
Revista da Sociedade de Cardiologia do Rio Grande do Sul - Ano XIII nº 03 Set/Out/Nov/Dez 2004

1

Artigo

SOCIEDADESOCIEDADESOCIEDADESOCIEDADESOCIEDADEREVISTA da

de CARDIOLOGIA dode CARDIOLOGIA dode CARDIOLOGIA dode CARDIOLOGIA dode CARDIOLOGIA do
RIO GRANDE DO SULRIO GRANDE DO SULRIO GRANDE DO SULRIO GRANDE DO SULRIO GRANDE DO SUL

TERAPIAGÊNICAAPLICADAÀSDOENÇASCARDIOVASCULARES

Renato A K. Kalil *
Roberto Tofani Sant´Anna **

* Cirurgião do Serviço de Cirurgia Cardiovascular do IC/FUC. Professor-Adjunto Responsável pela Disciplina de
Cardiologia da FFFCMPA. Professor do Programa de Pós-Graduação emCiências da Saúde da Fundação

Universitária de Cardiologia (FUC-RS). Pesquisador, 1B, do CNPq
** Bolsista de Iniciação Científica do IC/FUC-CNPq

Serviço deCirurgia do
INSTITUTODECARDIOLOGIADORIOGRANDEDOSUL

FUNDAÇÃOUNIVERSITÁRIADECARDIOLOGIA

Endereço para Correspondência:

Instituto de Cardiologia do RS � Unidade de Pesquisa � Dr. RenatoA.K. Kalil
Av. Princesa Isabel, 370 Santana PortoAlegre � RS 90620-001

Fone/fax: 51-3230.3600 R.3891 / 3777 e-mail: pesquisa@cardnet.tche.br

Introdução

Apesar dos avanços significativos na terapêutica, a doença
arterial coronariana (DAC) permanece como principal causa de morte
prematura no mundo ocidental 1 .A prevalência da doença determina
gastos financeiros imensos ao sistema de saúde 1, 2 , portanto,
novas formas de tratamento devem ser buscadas. A disponibilidade
de vetores com tropismo pelo miocárdio, capazes de uma expressão
protéica longa e estável 3 , e o isolamento de células progenitoras
com potencial angiogênico e regenerativo4 oferece possibilidades
de desenvolvimento de terapia baseada em proteção e regeneração
do miocárdio isquêmico e insuficiente.

Neste artigo, discutimos os avanços clínicos e pré-clínicos
em terapia gênica, com ênfase em estratégias terapêuticas que
buscam a proteção miocárdica da isquemia e injúria de reperfusão e
a neovascularização e regeneração de miocárdio isquêmico.

Terapia Gênica

A terapia gênica em doenças cardiovasculares não visa a
substituir um gene anormal, mas supra-regular a expressão de uma
proteína útil aumentando o conteúdo deDNA. Sua efetividade depende
do gene, dos vetor e da forma de administração utilizados.

A escolha de vetores está relacionada à segurança, ao
tempo de expressão e à forma de administração em questão.Amaneira
mais simples é utilizar plasmídeo desnudo contendo o DNA (sem
vetor), contudo ele necessita de alta doses de DNA, tem uma
expressão apenas transitória e precisa ser entregue localmente,
uma vez que é degrado pelas nucleases circulantes quando atinge a
circulação. A utilização de vetores aumenta a efetividade de
transfecção. Vírus infectam naturalmente as células e introduzem
seu DNA. Os vírus utilizados para terapia gênica são modificados de
forma a não poderem se replicar nas células hospedeiras nem
expressarem proteínas necessárias para se encapsularem, sendo
estas seqüências do genoma viral substituídas pelo gene de interesse
a ser expressado na célula-alvo. Contudo, eles deflagram a resposta
imune do hospedeiro, o que diminui a efetividade de aplicações futuras
com o mesmo vetor. A utilização de retrovírus em células
hematopoiéticas esteve associada à mutagênese de inserção e ao
desenvolvimento de leucemia, sendo seu uso proibido nos Estados
Unidos. Pelo perfil seguro e o tropismo para o miocárdio, os vetores

com adenovírus são os mais comumente utilizados em doenças
cardiovasculares.

Vetores não-virais têm sido criados para evitar as questões
de segurança relacionadas aos vírus. Transferência gênica não-
viral pode ser realizada por micro-injeção, com dextran, por
precipitação de fosfato de cálcio, eletroporação, lipossomas ou por
partículas recobertas de DNA. A forma mais usada é por lipossomas.
Lipossomas catiônicos condensam e retêm DNA por interação
eletrostática, permanecendo estáveis em solução aquosa por meses.
Os lipossomas carregados positivamente aderem à superfície celular
negativa, para liberar o DNA no citoplasma das células-alvo. Postula-
se que o DNA plasmidial é, então, incorporado ao núcleo como um
epissoma. Em favor desta técnica está o perfil relativamente seguro
dos lipossomas, a falta de restrições quanto ao tamanho do DNA
plasmidial ou à célula-alvo e a relativa facilidade de preparação 5 .

Genes já foram administrados por diversas rotas:
intravenosa, pela artéria pulmonar, pelo átrio esquerdo,
intracoronariana (seletiva ou não), transepicárdica intramiocárdica,
transendocárdica intramiocárdica por cateter eletromecânico e
intrapericárdica. Como a adminstração local é provavelmente a ideal6 ,
estudos clínicos utilizam preferencialmente a via intracoronariana
(adenovírus) ou intramiocárdica (DNA desnudo ou adenovírus). A via
transepicárdica traz o risco intrínseco da cirurgia, o que não deve
ser considerado se a administração for feita durante uma cirurgia de
revascularização do miocárdio

1 American Heart Association. Heart Disease and Stroke
Statistics: 2004 Update. Dallas, Tex: American Heart
Association; 2003.

2 Golberg RJ, Kostam MA. Assesing the population burden
from heart failure: need for sentinel population based-
surveillence systems. Arch Int Med. 1999;159:

3 Svensson EC, Marshall DJ, Woodard K, et al. Efficient and
stable transduction of cardiomyocytes after intramyocardial
injection or intracoronary perfusion with recombinant adeno-
associated viral vectors Circulation. 1999;99:201-205.

4 Raffi S, Lyden D. Therapeutic stem and progenitor cell
transplantation for organ revascularization and regeneration.
Nat Med. 2003;9:702-712.

5 Duckers HJ, Nabel EG. Prospects for genetic therapy of
cardiovascular disease. Med Clin North Am 2000;84(1):199-
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Terapia gênica para proteção do miocárdio em risco

O desenvolvimento de terapias gênicas para o infarto agudo
do miocárdio não é possível com os vetores atualmente disponíveis,
uma vez que o tempo necessário para transcrição e translação do
gene terapêutico excede a janela terapêutica para uma intervenção
bem sucedida 1 . Alternativamente, pode ser buscada uma proteção
miocárdica prolongada da injúria induzida pela isquemia. Assim, a
terapia gênica com genes de citoproteção protegeria o coração da
injúria de isquemia/reperfusão futura, minimizando a necessidade de
intervenção em pacientes de alto risco.

Terapia gênica para proteção miocárdica contra o estresse oxidativo
e a inflamação

Aumento da expressão de genes anti-oxidantes pode
potencializar a reserva anti-oxidante endógena e reduzir o dano
relacionado ao estresse oxidativo no miocárdio isquêmico.

Melo et al já avaliaram a utilização de um gene de uma
enzima anti-oxidante em ummodelo de isquemia/injúria de reperfusão
em ratos 2 . Foi utilizado um vírus adeno-associado para aplicação
intramiocárdica do gene heme-oxigenase-1 semanas antes da indução
do IAM, e, quando este foi induzido, esteve associado com decréscimo
de 80 % da área de infarto com menor estresse oxidativo, inflamação
e fibrose intersticial em relação ao grupo controle, sendo
acompanhado por recuperação pós-infarto e normalização das
dimensões ventriculares. Produção eficaz da injúria de isquemia/
reperfusão também foi obtida a partir de terapia gênica com outras
enzimas anti-oxidantes 3 , 4 , assim como proteínas heat shock5 e
�survival genes�, como Akt6 .

A terapia gênica, visando à proteção miocárdica, também
pode ser útil na prevenção da rejeição de órgãos transplantados.
Administração do gene da heme-oxigenase com adevírus ao coração
de ratos antes do transplante levou ao aumento da sobrevida do
enxerto, prevenindo arterosclerose, inflamação e fibrose intersticial
7 .

A inibição de genes pro-inflamatórios ativados pela isquemia/
injúria de reperfusão pode ser uma alternativa para proteção cardíaca
aguda. O pré-tratamento com oligonucleotídeos capazes de inibir a
atividade do fator nuclear-kB reduziu o tamanho do infarto após a
ligadura coronária em ratos 8 e tratamentos semelhantes aumentaram
a tolerância e a sobrevivência de enxertos 9

Terapia gênica com citocinas angiogênicas

Angiogênese e vasculogênese são responsáveis pela
formação do sistema vascular em embriões 10 11 12 .
Vasculogênese é o processo de formação in situ de vasos
sangüíneos a partir de células progenitoras endoteliais e angioblastos,
que migram e se fundem com outras células endoteliais progenitoras
e capilares enquanto formam novos vasos. Já a angiogênese é a
extensão de uma rede vascular já formada pelo surgimento de novos
capilares e proliferação de células previamente diferenciadas.

Até recentemente, acreditava-se que a vasculogênese
estivesse restrita ao desenvolvimento embrionário, sendo a
neovascularização em adultos feita somente pela angiogênese. A
descoberta de que células progenitoras endoteliais derivadas da
medula óssea circulam no sangue periférico 13 , migram e se
incorporam para foci de neovascularização em animais adultos 14 ,
aumentamde número em resposta a isquemia tecidual 15 , e aumentam
o desenvolvimento de vasos colaterais após expansão ex vivo e
transplante16 mudou este paradigma. Estes estudos estabeleceram
que a neovascularização em adultos não está restrita à angiogênese;
ela envolve os dois mecanismos observados nos embriões.

A angiogênese, induzida pela administração direta de
fatores de crescimento de endotélio vascular no miocárdio isquêmico,
destina-se a promover a formação de novos vasos, capilares e
arteríolas, em regiões cuja revascularização não é possível por cirurgia

direta, nem por angioplastia percutânea. Sendo a angiogênese o
efeito buscado pela maior parte dos estudos com terapia gênica em
doenças cardiovasculares, seu mecanismo merece ser detalhado.

Angiogênese
Mecanismo daAngiogênese

A formação natural de novos vasos sangüíneos pode ser
iniciada por alguns fatores de natureza mecânica, por processos
inflamatórios ou por hipóxia (desbalanço energético). O processo de
angiogênese ocorre por estágios, representados na seqüência da
Figura 1, e que, resumidamente, compreendem: dilatação do vaso,
ativação de células endoteliais, ativação de plaquetas,secreção de
ativadores do plasminogênio e enzimas proteolíticas, desgranulação
de mastócitos, ativação de macrófagos, ruptura da membrana basal
e aumento de permeabilidade com saída de fibrina e outras proteínas
(estágio 1). A seguir, ocorre formação de pseudópodos, degradação
da matriz extracelular, migração de células endoteliais para o espaço
extravascular com proliferação das mesmas e formação de brotos
de tecido vascular (estágio 2). Por fim, forma-se nova membrana
basal e maturação da nova parede vascular para estabelecimento do
fluxo sangüíneo, formação de tubos e conexões, estabelecendo-se
os novos vasos (estágio 3) 17 (3).(Fig. 1).
O processo pelo qual a hipóxia e a inflamação induzem à
angiogênese está parcialmente esclarecido. Em resumo, sabe-se
que a inflamação aumenta a produção do peptídeo derivado de
macrófagos PR-39. Este inibe a degradação de HIF-1alfa (hypoxia-
inducible factor 1 alfa), o que leva a aumento da expressão de
VEGF (vascular endothelium growth factor), seus receptores Flt1
e Flk1 e da sintetase de óxido nítrico (eNOS). Por outro lado, o PR-
39 aumenta a produção de fatores de crescimento de fibroblastos
(FGF), os quais têm poder angiogênico. Ainda por outro caminho, a
inflamação induz a produção de citoquinas promotoras de
angiogênese. (Fig. 2) 18

1 Mello LG, Pachori AS. Kong D, et al. Mollecular and cell-
based therapies for protection, rescue and repair of ischemic
myocardium. Reasons for cautious optimism. Circulation.
2004;109:2386-2393.

2 Melo LG, Agrawal R, Zhang L, et al. Gene therapy strategy
for long term myocardial protection using adeno-associated
virus-mediated delivery of heme oxygenase gene. Circulation.
2002;105:602-607.

3 Woo YZ, Zhang JC, Vijayasarathy C, et al. Recombinant
adenovirus-mediated cardiac gene transfer of superoxide
dismutase and catalase attenuates postischemic contractile
dysfunction . Circulation. 1998;98 (suppl): II-255-II-260.

4 Zhu HL, Stewart AS, Taylor MD. Blocking free radicals
production via adenoviral gene transfer decreases cardiac
ischemia-reperfusion injury. Mol Ther. 2001;3:A837.

5 Suzuki K, Sawa Y, Kaneda Y. In vivo gene transfer of heat
shock protein 70 enhances myocardial tolerance to
myocardial ischemia-reperfusion injury in rat. J Clin Invest.
1997;99:1645-1650.

6 Matsui T, Li L, Del Monte F, et al. Adenoviral gene transfer of
activated phosphatidylinositol 3´-kinase and Akt ihhibits
apoptosis of hypoxic cardiomyocytes in vitro. Circulation.
1999;100:2373-2379.

7 Tsui TY, Wu X, Lau CK, et al. Prevention of chronic
deterioration of heart allograft by recombinant adeno-
associated virus-mediated heme oxygenase-1 gene transfer.
Circulation. 2003;107:2623-2629.

8 Morishita R, Sugimoto T, Aoki M, et al. In vivo transfection of
cis element �decoy� against nuclear factor kB binding sites
prevents myocardial infarction. Nat Med. 1997;3:894-899.

9 Poston RS, Mann MJ, Hoyt EG, et al. Antisense
oligodeoxynucleotides prevent acute cardiac allograft
rejection via a novel, non-toxic, highly efficient transfection
method.

10 RissauW. Differentiation of endothelium. FASEB J 1995;9:926-
33.

11 Flamme I, Rissau W. Induction of vasculogenesis and
hematopoiesis in vitro. Development. 1992;116:435-9.

12 Weiss MJ, Orkin SH. In vitro differentation of murine embryonic
stem cells. New aproaches to old problems. J Clin Invest.
1996;97:591-5.

213.
6 Laham RJ, Rezaee M, Garcia L, et al. Tissue and myocardial

distribution of intracoronary, intravenous, intraepicardial and
intramyocardial 125I-labeled basic fibroblast growth factor
favor intramyocardial delivery [Abstract]. J Am Coll Cardiol.
2000;35:10A.
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Fatores de Crescimento Angiogênico

As duas famílias de fatores mais bem estudadas, que
participam do processo acima descrito, são as de fator de crescimento
vascular endotelial (VEGF) e as de fator de crescimento fibroblástico
( FGF). Omembromelhor identificado da família VEGF é VEGF-A, que
consiste de 5 isoformas, resultantes de divisões alternativas de um
gen único, ou sejam: VEGF 121, VEGF 145, VEGF 165, VEGF 189 e
VEGF 206. A família FGF compreende pelo menos 9 polipeptídeos,
incluindo FGFbásico e FGFácido. Diferentemente do VEGF, FGF atua
na mitogênese de células endoteliais, de fibroblastos e de células
musculares lisas.

Angiogênese Terapêutica: Proteína Recombinante
x Terapia Gênica

Citocinas angiogênicas podem ser administradas como
proteínas recombinantes humanas ou por transferência gênica. A
utilização de proteína recombinante é uma abordagem mais
convencional e tipicamente demonstra uma relação mais precisa de
dose-resposta do que a transferência gênica. A proteína é
normalmente administrada por via sistêmica e portanto é limitada pelos
efeitos colaterais em potencial das altas concentrações plasmáticas
necessárias para atingir uma captação adequada do miocárdio. Esse
efeitos colaterais incluem hipotensão e edema com o VEGF1 . A
cinética de proteínas recombinantes circulantes sugere que, com o
uso intravenoso, é pouco provável que haja uma captação miocárdica
ou tempo de permanência suficientes para atingir efeitos biológicos
importantes; a via intracoronariana é uma alternativa2 .
Uma aplicação potencialmente útil seria uma dose única que
promovesse um aumento na concentração da proteína angiogênica
na área de isquemia miocárdica sem aumento nos níveis
sistêmicos, para reduzir o potencial de efeitos colaterais. As
formas de terapia gênica atualmente disponíveis podem atingir
estes alvos terapêuticos. DNA desnudo e adenovírus produzem
efeitos apenas transitórios, o que seria adequado para o time
frame necessário para a angiogênese. A via intracoronariana pode
ser suficiente para transferência gênica por adenovírus 3 ,
enquanto DNA plasmídeo desnudo requer injeção intramiocárdica
direta devido à degradação por nucleases circulantes 4 ,5 .

1 Hariawala MD, Horowitz JR, Esakof D, et al. VEGF improves
myocardial blood flow but EDRF-mediated hypotension in
porcine hearts. J Surg Res.1996;63:77-82.

2 Lazarous DF, Shou M, Stiber JA, et al. Pharmacodinamics of
basic fibroblast growth factor: route of administration
determines myocardial and systemic distribution. Cardiovasc
Res. 1997;36:78-85.

3 Giordano FJ, Piong P, McKirnan MD, et al. Intracoronary gene
transfer of fibroblast growth factor-5 increases blood flow
and contractile function in an ischemic region of the heart.
Nat Med. 1996;2:534-9.

4 Wolff JA, Ludtke JJ, Acsadi G, et al. Long-term persistence of

plasmid DNA and foreign gene expression in mouse muscle.
Hum Mol Genet. 1992;1:363-9.

5 Tsurumi Y, Takeshita S, Chen D, et al. Direct intramuscular
gene transfer of naked DNA enconding vascular endothelial
growth factor augments collateral development and tissue
perfusion. Circulation. 1996;74:1061-5.

EstudosExperimentais

O modelo mais comum utiliza um constritor amaurótico para
gradualmente ocluir uma artéria coronária. A ligação de uma coronária
produz infartos transmurais em porcos e infartos menores, não
transmurais, em cães . Nestes modelos, proteínas angiogênicas ou
genes foram administrados por várias rotas, e sua efetividade foi
avaliada pela análise histológica do número e tamanho dos capilares
e vasos, quantificação dos marcadores celulares endoteliais, medida
do fluxo sangüíneo coronário, angiografia, e medida da função
ventricular durante repouso ou stress.

A maior parte dos estudos demonstrou evidência de
angiogênese após a intervenção. Injeção intracoronariana de FGF-2
de 2 a 28 dias aumentou a circulação colateral em cães , . Utilizando
o mesmo modelo, a injeção por via intravenosa foi inefetiva ,
provavelmente pelo seqüestro pulmonar.

A experiência com transferência gênica de FGF émais limitada.
Injeção intramuscular de dose única de DNA desnudo codificando
FGF-1 e transferência gênica de FGF-5 por adenovírus mostrou
melhora da perfusão em modelos isquêmicos de membro inferior de
coelhos e miocárdio porcino30, respectivamente.

O efeito do VEGF165 como proteína recombinante foi estudado
em modelos caninos e porcinos. Injeção intracoronariana única foi
efetiva em porcos , assim como séries de duas injeções locais via
cateter por balão 41, , injeção intramiocárdica , e injeção
intracoronariana no 28º dia pós indução de infarto no cão . A
administração por via intravenosa não foi efetiva 43.

Genes codificando VEGF165 e VEGF121 assim como VEGF-
2 foram utilizados em vários estudos animais, sob a forma de plasmídeo
DNA desnudo ou de vetores adenovirais. Injeções intramiocárdicas
de plasmídeoDNA codificandoVEGF16545,46 eVEGF-247, bem como
adenovírus codificando VEGF12148,49, pós-infarto por constritor
amaurótico, aumentaram a perfusão e função da circulação colateral
em porcos.

Problemas como localização indesejada, baixa produção e
níveis insuficientes de VEGF no miocárdio, que ocorrem pelo
fornecimento intracoronariano de adenovírus49, ou resultados como
o não-aumento da circulação colateral na oferta de adenovírus via
pericárdica em cães50 são fatores que apontam favoravelmente
para utilização da via intramiocárdica. Estudos recentes também
sugerem que a injeção de plasmídeo VEGF165 em porcos é efetiva
quando administrada intramiocárdio transendocárdio por cateter46.

Recentemente um estudo experimental comparou os efeitos
da administração de FGF e VEGF intramiocárdicos como proteínas
recombinantes sobre omiocárdio hibernante51.Ambos demonstraram
melhora da perfusão, sendo que este efeito foi inconsistente sobre a
função cardíaca. Mais importante, esta melhora da perfusão foi
mantida por 6 meses após a terapia, demonstrando que os vasos,
uma vez criados, foram mantidos por mecanismos fisiológicos. A
potência angiogênica dos fatores foi similar.

EstudosClínicos

A angiogênese terapêutica por meio de proteínas
recombinantes angiogênicas não é efetiva para doença coronariana
em seres humanos nas dosagens e na forma em que foi tentada,
provavelmente devido à pequena dosagem atingida no miocárdio
isquêmico, considerando-se a farmacocinética destas proteínas
recombinantes. O dois principais estudos de fase II, o FIRST (ref. 59)
e o VIVA trial (ref 58), que utilizaram múltiplas aplicações de
,respectivamente, FGF e VEGF como proteína recombinante em
pacientes com cardiopatia isquêmico, não mostraram eficácia da
terapêutica em relação ao desfecho primário.

Os estudos clínicos publicados sobre transferência gênica
para angiogênese terapêutica até a pouco foram limitados a ensaios
de fase I, não randomizados, apenas avaliando diferentes doses de
plasmídio ou adenovírus.

Um ensaio envolveu 30 pacientes com angina refratária e

13 Asahara T, Masuda H, Takahashi T, Kalla C, Pastore C, Silver
M, et al. Isolation of putative progenitor endothelial progenitor
cells for angiogenesis. Science. 1997;275:964-

20 Asahara T, Masuda H, Takashi T, et al. Bone marrow origin of
endothelial progenitor cells responsible for postnatal
vasculogenesis in physiological and pathological
neovascularization. Circ Res. 1999;85:221-8.

21 Takahashi T, Kalka C, Masuda H, Chen D, Silver M, KearneyM,
et al. Ischemia- and cytokine-induced of bone marrow-derived
endothelial progenitor cells for neovascularization. Nat Med.
1999;5:434-8.

16 Kalka C, Masuda H, Takahashi, et al. Transplantation of ex
vivo expanded endothelial progenitor cells for therapeutic
neovascularization. Proc Natl Acad Sci USA. 2000;97:3342-
7.

17 Rukusan K. Coronary angiogenesis- from morphometry to
molecular biology and back. Annals New York Academy of
Sciences 1995;752:257-266.

18 Habeck M. Wielding more power over angiogenesis. Molecular
Medicine Today 2000;6:138-139.
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não-tratáveis por revascularização convencional62-64. Três grupos
(com 10 pacientes cada) receberam diferentes doses (125, 250 e
500mcg) de plasmídio DNA codificando VEGF-165 via intramiocárdica
por meio de uma mini-toracotomia. Foi realizado mapeamento
eletromecânico do ventrículo esquerdo antes e 60 dias depois, com
melhora significativa após a terapia gênica na contratilidade
miocárdica, o que correspondeu a aumento da perfusão em repouso
e em stress63 ao SPECT (single-photo emission computed
tomography).

Quanto à sintomatologia, em 1 ano o consumo de
nitroglicerina diminuiu de 60 comprimidos/semana para 3 comprimidos/
semana; também foi significativo o aumento no tempo de exercício
(98s) e no tempo de exercício para angina (2,5 min)64; tais resultados
positivos já haviam sido parcialmente observados 90 dias após
tratamento com plasmídio DNA62.

Esses achados apóiam a tese de que certos defeitos
cardíacos devem-se a focos de hibernação de miocárdio viável65,
melhorados após neovascularização.

Outros três estudos com injeção intramiocárdica de
plasmídio DNA codificando VEGF-2 mostraram resultados favoráveis
à terapia gênica. O primeiro deles66,67, com 30 pacientes, apresentou
aos 90 dias diminuição da frequência de angina e do consumo de
nitroglicerina, aumento no tempo de exercício, além de melhora na
perfusãomiocárdica nuclear e contratilidade cardíaca pormapeamento
eletromecânico.

No segundo68, os 6 pacientes receberam injeção por cateter
e obtiveram diminuição da angina aos 90 dias, além de melhora da
perfusão e da função eletromecânica. Este último serviu de base
para um ensaio clínico randomizado, duplo-cego, que também utilizou
cateter para injeção do plasmídio nos 19 pacientes em estudo69-71.
Eles apresentaram redução na classe da angina emelhora na perfusão
de áreas hipoperfundidas ao stress.

Além das vantagens citadas, a taxa de mortalidade nesses
quatro estudos com VEGF-1 ou VEGF-2 foi de 3,5% em
aproximadamente 33 meses de seguimento. Enquanto isso, ensaios
clínicos que realizaram cirurgia de revascularização transmiocárdica
a laser apresentaram taxas de mortalidade bastante superiores, de
11 a 13% em 1 ano72-74.

Também foram realizados estudos de terapia gênica
mediante transferência de adenovírus codificando VEGF12175,76 ou
FGF-477. Em um dos estudos com VEGF12175, o adenovírus foi
administrado intramiocárdio em 15 pacientes durante cirurgia de
bypass e em 6 pacientes por mini-toracotomia. Houve melhora dos
sintomas em ambos os grupos, apesar de as imagens de perfusão
no estresse induzido não apresentarem mudança.

Outro estudo com adenovírus, o Angiogenic GENe Therapy
(AGENT)77, um ensaio clínico randomizado, duplo-cego, utilizou
Ad5FGF-4 em injeção intracoronariana simples a fim de avaliar sua
segurança e efeitos anti-isquêmicos. Setenta e nove pacientes, entre
30 e 75 anos, com angina estável há mais de 2 meses (classes 2 ou
3 segundo a Canadian Cardiovascular Society) foram alocados para
receber placebo (n=19) ou tratamento ativo (n=60) em doses
crescentes (3,3.108 a 1011 partículas). Não houve efeitos adversos
imediatos. Efeitos adversos graves durante o seguimento (média de
311 dias) não foram diferentes entre controle e Ad5FGF-4.

O desfecho primário, aumento no tempo de exercício, não
foi significativo entre tratamento ativo e placebo em 4 e 12 semanas
pós-intervenção (1,34 vs. 0,68 e 1,67 vs. 0,98 min, respectivamente).
Tendência amelhora no tempo para angina tambémnão foi significativa.
Em análise posterior, pacientes com tempo de teste ergométrico = 10
min antes do experimento, entretanto, apresentarammelhora no tempo
de exercício quando tratados com Ad5FGF-4 (1,6 vs. 0,6 min), além
de aumento também significativo no tempo para angina em 4 semanas
(1,7 vs. 0,7 min).

O Kuopio Angiogenesis Trial (KAT) avaliou a segurança e
factibilidade da transferência gênica de VEGF por cateterismo na
prevenção da reestenose pós-angioplastia e no tratamento da
cardiopatia isquêmica crônica, em um ensaio clínico randomizado,
duplo-cego, controlado por placebo78. Para tal, 103 pacientes (classe
Canadian Cardiovascular Society II a III, idade média 58+ 6 anos)
submetidos a PCTA foram randomizados em 3 grupos: 37 receberam
VEGF adenovírus (VEGF-adv, 2x 1010), 28 pacientes receberam
lipossomo com plasmídeo VEGF (VEGF-P/L; 2000 ug de DNA com
2000 uLdeDOMTA:DOMA). O acomphamento de 6meses demonstrou
que: (1) transferência gênica por via intracoronariana pode ser feita
de maneira segura (não ocorreram efeitos relacionados à terapia);

(2) não houve diferença na taxa de reestenose; (3) um aumento
significativo na perfusão foi detectado no grupo que recebeu VEGF-
adv.

Nossa Experiência

Em Porto Alegre, contando com a colaboração de grande
número de colegas, temos desenvolvido experimentos, na tentativa
de acompanhar os processos de terapia gênica. Em estudo anterior83,
desenvolvemos um modelo canino de cardiopatia isquêmica com
controle cintilográfico e testamos a transfecção do gene responsável
pela produção da proteína verde fluorescente, demonstrando a efetiva
produção proteína na área tratada, e portanto, a eficácia do processo
de transfecção gênica desse modelo.
Posteriormente, utilizando um modelo semelhante, verificamos a
indução de angiogênese miocárdica pela injeção transmural de
plasmídeo VEGF 165 (Genentech/ USA) em zonas do infarto agudo
do miocárdio (IAM) de cães. Para tal, em onze cães anestesiados, o
coração foi abordado em toracotomia antero-lateral esquerda e
produzido IAM pela ligadura simples de ramo diagonal da artéria
coronária descendente anterior. Em cada 10 pontos selecionados da
área infartada e sua periferia foi realizada a injeção de um total de 1
ml de solução salina (grupo controle: 5 cães) ou de solução contendo
plasmídeo VEGF 165 na concentração de 200 ug/ml (grupo tratado: 6
cães). Os animais foram recuperados e foi realizada cintilografia
miocárdica com Tecnécio imediatamente e 14 dias após IAM. Os
animais foram sacrificados e o coração retirado para estudo histológico
da área de infarto, de sua periferia e de área da parede ventricular
posterior, visando à contagem eletrônica de capilares e arteríolas
A cintilografia miocárdica mostrou modificações na perfusão
miocárdica comparáveis entre os grupos quanto ao estudo imediato
e 15 dias após IAM, sendo que os dois grupos mostraram uma
recuperação de 70 a 90% da hipoperfusão demonstrada no 1o exame.
O estudo histológico da área de transição do IAM revelou um maior
número de vasos no grupo tratado em relação ao grupo controle
(média de 123,81 + 21,48 e 40 + 6,13, respectivamente; p <0,01).
Este crescimento do número de vasos é atribuível principalmente ao
aumento do número de capilares (97,5+ 16,04 no grupo tratado e
22,18 + 3,25 no grupo controle, p < 0,01), sendo que em relação ao
número de arteríolas o aumento não foi significativo (25,16 + 10,89 e
16,8 + 4,75; NS). A comparação entre a região de transição do IAM do
grupo tratado e de área normal, revelou maior número de vasos na
região tratada, ainda que a diferença não fosse significativa
(respectivamente 123,81 + 21,48 e 95,14 + 41,19, p > 0,05).
Desta forma, a injeção transmural de plasmídeo VEGF 165 resultou
em significativo aumento no número de capilares na zona de transição
do IAM experimental. O aumento de capilares pela terapia gênica tem
presumível efeito benéfico na redução e recuperação da área
isquêmica.

Perspectivas

A terapia gênica, especialmente como indutora de angiogênese
miocárdica, despertou grande interesse nos últimos anos. Alguns
estudos randomizados e multicêntricos, já em fase II, foram iniciados,
para avaliar sua eficácia na cardiopatia isquêmica. A ocorrência de
alguns eventos negativos, em especial o óbito de um paciente
submetido à terapia com adenovirus em dose elevada, levou os
pesquisadores a refrear seu entusiasmo, e as agências reguladoras
a examinar mais detidamente as pesquisas em andamento. Desta
forma, a terapia gênica passa hoje por um processo de reavaliação
cautelosa de seus efeitos e complicações. Mantém-se, entretanto,
com grande campo potencial de atuação e, por certo, encontrando
seu ponto de equilíbrio, como ocorre com todos os novos processos,
na medicina principalmente, deverá ter papel significativo na
terapêutica cardiovascular do futuro, em particular naquelas situações
onde se esgotam os recursos atualmente disponíveis.

Legendas
Figura 1 - Esquematização da seqüência de eventos no processo
de angiogênese (Segundo Rakusan (3).
Figura 2 � Mediadores bioquímicos envolvidos no processo pelo
qual a hipóxia e a inflamação levam à angiogênese. HIF=fator hipóxia-
induzível, VEGF=vascular endothelial growth factor, Flt1 e
Flk1=receptores de VEGF, eNOS=endothelial cell nitric oxide synthase,
TGF=transforming growth factor, TNF=tumor necrosis factor,
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FGF=fibroblast growth factor, FGF-R1=receptor de FGF,
IL=interleucina (4).
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