem-sucedido de stent
convencional, farmacolégico ou ambos, segundo critério da equipe de

hemodinamica.

5.8 ACOMPANHAMENTO DOS PACIENTES

Todos os pacientes foram acompanhados pelo pesquisador principal no
proprio INC, em consultas regulares pré-agendadas a cada 3 meses até completar 1
ano, nas quais eram avaliados sintomas cardiovasculares, medicacdes em uso e
exames solicitados pelo médico assistente. A figura 2 resume do desenho do

estudo.

Selecdo dos
pacientes com
coleta de sangue
e analise de CPE

Acompanhamento dos pacientes Andlise dos
durante 12 meses dados

| | | |
== S

Junho 214 Setembro 2014 Outubro 2015 Dezembro 2015
Figura 2: Desenho do estudo

5.9 DESFECHOS ANALISADOS

Foram avaliados durante o seguimento a ocorréncia de:

- sindrome coronariana aguda (definida através da histéria clinica ou

presenca de alteracdes eletrocardiogréficas ou enzimaticas compativeis)*®

- angina tipica (definida como dor retroesternal do tipo queimacao ou aperto,
cuja intensidade piora com atividade fisica ou estresse e melhora com repouso ou

apos uso de nitrato) associado a isquemia demonstrada em exame de cintilografia
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miocéardica sob estresse fisico ou farmacolégico*® em territério compativel com o

vaso previamente abordado.

- equivalente anginoso (dispnéia, fadiga, lipotimia ou sincope) associado a
isquemia demonstrada em exame de cintilografia miocardica sob estresse fisico ou

farmacoldgico em territério compativel com o vaso previamente abordado.

- angina tipica ou equivalente anginoso sem a realizacdo de cintilografia
miocardica, incluindo os pacientes que ndo foram submetidos a testes provocativos
ou que realizaram outros testes como ecocardiograma de estresse ou teste

ergometrico.

- reestenose em novo exame de coronariografia, definida como a reducéo do

didametro do lumen arterial em mais de 50% no local onde foi implantado o stent
- 6bito por qualquer causa

- necessidade de nova revascularizacdo (cirargica ou percutanea) do vaso

previamente abordado

O desfecho primario do estudo foi considerado como a ocorréncia de
reestenose em novo exame de coronariografia ou angina tipica ou equivalente
anginoso associado a cintilografia miocardica demonstrando isquemia no territrio
do vaso previamente abordado, ou ainda a necessidade de nova revascularizagéo
do vaso previamente abordado.

O desfecho secundério foi considerado a ocorréncia de angina tipica ou
equivalente anginoso sem documentacéo por imagem, ébito por qualquer causa ou

sindrome coronariana aguda (SCA).

5.10 ANALISE ESTATISTICA

Variaveis categoricas foram expressas como numero absoluto e percentual e
comparadas através do teste exato de Fisher. Variaveis continuas foram descritas
como média ou mediana, bem como percentis, e comparadas pelo teste de Mann-
Whitney. O teste de Spearman foi utilizado para a correlacdo entre variaveis

continuas. Utilizou-se o programa estatistico R commander (Lucent Technologies,
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Murray Hill, NY, EUA). Em todas as analises, um valor de p<0,05 foi considerado

estatisticamente significativo.

5.11 ASPECTOS ETICOS

O trabalho foi aprovado pelo comité de ética em pesquisa (CEP) sob niumero
27615914.9.0000.5272 (anexo 1)
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6 RESULTADOS

6.1 CARACTERISTICAS DEMOGRAFICAS E CLINICAS

Sessenta e trés pacientes foram recrutados entre junho e setembro de 2014
para o estudo. Destes, dez pacientes ndo tiveram amostra de sangue coletada e um
paciente apresentou fibrilacdo atrial apds o procedimento, ndo tendo recebido alta
no dia seguinte ao mesmo, sendo excluido. Dessa forma, cinquenta e dois pacientes

participaram do estudo.
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A amostra de sangue dos pacientes pré-angioplastia foi coletada pela manha
antes do procedimento e a amostra de sangue pés-angioplastia foi coletada entre 12
e 16 horas apds o procedimento. Dos cinquenta e dois participantes, apenas um
paciente ndo teve o sangue colhido antes do procedimento, 43 pacientes tiveram
mostra de sangue colhida apds procedimento e 42 pacientes tiveram amostra de
sangue colhida antes e apos a angioplastia.

Durante os doze meses de acompanhamento, seis pacientes (11%) foram
perdidos no acompanhamento finalizando o trabalho com 46 pacientes. A figura 3

resume a inclusdo dos pacientes no estudo.

63 pacientes foram
recrutados entre junho e
setembro de 2014

11 pacientes foram excluidos:
- 10 ndo tiveram amostra de sangue
coletada
01 apresentou fibrilagdo atrial apos
o procedimento

52 pacientes
participaram do

estudo
| |
9 pacientes tiveram 1 paciente teve apenas 42 pacientes tiveram
apenas amostra de sangue amostra de sangue amostra de sangue
coletada antes da coletada apds a coletada antes e ap6s a
angioplastia angioplastia angioplastia

N&o houve Houve perda de 5 pacientes foram

perda de seguimento de 1 perdidos durante o
seguimento doente seguimento

46 pacientes finalizaram
0 acompanhamento

Figura 3: Fluxograma de selecdo dos pacientes

Dentre os fatores de risco cardiovascular analisados, o mais frequente foi
hipertenséo, em 88% dos pacientes, seguido por tabagismo. Um terco dos pacientes
tinha diagnostico de diabetes, sendo que nenhum paciente estava em uso de terapia
insulinica durante o acompanhamento. Quase metade dos pacientes tinha historia
de infarto do miocardio prévio e 43% dos pacientes tiveram algum tipo de

revascularizacao prévia, seja cirirgica ou percutanea.
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Em relacdo as medicagdes, aspirina foi utilizada na quase totalidade dos
pacientes (90%). Em 64,7% dos casos havia uso de clopidogrel, muito relacionado
aos pacientes com infarto do miocardio e revascularizacdo prévia. Houve um alto
uso de estatina e beta-bloqueador, em mais de 80% dos casos, assim como IECA

ou BRA em mais de dois ter¢os dos pacientes.

Em relacdo aos dados angiograficos, houve um equilibrio entre o nimero de
pacientes com doencas coronarianas univascular e bivascular, com um menor

ndumero de trivasculares.

Todos os pacientes foram submetidos a angioplastia com implante de stent,
sendo em mais da metade dos casos stent convencional. A principal via de acesso
foi a radial, seguida pela via femoral, com apenas um paciente submetido a
angioplastia pela via braquial. A mediana de vasos abordados por procedimento foi
de 1,0 e a mediana de stents por procedimento também foi de 1,0, com maior
namero de stents e vasos abordados num paciente classificado como bivascular,
tratado de 3 lesbes com implante de 5 stents no total. Na avaliacdo do namero total
de lesBes na coronariografia, a mediana foi 3 com méaximo de 6 lesées em dois
pacientes. As caracteristicas demogréficas e clinicas dos pacientes estdo resumidas

na tabela 2.
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Tabela 2: Caracteristicas demograficas e clinicas

Variavel n (%) ou média
(xdesvio padrdo) ou

mediana (minimo —

Idade (anos)

maximo)
64 (£8,9)

Fatores de Risco (n=51)

Hipertensao

45 (88,2%)

Diabetes 15 (29,4%)
Obesidade 9 (19,1%)
Tabagismo ativo 6 (12,0%)
Tabagismo prévio 33 (64,7%)
Insuficiéncia renal cronica 6 (9,6%)
IAM com menos de 90 dias antes da angioplastia 5 (9,8%)

IAM com mais de 90 dias da angioplastia

20 (39,2%)

Angioplastia prévia

18 (35,3%)

CRVM prévia 4 (7,8%)
Medicacdes em uso (n=51)
Aspirina 46 (90,2%)
Clopidogrel 33 (64,7%)
IECA 11 (21,6%)
BRA 24 (47,1%)
Beta-bloqueador 42 (82,4%)
Estatina 43 (84,3%)
Dados angiograficos (n=44)
Univascular 15 (34,1%)
Bivascular 16 (36,4%)
Trivascular 13 (29,5%)

NUmero de lesOes

3(1-6)

Tipo de stent (n=52)

Convencional

27 (51,9%)

Farmacoldgico

22 (42,3%)

Ambos

3 (5,8%)

NUmero de stents por procedimento

1(1-5)

IAM=infarto agudo do miocéardio; CRVM=cirurgia de revascularizacdo do miocardio; IECA=inibidor da

enzima conversora de angiotensina; BRA= bloqueador do receptor de angiotensina

6.2 CELULAS PROGENITORAS ENDOTELIAIS

O leucograma pré-angioplastia foi obtido em 52 pacientes. A contagem de

leucodcitos média foi de 7932 cel/mcl, variando de 3100 a 14600 cel/mcl. O nimero

médio de CPE foi de 538 cel/mcl. A distribui¢cdo dos valores de CPE pré-angioplastia

estd demonstrada na figura 4.
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A avaliacdo do leucograma poés-angioplastia foi realizada em 44 pacientes
apresentando contagem de leucocitos média de 7840 cel/mcl com variagdo entre
2500 e 13000 cel/mcl. O numero médio de CPE no poés-angioplastia foi de 420
cel/mcl. A distribuicdo dos valores de CPE pés-angioplastia estd demonstrada na

figura 5.

Quarenta e trés pacientes tiveram seu numero absoluto de CPE avaliado
tanto antes como apos o procedimento de angioplastia. Nesse grupo foi avaliada a
relacéo entre o numero de CPE pré e pds-angioplastia, como demonstrado na figura
6. Vinte e seis pacientes (62%) tiveram uma reducdo no numero absoluto de CPE
apos a angioplastia. Em contrapartida, 16 pacientes (38%) tiveram aumento do
namero de CPE apdés a angioplastia. A figura 7 demonstra o comportamento, de

elevacao ou queda no numero de CPE, antes e apds o procedimento.

Distribuicdo do namero absoluto de CPE pré-
angioplastia
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Figura 4: Distribuicdo do numero absoluto de CPE pré-angioplastia
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Figura 7: Comportamento das CPE antes e apds a angioplastia

6.3 ASSOCIACAO ENTRE CPE E VARIAVEIS DEMOGRAFICAS E
CLINICAS

Foi avaliada a associacdo entre as variaveis demograficas e clinicas e a
contagem de CPE antes do procedimento, apdés o procedimento e sua relacao
pré/pés angioplastia, conforme demonstrado nas tabelas 3, 4 e 5.

Pacientes em uso de clopidogrel apresentaram numero de CPE pré-
angioplastia significativamente maior do que aqueles sem uso dessa droga (tabela
3). Nao foi observada qualquer outra associacdo entre fatores de risco
cardiovascular, outros medicamentos em uso, IAM ou CRVM prévios e as CPE pré-

angioplastia.

Quanto as CPE poés-angioplastia, houve associacéo significativa entre uso de
beta-bloqueador e maior numero de CPE (tabela 4), também sem outras

associacgdes significativas com outras variaveis.

Para a relacdo CPE pré/pés-angioplastia, foi observada associacdo

significativa com uso de BRA, e tendéncias de associacdo com idade, diabetes, IAM
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recente (menos de 90 dias antes da angioplastia), uso de clopidogrel e beta-
bloqueador (tabela 5). No caso de idade, diabetes, uso de clopidogrel e beta-
bloqueador, a relacdo pré/pés >1 indica uma reducdo do numero de EPC pés-
angioplastia; ja para pacientes com IAM ha menos de 90 dias, a relacdo <1 mostra

que houve aumento das CPE pds-procedimento.

Tabela 3: Variaveis demograficas e clinicas e CPE pré angioplastia

Variaveis demograficas

Mediana CPE pré

(p25-p75)

Idade > 60 anos (n=34) 344 (202 — 616) 0,08
Idade < 60 anos (n=17) 259 (137 — 364)
Hipertensdo (n=45) 280 (185 — 533) 0,52
Sem hipertenséo (n=6) 329 (279 — 420)
Diabetes (n=15) 344 (207 — 651) 0,25
Sem diabetes (n= 36) 276 (185 —432)
Tabagismo ativo (n=6) 286 (105 — 495) 0,41
Sem tabagismo ativo (n=45) 305 (193 — 531)
Tabagismo prévio (n=33) 320 (194 - 602) 0,23
Sem tabagismo prévio (n=18) 224 (127 — 459)
Insuficiéncia renal cronica (n=6) 194 (184 — 438) 0,55
Sem insuficiéncia renal crbnica (n=45) 312 (193 — 536)
IAM < 90 dias antes da angioplastia (n=5) 438 (168 — 460) 0,88
Sem IAM < 90 dias antes da angioplastia (n=46) 289 (192 — 560)
IAM = 90 dias da angioplastia (n=20) 290 (211 - 570) 0,50
Sem IAM = 90 dias da angioplastia (n=31) 304 (168 — 455)
Angioplastia prévia (n=18) 297 (201 — 396) 0,62
Sem Angioplastia prévia (n= 33) 298 (190 — 575)
CRVM prévia (n=4) 320 (312 - 349) 0,74
Sem CRVM prévia (n=47) 276 (189 — 542)
Aspirina (n=46) 305 (186 — 460) 0,57
Sem aspirina (n=5) 222 (217 — 666)
Clopidogrel (n=33) 356 (220 — 606) 0,04
Sem clopidogrel (n=18) 205 (139 — 399)
IECA (n=11) 214 (172 — 298) 0,13
Sem IECA (n=40) 332 (197 - 570)
BRA (n=24) 361 (210 — 625) 0,34
Sem BRA (n=27) 259 (184 — 455)
Beta-bloqueador (n=42) 289 (192 - 560) 0,52
Sem beta-bloqueador (n=9) 305 (168 — 395)
Estatina (n=43) 265 (187 — 455) 0,39
Sem estatina (n=8) 332 (297 — 553)
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IAM=infarto agudo do miocardio; CRVM=cirurgia de revascularizacdo do miocéardio; IECA=inibidor da
enzima conversora de angiotensina; BRA= bloqueador do receptor de angiotensina; CPE=células
progenitoras endoteliais

Tabela 4: Variaveis demograficas e clinicas e CPE pos angioplastia

Variaveis demograficas Mediana CPE pés

(p25-p75)

Idade > 60 anos (n=34) 204 (113 - 460) 0,70
Idade < 60 anos (n=17) 325 (92 — 546)

Hipertenséo (n=45) 280 (98 — 45) 0,42
Sem hipertensdo (n=6) 370 (240 — 444)

Diabetes (n=15) 167 (115 - 302) 0,27
Sem diabetes (n= 36) 317 (108 — 467)

Tabagismo ativo (n=6) 285 (86-291) 0,72
Sem tabagismo ativo (n=45) 260 (118 — 451)

Tabagismo prévio (n=33) 325 (158 — 455) 0,16
Sem tabagismo prévio (n=18) 136 (83 — 287)
Insuficiéncia renal crénica (n=6) 488 (386 — 511) 0,21
Sem insuficiéncia renal cronica (n=45) 260 (101 — 451)

IAM < 90 dias antes da angioplastia (n=5) 386 (246 — 886) 0,28
Sem IAM < 90 dias antes da angioplastia 260 (99 — 448)

(n=46)

IAM = 90 dias da angioplastia (n=20) 280 (158 — 471) 0,59
Sem IAM = 90 dias da angioplastia (n=31) 285 (89 — 444)
Angioplastia prévia (n=18) 204 (153 — 452) 0,96
Sem Angioplastia prévia (n= 33) 285 (100 — 442)

CRVM prévia (n=4) 100 (92 — 286) 0,36
Sem CRVM prévia (n=47) 288 (133 — 453)

Aspirina (n=46) 282 (118 — 451) 0,95
Sem aspirina (n=5) 280 (184 — 375)

Clopidogrel (n=33) 240 (124 — 396) 0,27
Sem clopidogrel (n=18) 309 (89 — 648)

IECA (n=11) 240 (98 — 309) 0,65
Sem IECA (n=40) 291 (124 - 471)

BRA (n=24) 158 (81- 455) 0,12
Sem BRA (n=27) 309 (204 — 450)
Beta-bloqueador (n=42) 329 (162 — 483) 0,003
Sem beta-bloqueador (n=9) 81 (74 — 136)

Estatina (n=43) 291 (115 - 452) 0,74
Sem estatina (n=8) 158 (106 — 508)

IAM=infarto agudo do miocardio; CRVM=cirurgia de revasculariza¢cao do miocardio; IECA=inibidor da
enzima conversora de angiotensina; BRA= bloqueador do receptor de angiotensina; CPE=células
progenitoras endoteliais



Tabela 5: Variaveis demograficas e relacdo CPE pré/pos angioplastia

Variaveis demograficas

Mediana da

relacdo CPE
pre/pés (p25-p75))

Idade > 60 anos (n=34) 1,75(1,0-3,1) 0,05
Idade < 60 anos (n=17) 0,37 (0,17 — 0,37)
Hipertenséo (n=45) 1,71 (0,54 — 3,64) 0,69
Sem hipertensdo (n=6) 1,15 (0,90 — 2,01)

Diabetes (n=15) 2,28 (1,64 — 3,89) 0,06
Sem diabetes (n= 36) 1,19 (0,47 — 2,01)
Tabagismo ativo (n=6) 1,92 (0,27 — 1,95) 0,69
Sem tabagismo ativo (n=45) 1,68 (0,68 — 3,23)
Tabagismo prévio (n=33) 1,34 (0,65 — 2,83) 0,98
Sem tabagismo prévio (n=18) 1,92 (0,49 — 3,64)
Insuficiéncia renal crénica (n=6) 0,90 (0,58 — 1,33) 0,34
Sem insuficiéncia renal cronica (n=45) 1,68 (0,58 — 3,23)

IAM < 90 dias antes da angioplastia (n=5) 0,58 (0,27 - 1,0) 0,06
Sem |AM < 90 dias antes da angioplastia 1,76 (0,65 — 3,62)

(n=46)

IAM = 90 dias da angioplastia (n=20) 1,76 (0,71 — 3,62) 0,55
Sem IAM = 90 dias da angioplastia (n=31) 1,49 (0,54 — 2,49)
Angioplastia prévia (n=18) 1,34 (0,56 — 2,90) 0,71
Sem Angioplastia prévia (n= 33) 1,75 (0,63 — 2,77)

CRVM prévia (n=4) 3,71(2,04 - 3,86) 0,56
Sem CRVM prévia (n=47) 1,51 (0,61 — 2,53)

Aspirina (n=46) 1,68 (0,62 — 2,71) 0,67
Sem aspirina (n=5) 3,98 (2,22 - 5,73)
Clopidogrel (n=33) 1,96 (0,85 — 3,79) 0,06
Sem clopidogrel (n=18) 0,94 (0,38 — 1,76)

IECA (n=11) 1,17 (0,52 — 2,17) 0,41
Sem IECA (n=40) 1,75 (0,65 — 3,62)

BRA (n=24) 2,37 (0,94 - 5,61) 0,04
Sem BRA (n=27) 1,17 (0,54 — 1,93)
Beta-bloqueador (n=42) 1,30 (0,56 — 2,18) 0,06
Sem beta-bloqueador (n=9) 3,86 (1,75 - 5,63)

Estatina (n=43) 1,32 (0,61 —-2,71) 0,49

Sem estatina (n=8)

2,18 (1,17 — 3,10)
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IAM=infarto agudo do miocardio; CRVM=cirurgia de revascularizacdo do miocéardio; IECA=inibidor da

enzima conversora de angiotensina; BRA= bloqueador do receptor de angiotensina; CPE=células
progenitoras endoteliais
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Por fim, correlacionou-se 0 nimero de stents utilizados por procedimento
com o numero de CPE (tabela 6) pré e pds angioplastia, sem que houvesse, porém,

significancia estatistica.

Tabela 6: Associacdo entre numero de stents por procedimento e CPE

NUumero de stents x rho p
CPE pés angioplastia 0,16 0,31
CPE pré/pos angioplastia | -0,03 0,80

CPE=células progenitoras endoteliais

6.4 DESFECHOS
O desfecho priméario ocorreu em 13,0% dos participantes e o desfecho

secundéario em 37,0%. Nenhum paciente necessitou de nova revascularizacao do
vaso previamente abordado. Quatro pacientes repetiram a coronariografia durante o
periodo de acompanhamento. Em trés pacientes identificou-se reestenose sendo
qgue dois apresentaram angina tipica ou equivalente anginoso, porém nao foram
submetidos a nenhuma estratificagdo néo invasiva e 1 paciente apresentou SCA.
Este ultimo paciente apresentou diagnéstico de novas lesdes coronarianas, porém
com stent previamente implantado pérvio. Dois pacientes foram submetidos a
cintilografia miocéardica durante o acompanhamento, a critério do médico assistente;
destes, um nao apresentava isquemia, mas apenas fibrose, encontrando-se
assintomatico, e no outro havia isquemia em territério compativel com o local da

abordagem percutanea prévia.

Dentre os desfechos secundarios, angina ou equivalente anginoso sem
imagem foram os mais frequentes. Houve 2 oObitos, sendo um decorrente de
hematoma subdural e outro sem causa esclarecida. Nos pacientes com SCA dois
apresentaram angina instavel e 1 paciente evoluiu com IAM sem

supradesnivelamento do segmento ST (tabela 8).
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Tabela 7: Desfechos

Desfecho primério 4 (8,7%)
Necessidade de nova revascularizacdo | 0 (0%)
Reestenose em nova coronariografia 3 (6,5%)

Angina ou equivalente anginoso com | 1 (2,2%)
cintilografia miocéardica demonstrando
isquemia

Desfecho secundario 17 (37,0%)
Angina ou equivalente anginoso sem | 12 (26,1%)
cintilografia miocardica
SCA 3 (6,5%)
Obito por qualquer causa 2 (4,3%)

SCA = Sindrome Coronariana Aguda

6.4.1 ASSOCIACAO ENTRE DESFECHOS, CPE E VARIAVEIS
DEMOGRAFICAS E CLINICAS

Foram avaliadas as associacdes entre os desfechos e as CPE antes da

angioplastia, apos o procedimento, e sua relagdo pré/pos angioplastia.

A tabela 8 mostra a associacdo entre CPE pré-angioplastia e os desfechos
primario e secundario. Apesar da mediana de CPE ser maior nos pacientes que

apresentaram os desfechos, ndo houve significancia estatistica.

Tabela 8: Associacao entre desfechos e numero de CPE pré
angioplastia

Variaveis Mediana de CPE

(p25-p75)
Desfecho primario (n=4) 310 (230 — 442) 0,668
Sem desfecho primario (n=42) 249 (180 — 443)
Desfecho secundario (n=17) 344 (211 — 529) 0,328
Sem desfecho secundério (n=29) 222 (184 -438)

CPE=células progenitoras endoteliais

Em seguida, foram comparados os desfechos com as CPE p6s angioplastia,
como demonstrado na tabela 9. Nenhum dos desfechos apresentou associacao
estatisticamente significativa com o numero de CPE pds angioplastia. Todavia,
observa-se, assim como na analise das CPE pré-angioplastia, que os pacientes com
desfecho tanto primario quanto secundario apresentaram uma mediana de CPE

maior.



47

Tabela 9: Associacéo entre desfechos e numero de CPE pés
angioplastia

Variaveis Mediana de CPE p
(p25-p75)

Desfecho primario (n=4) 412 (157 — 715) 0,46

Sem desfecho primario (39) 285 (124 — 450)

Desfecho secundério (n=15) 383 (108 — 611) 0,34

Sem desfecho secundério (n= 28) 280 (136 — 369)

CPE=células progenitoras endoteliais

Por fim, avaliou-se a associacao entre a relacdo do numero de CPE pré/pos
angioplastia com os desfechos (tabela 10). A mediana da relacdo CPE pré/pos >1
mostra que nos pacientes com desfecho houve reducéo na quantidade de CPE pos

angioplastia, porém novamente sem significancia estatistica.

Tabela 10: Associacéo entre desfechos e numero de CPE

pré/pos angioplastia

Variaveis Mediana de CPE p
(p25-p75)

Desfecho primario (n=4) 2,00 (0,34 - 3,64) 0,80

Sem desfecho primario (n=39) 1,51 (0,68 — 2,42)

Desfecho secundario (n=15) 2,11 (0,38 — 3,71) 0,57

Sem desfecho secundario (n=28) 1,34 (0,66 — 2,16)

CPE= células progenitoras endoteliais
Foram ainda avaliadas as associacfes entre varidveis demograficas e clinicas
e os desfechos primario e secundario (tabelas 11 e 12), sendo que nenhuma

apresentou associacao estatisticamente significativa.




48

Tabela 11: Associacao entre variaveis clinicas e demogréficas e o
desfecho primario

Fatores de Risco Sem desfecho Com desfecho
rimario N (% primario N (%)

HAS 36 (85,7%) 6 (14,3%) 1
DM 13 (86,6%) 2 (13,4%) 1
Obesidade 8 (88,8%) 1(11,2%) 1
Tabagismo 5 (100%) 0 (0%) 1
corrente

Tabagismo prévio 25 (83,3%) 5 (16,7%) 0,64
IRC 5 (100%) 0 (0%) 1
IAM com menos de 4 (100%) 0 (0%) 1
90 dias antes da

angioplastia

IAM com mais de 16 (84,2%) 3 (15,8%) 0,68
90 dias da

angioplastia

Angioplastia prévia 14 (93,3%) 1(6,7%) 0,64
CRVM prévia 1 (50%) 1 (50%) 0,24
Aspirina 36 (87,8%) 5 (12,2%) 0,52
Clopidogrel 25 (86,2%) 4 (13,8%) 1
IECA 8 (100%) 0 (0%) 0,57
BRA 19 (79,1%) 5 (20,9%) 0,19
Beta-blogueador 34 (89,4%) 4 (10,6%) 0,27
Estatina 35 (89,7%) 4 (10,3%) 0,22
Metformina 11 (84,6%) 2 (15,4%) 1
Univascular 12 (92,3%) 1(7,7%) 0,65
Bivascular 12 (80%) 3 (20%) 0,65
Trivascular 10 (83,3%) 2 (16,7%) 1
Convencional 22 (88%) 3 (12%)

Farmacoldgico 15 (83,3%) 3 (16,7%) 0,79
Ambos 3 (100%) 0 (0%)

HAS = Hipertensdo arterial sistémica; DM= diabetes mellitus; IRC=insuficiéncia renal cronica,
IAM=infarto agudo do miocardio; CRVM=cirurgia de revasculariza¢do do miocardio; IECA=inibidor da
enzima conversora de angiotensina; BRA=bloqueador do receptor de angiotensina
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Tabela 12: Associacao entre variaveis clinicas e demogréficas e o
desfecho secundario

Fatores de Risco Sem desfecho Com desfecho
secundario secundario

HAS 29 (69%) 13 (31%) 1
DM 10 (66,6%) 5 (33,4%) 1
Obesidade 5 (55,5%) 4 (44,5%) 0,40
Tabagismo 5 (100%) 0 (0%) 0,30
corrente

Tabagismo prévio 19 (65,5%) 10 (34,5%) 0,32
IRC 5 (100%) 0 (0%) 0,30
IAM com menos de 3 (75%) 1 (25%) 1
90 dias antes da

angioplastia

IAM com mais de 15 (79,0%) 4 (21,0%) 0,33
90 dias da

angioplastia

Angioplastia prévia 10 (66,6%) 5 (33,4%) 1
CRVM prévia 0 (0%) 2 (100%) 0,08
Aspirina 27 (65,8%) 14 (34,2%) 0,30
Clopidogrel 20 (69,0) 9 (31,0%) 1
IECA 6 (75,0%) 2 (25,0%) 1
BRA 17 (70,8%) 7 (29,2%) 1
Beta-blogueador 26 (68,4%) 12 (31,6%) 1
Estatina 28 (71,7%) 11 (28,3%) 0,65
Metformina 8 (61,5%) 5 (38,5%) 0,50
Univascular 9 (69,2%) 4 (30,8%) 1
Bivascular 12 (80,0%) 3 (20,0%) 0,47
Trivascular 7 (58,3%) 5 (41,7%) 0,45
Convencional 16 (64,0%) 9 (36,0%)

Farmacoldgico 14 (77,7%) 4 (22,3%) 0,68
Ambos 2 (66,6%) 1 (33,4%)

HAS = Hipertensédo arterial sistémica; DM= diabetes mellitus; IRC=insuficiéncia renal crbnica;
IAM=infarto agudo do miocardio; CRVM=cirurgia de revasculariza¢do do miocardio; IECA=inibidor da
enzima conversora de angiotensina; BRA=bloqueador do receptor de angiotensina
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7 DISCUSSAO

O tratamento da doenca coronariana, a despeito de todo o desenvolvimento
dos ultimos anos, continua sendo um desafio. A angioplastia coronariana percutanea
constituiu um grande avanco para o tratamento da DAC, permitindo a
revascularizacdo do miocardio isquémico sem a necessidade de cirurgia. Todavia,
como qualquer tipo de intervencao, possui limitacbes e possiveis complicacdes que
podem levar a perda ou reducdo dos beneficios por ela proporcionados. Nesse
sentido, a reestenose coronariana pés-angioplastia € uma das principais limitacdes
desse procedimento, podendo levar a reestenose clinica em 10 a 20% dos pacientes
apos implante de stent convencional e 3 a 5% ap6s stent farmacolégico®. Assim, a
fisiopatologia da reestenose é objeto de grande interesse, e tem sido estudada em

seus varios mecanismos, especialmente no nivel celular.

Nesse ambito, as CPE sao potencialmente relevantes devido ao seu papel na
integridade e funcdo endotelial assim como na neovascularizagdo. Os estudos das
CPE na reestenose pOs angioplastia tém sido em sua maioria pequenos e
controversos até o momento**. Dessa forma, permanece a importancia do estudo
das CPE no cenéario da angioplastia coronariana, com foco nos seus possiveis

efeitos sobre a reestenose.

Inicialmente, é importante ressaltar que existe grande dificuldade em
comparar os trabalhos analisados devido a forma de identificacdo das CPE. N&o
existe um Unico critério para identificacdo das CPE, e dependendo do tipo celular, a
sua mobilizacdo apés o procedimento pode ser diferente®’. Quando Asahara
primeiro isolou essas células do sangue periférico, utilizou como marcador o CD34+
para definir uma populacdo de células progenitoras hematopoiéticas capazes de se
diferenciar em células com caracteristicas endoteliais™. Incialmente as CPE foram
identificadas como células positivas tanto para marcadores de células progenitoras
hematopoiéticas quanto marcadores de células endoteliais como CD34 e o receptor-
2 do fator de crescimento do endotélio vascular (VEGFR-2) também conhecido
receptor do domfnio kinase (KDR)*. Posteriormente identificou-se que o antigeno
CD34 tinha uma densidade alta em células progenitoras diminuindo

progressivamente com a maturacao celular, porém ainda podendo ser expresso em



51

células endoteliais maduras®. Assim, um marcador de células mais imaturas
comecou a ser adotado, 0 CD133%, Esse marcador é expresso em células tronco
hematopoiéticas e células progenitoras de medula 6ssea, figado fetal e sangue
periférico. A medida que as células progenitoras se desenvolvem para células
endoteliais maduras existe uma reducdo progressiva nesse marcador’. A
combinacdo CD34, CD133 e KDR é comumente utilizada para identificar essa
linhagem precursora de células endoteliais®. Essa mudanca na identificacdo das
CPE pode ser observada ao longo do tempo como no trabalho de Werner®* cuja
identificacdo foi feita pela expressdo do CD34 e KDR enquanto trabalhos mais
recentes como o de Pellicia** incorporaram o marcador CD133. Pellicia et al ainda
demonstrou no acompanhamento de 5 anos dos pacientes pos angioplastia que
dependendo do tipo de marcador estudado, a subpopulacdo de células pode ter ou
ndo relacdo com eventos cardiovasculares®. Assim torna-se dificil uma plena
comparacao entre os diversos trabalhos na literatura. Neste estudo, foram avaliadas
as CPE com marcador CD34'CD133"/KDR", uma subpopula¢cio mais imatura de

células progenitoras.

N&o foram encontradas associacdes significativas entre CPE pré e pos-
angioplastia e fatores de risco cardiovasculares, mas houve uma associacdo
significativa entre uso de clopidogrel e maior nimero de CPE pré-angioplastia, e
entre uso de beta-bloqueador e maior nimero de CPE pds-angioplastia. Ja para a
relacdo CPE pré/pés angioplastia, houve associacdo significativa com BRA,
apresentando queda no numero de CPE no periodo pds angioplastia. Também
foram observadas tendéncias de associacdo com idade, diabetes, IAM recente
(menos de 90 dias antes da angioplastia), uso de clopidogrel e beta-bloqueador,

semelhante ao descrito na literatura.

No caso de diabetes, a relacdo pré/pés >1 indica uma reducéo do nimero de
EPC pés-angioplastia, como descrito por Lee et al, que observaram uma reducdo no
nimero de CPE ap6s angioplastia em pacientes diabéticos®. Diabetes é um fator de
risco cardiovascular com grande influéncia nas CPE, com reducdo na quantidade
absoluta de células e na sua funcionalidade®. Fadini et al demonstraram uma
reducdo na capacidade de mobilizacdo das CPE da medula é6ssea tanto em

pacientes diabéticos tipo 1 quanto 2°’. Da mesma forma, no trabalho de Loomans et
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al, em diabéticos tipo 1, demonstrou-se uma reducéo na quantidade e funcionalidade
das CPE>®,

Ja para pacientes com IAM ha menos de 90 dias, a relagdo <1 mostra que
houve aumento das CPE pos-procedimento. Um importante fator de mobilizagéo das
CPE é a sindrome coronariana aguda. Shintani et al demonstraram uma elevacao na
quantidade de CPE com pico em 7 dias apés o IAM*°. Massa et al confirmaram esse
aumento de CPE logo apés o evento isquémico agudo com queda progressiva apos
7 dias e normalizacédo apés 2 meses®. Regueiro et al, por sua vez, realizaram um
trabalho maior acompanhando a contagem de CPE até 6 meses apds o SCA,
demonstrando uma elevag¢do das CPE, com pico em 30 dias, mantendo-se niveis
mais altos que o basal até 6 meses apds o evento agudo®. Por essa razdo, alguns
trabalhos como os de Gao et al, Thomas et al e Mills et al excluiram pacientes com
SCA prévia?t4%3,

E importante notar que diversas medicacdes possuem efeitos sobre as CPE.
Vasa et al demonstraram que pacientes com doenca coronariana estavel
submetidos a terapia com estatina apresentavam uma elevacdo na quantidade de
CPE dentro de 4 semanas®. Eisen et al compararam alta dose com baixa dose de
atorvastatina antes da ICP observando niveis mais elevados de CPE antes da
angioplastia no grupo com alta dose posteriormente igualando-se apds a
angioplastia®. Por esse efeito alguns trabalhos como o de Pellicia** excluiram
pacientes previamente em uso de estatina. Neste trabalho, a maioria dos pacientes
se encontrava em uso de estatina, mas ndo se observou associacao entre a droga e
o numero de CPE pré ou pos-angioplastia. A aspirina ja foi apontada como
causadora de reducdo no numero de CPE, adesao, proliferacdo e capacidade
migratoria®®®’. Neste trabalho, a aspirina ndo apresentou associacdo com nimero

de CPE antes ou apés a angioplastia.

Assim como as estatinas e a aspirina, os IECA, BRA e o clopidogrel também
influenciam a contagem de CPE. Bahlmann et al demonstraram que tanto a
ibersatana quanto a olmerstana aumentaram a quantidade de CPE em pacientes
diabéticos®®. Pelliccia et al confirmaram que a telmisartana aumentou o niimero de
CPE e melhorou a funcdo endotelial em pacientes com doenca coronariana®. Muller

et al demonstraram um aumento na quantidade de CPE com os IECA™. Franca et al
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também demonstraram a influéncia do clopidogrel na mobilizacdo das CPE™. No
presente trabalho, houve associacdo entre uso de clopidogrel e maior nimero de

CPE pré-angioplastia e de BRA e menor numero de CPE pés-angioplastia.

Os beta-bloqueadores, por sua vez, ainda sdo pouco estudados em relacao
as CPE™. Yao et al demonstrou que o celiprolol aumentou o niimero e funcdo das
CPE"®. Neste estudo, o uso de beta-bloqueadores se associou com maior niimero

de CPE poés-angioplastia.

Analisando os trabalhos em conjunto, € possivel supor que drogas que
aumentem o numero de CPE poés angioplastia possam ter efeito benéfico para o
paciente, como descrito quanto & melhora da funcdo endotelial’”®. No presente
estudo, o pequeno numero de pacientes pode ter levado a associacbes que nao
necessariamente reflitam a real fisiopatologia que envolve CPE e agressao
endotelial, sendo necessario um maior namero a fim de confirmar tais associacoes.
Em contrapartida, o efeito de reducdo das CPE proporcionado pelo diabetes é

consistente com o maior risco cardiovascular inerente a esta doenca’.

A idade também pode influenciar diretamente as CPE. Heiss et al
demonstraram uma reducao da funcionalidade das CPE em pacientes acima de 60
anos quando comparados com individuos de 20 anos’™. Vasa et al demonstraram
uma reducéo nas células CD34"KDR" com o aumento da idade?® assim como Thum
et al observaram uma reducgdo nas células CD133"KDR" ao comparar individuos
mais jovens com mais idosos’®. Scheubel et al, ao avaliar pacientes com doenca
coronariana submetidos a CRVM, observou uma redugdo na quantidade de CPE
com a idade que ndo podia ser explicado pela prevaléncia de outros fatores de
risco’’. Neste trabalho, pacientes acima de 60 anos apresentaram uma tendéncia a

reducdo do numero de CPE ap6s o procedimento de angioplastia.

A resposta das CPE ao trauma vascular proporcionado pela angioplastia tem
se mostrado variavel entre os diferentes estudos. Neste, observou-se um predominio
da reducdo do numero de CPE péds-angioplastia, que ocorreu em 60% dos
pacientes. E importante ressaltar que o momento da coleta de sangue para
contagem da CPE apoés angioplastia pode influenciar diretamente os resultados. No
trabalho atual, a coleta de sangue ocorreu nas primeiras 24 horas apés angioplastia,

sendo em sua grande maioria com cerca de 12 horas do procedimento, mas ha
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inimeras diferencas na literatura. Tanto Gao et al® como Bonello et al*
demonstraram um aumento no numero de CPE nas primeiras 6 horas apos
angioplastia, porém o comportamento ao longo das 24 horas foi variavel. No trabalho
de Gao et al, dependendo do subgrupo de CPE analisada (mais madura ou mais
imatura) a sua mobilizagcdo da medula ocorreu em tempos distintos: houve reducgao
das células CD133'KDR" nas primeiras 5 horas apds angioplastia, aumentando
posteriormente, porém ndo retornando aos niveis pré-angioplastia apos 24 horas.
Nas células CD133"CD34'KDR"* houve um aumento nas primeiras 5 horas apés
angioplastia com progressiva reducdo ap6s esse periodo®. Inoue et al, por sua vez,
avaliaram a mobilizacdo de células CD34 ap0s angioplastia eletiva de vaso Unico,
demonstrando um aumento apdos 48 horas com pico em 7 dias apds implante de
stent convencional. O mesmo, entretanto, ndo se repetiu quando foram analisados
pacientes com implante de stent farmacolégico®. Bonello et al avaliaram o néimero
de CPE antes do procedimento, imediatamente apds a angioplastia e em 6h, 24h,
48h e 7 dias apos. Foi observado um aumento de CPE imediatamente apds a
angioplastia, atingindo o pico com 6 horas e retornando aos niveis pré-angioplastia
somente ap6s 7 dias**. Em contrapartida, Thomas et al avaliaram 20 pacientes
submetidos a angioplastia eletiva. Em todas as subpopulacbes de CPE estudadas
houve uma queda de 7-15% nas primeiras 6 horas apdés o procedimento, com
posterior elevacdo até 24 horas sem que retornassem aos niveis basais antes da
angioplastia®®. Essa reducdo nos niveis de CPE também foi observada no trabalho
de Lee et al, que avaliaram 8 pacientes diabéticos submetidos a angioplastia eletiva,
observando reducdo dos niveis de CPE 1 e 4 horas apdés o procedimento,
retornando gradativamente aos niveis basais em 24 horas. Apenas 1 paciente nesse
trabalho apresentou elevacdo das CPE, sendo esse o Unico com aumento das
enzimas cardiacas ap6s o procedimento>>. Por fim, Mills et al ressaltam que as CPE
circulantes (CD34'KDR™), mesmo podendo se diferenciar em células endoteliais, séo
raras no sangue periférico e ndo sdo mobilizadas rapidamente em reposta a um

insulto vascula®.

Neste trabalho, ndo houve associacdo estatisticamente significativa entre o
namero de CPE antes da angioplastia, ap6s a mesma ou a relacdo pré/pos
angioplastia com os desfechos cardiovasculares. Em contraste, no estudo de

Pelliccia et al os pacientes com niveis mais elevados das subpopula¢gdes de células
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CD34'KDR*CD45 e CD133"KDR'CD45 apresentaram maiores taxas de reestenose
em 8 meses e de eventos cardiovasculares maiores (mortalidade por todas as
causas, AVC, IAM e necessidade de nova revascularizacdo) nos 5 anos de

acompanhamento***3,

Alguns fatores podem ter contribuido para a auséncia de associagdo entre
CPE e desfechos neste estudo. O pequeno numero da amostra e dos desfechos,
assim como o tempo de seguimento relativamente curto (1 ano) ja podem ter
limitado a identificacdo dessas associagOes. Entretanto, dada a escassez de
trabalhos, tem importancia ao contribuir para o conhecimento sobre o assunto,

fornecendo subsidios para novos estudos com populacdes maiores.



56

8 LIMITACOES

O pequeno numero de CPE no sangue periférico, a influéncia de multiplos
fatores sobre seu nimero e mobilizacdo da medula 6ssea, bem como as diferencas
na caracterizacao e identificacdo das CPE tornam dificil seu estudo e a comparacgéo
entre os diversos trabalhos na literatura. Outra dificuldade de comparacdo entre
diferentes estudos consiste na avaliacdo do grau de injaria vascular apos o
procedimento de angioplastia. Gao et al mostraram uma correlagéo positiva entre a
area de superficie do stent, a pressdo maxima de insuflacdo do baldo e o aumento
nas CPE>. Neste estudo, uma vez que ndo ocorreram complicacdes isquémicas
durante ou apos o procedimento (as quais seriam critério de exclusdo), é possivel
supor que injaria vascular significativa ndo tenha ocorrido de tal forma a influenciar
as contagens das CPE apds o procedimento. Além disso, embora ndo tenham sido
avaliados a area de superficie do stent nem a pressdo maxima de insuflacdo do
baldo, ndo houve correlacdo entre o nimero de stents implantados e o nimero de
CPE. Contudo, como ndo houve avaliacdo da troponina pés angioplastia, fica
impossibilitada a identificacdo dos pacientes que possam ter apresentado leséo

miocardica subclinica durante o procedimento.

Por questdes éticas, pacientes assintomaticos ndo foram submetidos a
exames de imagem cardiovascular de rotina, estando a sua solicitacdo a critério do
médico assistente. O fato dos pacientes com angina nao terem repetido
sistematicamente a coronariografia impede o conhecimento da progressdo de

doenca e da reestenose angiograficamente definidos.

Por ultimo, a coleta de sangue foi realizada em apenas 1 momento apés
angioplastia, ndo sendo possivel determinar a curva evolutiva do nimero de CPE ao

longo do tempo
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9 PERSPECTIVAS FUTURAS

A conhecimento do papel das CPE no reparo vascular permitiu o uso deste
conceito na formulagéo de uma nova tecnologia de stents. O uso de anticorpos anti-
CD34 na superficie do stent permite a colonizacdo das CPE na estrutura do stent
acelerando a reendotelizacdo do segmento arterial’®>. Em teoria, esses dispositivos
seriam capazes de capturar as CPE circulantes, que se desenvolveriam em células
endoteliais maduras cobrindo a estrutura do stent e levando a menor incidéncia de
reestenose e trombose, assim como reduzindo a necessidade da dupla

antiaregac&o’®.

O primeiro stent com CPE foi implantado em 2003 e desde 2005 esta
disponivel em diversos paises da Europa e Asia. Diversos trabalhos desde entdo
tém estudado a eficacia e seguranca desta nova tecnologia®. O primeiro estudo,
Healthy Endothelial Accelerated Linning Inhibits Neointimal Growth (HEALING),
estabeleceu o perfil de seguranca, porém demonstrou que o stent ndo reduziu a
reestenose no mesmo patamar que o stent farmacolégico®. Na verdade, nenhum
trabalho ainda conseguiu demonstrar uma superioridade destes novos stents em
relacdo aos atuais stents farmacoldgicos. A explicacdo encontra-se na complexidade
dos marcadores que definem as CPE e a maneira como essas células modulam a
reendotelizacdo®. Os futuros stents com CPE devem considerar 0os avancos nos
marcadores de superficie que caracterizam esse tipo celular, com multiplos

anticorpos no stent®.
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10 CONCLUSOES

N&o houve associacdo entre CPE pré ou pdés-angioplastia e a ocorréncia de
reestenose coronariana e de eventos cardiovasculares adversos apoés intervencao

coronariana percutanea em homens submetidos a angioplastia eletiva no INC

O numero de CPE circulantes pré-angioplastia coronariana foi maior em

pacientes em uso de clopidogrel.

O numero de CPE circulantes pés-angioplastia coronariana foi maior em

pacientes em uso de beta-bloqueador.

Através da relacao CPE pré/pds angioplastia, observou-se que houve reducao
de CPE poés-angioplastia em pacientes em uso de blogueadores do receptor de
angiotensina. Pacientes com diabetes, idade acima de 60 anos, em uso de
clopidogrel ou beta-bloqueador mostraram tendéncia a reducdo de CPE pOs-
angioplastia, e em pacientes com IAM até 90 dias antes do procedimento, a
tendéncia foi de aumento das CPE pos-angioplastia.
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Apéndice A - Termo de consentimento livre e esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDG

Projeto: Células progenitoras endoteliais: o papel na fisiopatologia da reestenose apis intervengdo
coronanana percutanes

Instituigao: Institute Macional de Cardiologia (IMC)

Investigador Principal: Fernando Santiago Montenegro

INFORMAGOES E OBJETIVO DO ESTUDO

Voce ecta sendo selecionado para uma pesquisa porgue sera submetido a um procedimento de
revascularizagdo miscardica percutinea eletiva, que consiste na desobstrugdo de artérias coronarnias.
Tal procedimenio foi indicado pelo seu medice para melhorar a chegada do sangue até o coragao,
sendo esse um tratamento bem conhecido e que oferece melhora em muitos casos.

Mo entanto, uma parte dos pacientes ndo melhora com a revascularizagdo percutinea, que por
sua vez tem tambem alguns riscos. Uma das cauwsas da ndo melhora com este tratamenio & a
reestenose, gue significa uma nova obstrugdo no local onde foi fefto o procedimento. M3o se sabe
ainda exatamente o gue leva alguns pacienies a apresentarem resstencse e outros nao.

O objetivo desta pesguisa & wverficar se a varac3o da quantidade de células progenitoras
endotelizis pode prever que pacientes t8m maior risco de reestencse.  As celulas progenitoras
endoteliais s&o células gue circulam no sangue & gue tém como uma de suas fungdes o reparo de
danos causados 30s Vasos Sanguineos.

& comprovagdo de uma relagio entre a variagdo do nlmero dessas células antes e apds a
revascularizagdo percutanea pode futuramente ser utilizada para o desenvolvimento de medidas com
a finalidade de prevenir a reestencse.

Se wvooé concordar em participar desse estudo, sera solicitado a assinatura deste termo de
consentiments livre e esclarecido. O seu procediments de angioplastia ndo sera modificado caso
deseje ou ndo participar desse projeto. A sua participagdo consiste, além do tratamento proposto &
duas coletas de uma pequena amostra de sangue venoso (aprodimadaments 5 ml), uma no dia do
procedimento e oufra na manhd seguinie 3 este. Esses exames serdo usados para quantificar as
celulas progenitoras endoteliais circulantes no sangue.

PROCEDIMENTOS DO ESTUDO

Apos a coleta de sangue imicial vocé sera acompanhado duranite 1 ano com consultas
regulares no INC  em 3 meses, § meses, 8 meses & 1 ano. As consultas tem como objetivo
acompanhar a sua evolugdo. Essas consultas ndo substituem o seu acompanhamento regular com o
medico que indicou o procedimento, isto &, voré deve confinuar indo as consulias regulares de seu
medico independenie das consulias do projeto. O acompanhamenio total sera feito por 1 ano porem
sua participagdo pode durar mais se, com base nas informagdes reunidas durante o estudo, o mesmao
precisar ser prolongado. Messe caso vocé sera informado com antecedéncia e podera concordar ou
naoc em continuar o estudo.

SERA REALIZDO ALGUM EXAME OU PROCEDIMENTO NO ESTUDO?

3 seu procedimento de angioplastia ja agendado sera realizado independente da sua
participagio no projeto & o mesmo n3o irad interferr nele. Serd coletado sangue venoso antes & apds
o procedimento de angioplastia com relaizagido da contagem de células progenitoras endoteliais e
leucometria. Durante o acompanhaments nas consultas regulares sera feito uma historia medica com
seus sintomas antigos e atusis, cirurgias & procedimentos ja realizados, sintomas atuais e
medicagies em uso. Voo precisard dizer ao seu médico todas as medicagdes de uso regular
{incluindo homeopatia e vitaminas). Vocé sera submetido tambem a exame fisico compleio com
medidas de pressio sanguinea & batimentos do coragio.

Caso durante o acompanhamento volie a desenvolver sintomas relacionados ao coragdo
como dor, cansago, falta de ar podera ser submetido a exames para identificar novas chstrucdes nos
vasos do coragio entre eles elefrocardiograma, ecocardiograma, ecocardiograma de  stress,
cintilografia miocardica, teste ergometrico e cateterismo. Os exames s serdo realizados com sua
autorizagdo e concorddncia do seu médico. Caso nioc gueira realizar nenhum novo exame vooe
confinuara o acompanhaments normmal do estudo até sew término. A ndo realizagdo dos exames & um
direite seu & ndo implica no seu desligamento do estudo. Todos os exames serdo realizados dentro
do Instituto de Cardiclogia sem nenhum cusio para vocs.
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E possivel que ndo haja beneficio direto por participar deste estudo. Entretanto, sua participagio nos
ajudard a entender melhor a patologia de reestenose e sua relagdo com as células progenitoras
endoteliais.

MEUS DADOS PESSOAIS SERAD MANTIDOS EM SIGILO?

Todas as informagies serdo mantidas em total sigilo. Estaremos registrando as informacdes em
formularios de coleta de dades que ndo contém o seu nome, somente swas iniciais. Somente os
investigadores terdo acesso a eles.

O QUE ACONTECERA SE EU DECIDIR NAQ PARTICIPAR DESTE ESTUDO?
Sua participagio neste registro & woluntaria. Vocé pode se recusar a participar ou retirar sua
participagic a qualguer momento sem gue sofra qualguer penalidade cu perda de gualguer beneficio.

QUAIS SAD AS MINHAS RESPONSABILIDADES?

Dievera seguir as informagdes recebidas, comparecer em todas as wisitas agendadas, informar se
houver qualguer mudanga em sua salde & guais medicamentos voce toma.

GUAIS 05 RISCOS DA MINHA PARTICIF'M;EG NO ESTUDO?

0 risco direto consiste na coleta de sangue venoso antes & 24 horas apos a angicplastia podendo
causar sangramento local ou hematoma. Esse sera o Unico procedimentio necessario para o estudo.
Ao longo nas consultas caso vocé desenveolva algum sintoma podera ser indicado a realizagio de
testes para verificar isquémica (sofrimento do seu coragdo). Os testes so serdo realizados com o seu
consentimento & do seu médico. A ndo realizacio desses testes ndo implica no seu desligamento do
estudo. Os testes s3o o= listados abaixo com os respectivos riscos:

- Eletrocardiograma — exame gue avalia o padrio eléfrico do seu coragdc. O dnico risco
consiste na possivel necessidade de raspar o torax no local onde sera colocado o aparelho.

- Ecocardiograma — exame que olhar o seu coragdo em movimento, semelhante ao ultra-som.
Seu risco consiste em permanecer deitado para a realizagio do exame podendo causar
algurn desconforto.

- Ecocardiograma de stress — igual ao exame anteror porém com utilizacio de um remédio
(dobutamina) gque aumenta a frequéncia cardiaca e a forga do coragde. Os riscos inclusm
taguicardia (coragdo bater rapido), arrtmias, possibilidade de causar dor no peito, morte
slbita.

- Teste ergométrico — exame na gual vocé come na esteira para avaliar comoe seu coragdo
responde ao esforge. Os riscos incluem cansago pelo esforgo, taquicardia, arritmias, dor no
peito, morte subita.

- Cintilografia com estresse — exame no qual vooé come na esteira ou recebe um remédio
chamade dipiridamol que simula um esforgo fisico & depois entra num aparelho que faz
imagens do seu coragdo. Os riscos s80 0s mesmes do teste argométrico.

- Cateterismo — exame ja realizado por vocé no gual ha a injecio de contraste para tirar fotos
das artérias do coragdo. Os risco incluem reagdo ao contraste, dor no peito, perfuragio de
artérias, hematoma, derame pericardico, arritmias, necessidade de cirurgia de wrgéncia e
miorie.

TEREI ALGUMA COMPENSACADQ POR PARTICIPAR NO ESTUDO?

Os custos com fransporte para as consultas serdo arcados pelos pesquisadores para agueles gue
nic possuem direito o vale transporte. Também serdo arcados os custos com alimentag3o nos dia da
consulta.

CASD TENHA ALGUMA CDMPLIEM}EG DURANTE O ESTUDD?

Qualguer mudanca na sua salde deverd ser comunicado imediatamente aos pesguisadores. Caso
seja necessario atendimento de emergéncia devera procurar a unidade de pronto atendimento mais
proxima e comunicar imediatamente aos pesguisadores. Caso seja necessaro internagdc sera
providenciado a sua remogdo para o Instituto de Cardiclogia.

Caso o senhor se sinta lesado por qualgquer raziao em decorréncia da pesquisa podera solicitar
indenizagio ou compensagdo através dos meios legais.

COMO POS50 OBTER MAIS IHFGRMAGE)EE?
Caso eu tenha outras perguntas a fazer ou sofra algum dano decorrente da minha participago na
pesquisa, posso contactar os investigadores principais.



Meédico respansavel: Dr. Fernando Santiago Montenegro.
Enderego: Rua das Laranjeiras, 374 — 5° andar — Laranjeiras — Rio de Janeiro/RJ — CEP: 22240-006
Telefones (21) 30372288 / (21) 299418031 / (21) BEFETI515

Se voce tiver dividas sobre os seus direitos comeo um participante de um estudo, vooé pode entrar
em contate com o Comité de Etica responsavel pelo estude nesta instituicio.
Mome do CEP: Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do Instituto Macional de Cardiologia

. o enderego Rua da Laranjeiras, 374 — 5° andar — Laranjeiras — Rio de Janeiro/RJ — CEP: 22240-
008 ou telefone: (21) 2285-3344 ramal 2310.

Entendo que nosso relacionaments & o meu frataments ndo serdo afelados como conseguéncia de
minha decisio

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDOD

Eu. RG m®
. CPF n® , recebi

e compreendi por completo as informagdes por escrito, dadas acima, & as explicagies que meu

médico me dew. Meu meédico me explicou, tambem, que sou livre para escolher em concordar

participar ou recusar.

Eu concordo em participar deste estudo sob as condigbes descritas acima: meu consentimento ndo

lipera os organizadares do estudo de suas responsabilidades. Todos os meus direitos garantidos por

lei serdo preservados.

Caso eu venha a guerer, tenho liberdade em refirar minha participagdo a qualquer momento. Eu

estarei informando o medico do estudo.

As informagdes referentes a mim permanecerio estritamente confidenciais. Tenhe consciéncia de

gque meu mome nao sera revelado em nenhum material publicado proveniente do estudo.

Entendo que esse & um documents em duas vias as quais terei que assinar ambas juntamente com o

pesquisador & uma das copias ficara comigo e outra com o pesquisadar.

Mome do pacients:

data: ! !

assinatura

Investigador gque conduziu a discussao do consentimento livre e esclarecido:

Eu confimo que eu expliquei pessoalmente a natureza, objetivo, duragio e efeitos previsiveis e
riscos eventuais do estudo para o sujeito da pesquisa identificado acima.

Eu, por este meio, atesto gue, conforme meu conhecimento, a pessoa que assinag este termo de
consentimento livre e esclarecido entendeu a natureza, exigéncias, beneficios e riscos de sua
participacio e que sua assinatura & valida.

Mome do investigador:

data: f f

Femando Santiago Montenegro
Testemunha:

data: /! !

Andrea Rocha de Lorenzo
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Apéndice B — Ficha de avaliacédo dos pacientes

Ficha — Projeto Células Progenitoras Endoteliais

Nome:

Idade: Data de nascimento: [/ [/
Sexo:

Prontuario:

Local de acompanhamento:
Endereo:

Telefone:

Altura: Feso: IMC:
Co-morbidades:

HAS Tabagizsmo ative
DM [NID] Ex-tabagista

DM (ID) Sedentario

DLP IRC (creat > 1,5
Hist, familiar 1AM previo

PTCA previa CEVHM previa

Medicacoes de uso regular

IECA Clopidogrel
ERA Aldactone
B-blogqueador Diurético
Estatina Marevan
AAS BLQ de Calcio
Outras:

Procedimento de Angioplastia

Data: J [
Via:radial [ ) femoral [ ] outra:

Indicacao:

Laudo:



Consulta 03 meses —data: ___ /  J
Sintomatico sim([) ndo()
Avaliagao:

Consulta 06 meses —data: ___/___/

Sintomatico sim([) ndo( ]
Avaliagao:

Consulta 09 meses —data: /[

Sintomatico sim([) ndo( )
Avaliagao:
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Consulta 12 meses—data: ___/
Sintomatice sim([ ] nde( )
Avaliacao:

Desfecho primario: sim [ ) nao [ )

Sind. Coronariana Aguda

- - p—— . -
An opu eguivalente associado a exame de imagem

Desfecho secundario: sim( ] ndo [ )

angina tipica sem isquemia documentada em testes nao invasivos

reestenose intra-stent visnalizada em nove cateterismo cardiaco

obito por qualguer causa

obito por doenga cardiovascular

necessidade de nova revascularizagio miocardica
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ANEXOS

Anexo 1 — Parecer final do CEP

( INSTITUTO NACIONAL DE ™ PlataPorma
CARDIOLOGIA - INC %ﬂﬂ
| all
FARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Pesquisa da relagdo entre as células progenitoras (células com capacidade de originar
outros tecidos) & o surgimento de nova obstrugdo que ocorre apos a colocagdo de
stent nos vasos do coragdo.

Pesquisador: Femando Santiago Montenegro

Area Tematica:

Versdo: 3

CAAE: 27615914 9.0000.5272

Instituigdo Proponente: Instituto Macional de Cardiclegia - INC
Patrocinador Principal: Institute Nacional de Cardiologia - INC

DADOS DO PARECER

Miamero do Parecer: 662.939
Data da Relatoria: 29/04/2014

Apresentagio do Projeto:

Resposta ao parecer consubstanciado do CEP n® 616561, de 15/047/2014.
Foram adicionados ao protocolo os seguintes documentos:

1. resposta CEP 2{27/04/2014);

2. nova verso das Informagdes Basicas do Projeto (27/04/2014);

3. nova versio do TCLE (27/04/2014);
4

. nova digitalizagio do formulario de ciéncia do projeto de pesquiza pelas chefias(15/04/2014).

Objetive da Pesquisa:
Ver parecer consubstanciado n® 540.241 de 25/022014.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:
Yer parecer consubstanciado n® 540241 de 25022014,

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
YWer parecer consubstanciado n® 540241 de 250272014,

Congideragdes sobre os Termos de apresentagdo obrigatdria:
Ver parecer consubstanciado n® 540.241 de 25/022014.
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- ( INSTITUTO NACIONAL DE "% PlaboRorme
In CARDIOLOGIA - INC Wﬂl‘l
Coninuacdo o Panecer 562.939‘

Recomendagdes:

Menhuma.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Pendéncias:

1. Quanto ac projeto:

a. o titulo pdblico deve ser reescrito em linguagem acessivel & populagdo geral, ndo especialista, gue
acesse a Plataforma Brasil.

Resposta 1: Em relagdo ao titulo pdblico, o mesmo foi reescrito da seguinte maneira: Pesguisa da relacio
entre células progenitoras endoteliais e reoclusdo apos angioplastia coronariana percutinea.

AvaliagBo 1: apesar da modificagdo, o titulo pdblico continua redigido em linguagem técnica. Pendéncia no
atendida.

Resposta 2 o titule publico foi reescrito: Pesguisa da relacdo entre as células progenitoras (células com
capacidade de originar outros tecidos) e o surgimento de nova obstrugio que ocorre apds a colocagdo de
stent nos vasos do coragdo.

Avaliagio 2: pendéncia atendida.

2. O orgamento financeiro deve ser detalhado, com recursos, fontes e destinagdo, bem como a forma e o
valor de eventual remuneragdo dos pesquisadores (incluindo bolsas). Solicitamos esclarecimanto quanto &
origem dos recursos (pesquisa ou assisténcia? Financiados pelo orgamento do instituto ou por agéncias de
fomento?).

Resposta 1: Em relagdo ao orcamento, ndo havera bolsa ou remuneragio adicional para os pesguisadores.
0= materiais necessanos para a pesquisa ja e encontram disponiveis no Instituto Macional de Cardiologia.
Avaliagdo 1: se os materiais ja se encontram disponiveis no INC, & necessario descrever a origem dos
recursos para a sua aguisicdo. Pendéncia ndo atendida.

Resposta 2: ndo haverd bolsa ou remuneragdo adicional para o3 pesquisaderes. Os materiais necessarios
para a pesquisa ja se encontram disponiveis no Institue Nacional de Cardiologia e foram adgquiridos com
verbas da FINEP alocadas em varios projetos do laboratorio de Biologia Celular e Molecular do INC, sendo
utilizados rotineiramente no laboratério em diversas pesgquisas, com sua reposicdo assegurada atraveés
desse financiamento (FINEP).

Avaliagio 2: pendéncia atendida.



» ( INSTITUTO NACIONAL DE "% Plaboforma
In CARDIOLOGIA - INC Wﬂﬂ

Coninuagdo do Parecer: 662.939

3. Deve ser apresentada a declaragdo de anuéncia das chefias dos servicos nos quais a pesquisa sera
desenvolvida.

Resposta 1: Declaragdo de anuéncia das chefias: foi assinada & anexada & plataforma Brasil.

Avaliago 1: a imagem excluiu a Ultima assinatura do documento. Solicitamos o envie da digitalizagdo
corrigida do formulario. Pendéncia ndo atendida.

Resposta 2: a declarag@o de anuéncia das chefias ela foi redigitalizada para incluir todas as assinaturas.

Avaliagio 2 pendéncia atendida.

4.0 TCLE deve esclarecer que o participante tem o direito a solicitar indenizagéo por meios legais em caso
de danos decomentes da pesquisa.

Avaliagdo 1: apesar das modificagdes realizadas, a nova verso do TCLE ainda ndoc menciona a
possibilidade de indenizag8o. Pendéncia ndo atendida.

Resposta 2: & seguinte frase foi acrescentada no TCLE: “Caso o senhor se sinta lesado por qualguer razdo
em decoméncia da pesquisa podera solicitar indenizagao ou compensagio atraves dos meios legais.”
Avaliagdo 2 pendéncia atendida.

Situagao do Parecer:

Aprovado

Mecessita Apreciagio da CONEP:
Mo
Consideragoes Finais a critério do CEP:

Conforme Resoclugdo 466/12, relatorios semestrais e final deverdo ser enviados ao CEF/INC atraveés de
notificagdo na Plataforma Brasil.
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