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Resumo

Ao longo dos anos, assistimos a uma grande evolugao das terapéuticas cardiacas
celulares, partindo dos ensaios clinicos realizados nos animais, onde foram obtidos
promissores resultados, a nivel de regeneragao do miocardio, conseguindo-se recuperar a
funcionalidade e restaurar vascularizacao, até aos mais recentes ensaios clinicos realizados
em humanos onde, embora mais modestos, também foram demonstradas melhorias na
funcao global do tecido cardiaco. Varios tipos de células foram utilizadas nestes estudos,
sendo administradas, maioritariamente, por infusao intracoronaria e intramiocardial. A
importancia do método de medicao de resultados e a necessidade de um acompanhamento
dos doentes tratados ao longo dos anos sao fatores de grande importancia. O objetivo dos
futuros estudos sera caminhar para uma padronizacao das técnicas envolvidas na terapéutica
cardiaca celular, determinando qual o tipo de célula mais eficaz ao mesmo tempo que, o
acompanhamento e niumero de doentes por estudo sao aumentados.

A presente monografia tem como objetivo fazer um apanhado geral da terapéutica
celular cardiaca, apresentando os resultados de muitos ensaios clinicos realizados, bem

como possiveis perspetivas terapéuticas futuras.

Abstract

Over the years we have seen a great evolution of cardiac cell therapies, starting from
clinical trials in animals, where were obtained promising results, in the level of myocardial
regeneration, achieving regain functionality and restore vascularization, until latest clinical
trials in humans which, although modest, were also demonstrated improvements in the
overall function of the cardiac tissue. Various types of cells were used in these studies and
been administered mainly by intramyocardial and intracoronary infusion. The importance of
the outcome measurement method and the need for monitoring of patients treated over the
years are very important factors. The goal of future studies will be to move towards a
standardization of the techniques involved in cell cardiac therapy, determining what type of
cell is more effective while follow up time and number of patients per study are increased.

This monograph aims to give an overview of cardiac cell therapy, presenting the

results of many clinical trials as well as possible future therapeutic perspectives.
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|. Introducao

O enfarte agudo do miocardio, comummente chamado de “ataque cardiaco” é uma
urgéncia médica resultante da lesao do musculo cardiaco causada por uma obstrugao das
artérias coronarias. O deficiente suprimento sanguineo originado por esta obstrugao vai
fazer com que as células musculares cardiacas nao obtenham o oxigénio e nutrientes
necessarios para realizarem a sua, tao vital, fungdo contractil, podendo mesmo levar a
destruicao do tecido cardiaco.

Estes doentes representam um grupo de risco uma vez que, ao contrario de outros
orgaos, como o figado, o coragao apresenta uma reduzida capacidade de autorregeneragao e
dependendo da extensao e do tempo de isquémia podem ser perdidos mais de mil milhoes
de cardiomiocitos, sujeitando as restantes células cardiacas a um esfor¢o adicional para
manter o fluxo sanguineo regular condicionando o aparecimento de arritmias e insuficiéncias
cardiacas. O transplante cardiaco era nestas situagoes a Unica hipotese de tratamento,
porém, a impossibilidade de existéncia de um fluxo de dadores e os avultados custos e riscos
dos procedimentos cirurgicos, fizeram com que esta opgao se torne cada vez mais inviavel.
E, entdo, imperativa a procura de novos métodos e estratégias de tratamento que levem a
restauragao do normal funcionamento do musculo cardiaco[2].

Segundo dados da Organizagao Mundial da Saude (World Health Organization, WHO)
relativos ao ano de 2012, as doengas cardiovasculares foram responsaveis por 17,5 milhoes
de mortes em todo o mundo[3]. E a principal causa de morte no planeta. Em Portugal, no
ano de 2012, estima-se que tenham morrido certa de 4348 pessoas vitimas de enfarte agudo
do miocardio, numero este que tem vindo a diminuir, baixando 10,5% desde o ano de
2008[4]. Para além destes dramaticos numeros, os tratamentos comportam um grande
impacto economico nos sistemas de saldde; por exemplo, estima-se que, no ano de 2009 nos
Estados Unidos da América (EUA) foram gastos, tanto direta como indiretamente, mais de
312.6 mil milhdes de dolares (285,5 mil milhdes de euros) nos tratamentos das doengas
cardiovasculares[5]. As terapéuticas convencionais diminuem a mortalidade, atenuando os
sintomas e abrandando a deteriora¢ao do miocardio, porém nao conseguem restaurar nem a

estrutura nem a funcao cardiaca[6].
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2. Medicina Regenerativa

Desde ha séculos que o termo auto-curavel é usado, porém, na atualidade pode
dizer-se que este conceito representa a reversao dos efeitos de uma ou mais doengas no ser
humano, que é, nem mais nem menos, o objetivo principal da medicina regenerativa. Ela é
aplicada nos tratamentos de uma vasta panoplia de doengas. Um exemplo da sua aplicagao é
no tratamento de doentes que sofreram enfarte agudo do miocardio.

A medicina regenerativa aliada as terapéuticas celulares, utilizando células estaminais,
tem apresentado evidéncia que podera ser uma hipotese para o tratamento destes doentes.

Existem varios tipos de células estaminais e todas elas apresentam trés importantes
caracteristicas: sao pluripotentes, pois dao origem a varias células filhas que por sua vez se
diferenciam em varios tipos celulares especificos sob a influéncia do microambiente em que
estao inseridas; tém grande capacidade de proliferacao e de divisao; tém grande capacidade
de autorrenovagaol[7].

As células estaminais podem ser obtidas de variadas fontes, a medula éssea contém
uma grande variedade de células progenitoras que vao desde células hematopoiéticas, a
células progenitoras adultas multipotentes e células estaminais mesenquimatosas. Da
circulagao sanguinea periférica podemos obter células progenitoras que vao ser utilizadas na
reparagao miocardica ou na terapéutica angiogénica da doenga vascular periférica. Para além
das células anteriormente referidas, as células estaminais pluripotentes derivadas do tecido
adiposo, subpopulagoes minusculas de células pluripotentes da medula éssea e do musculo
esquelético, células estaminais somaticas e células progenitoras residentes no coragao, sao

também utilizadas nas terapéuticas com células pluripotentes [2, 8-14].

3. Terapéutica

A medicina regenerativa cardiovascular tem como principal objetivo desenvolver
novas estratégias terapéuticas capazes de regenerar o funcionamento do musculo cardiaco
ap6s um episodio de faléncia cardiovascular. A principal estratégia passa pelo transplante de
células com capacidade proliferativa e de diferenciagao. Existem varias vias para fazer chegar
estas células ao coragao: elas podem ser entregues por injegao intramiocardica, injegao
intraventricular, via intravenosa, via intracorondria ou até por transplante de tecido gerado
por engenharia celular. As vias intracoronaria e intramiocardica assumem-se como as mais

utilizadas nos ensaios clinicos em humanos, sendo a intracoronaria a via de eleicao,
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apresentando vantagens em relagdo a via intramiocardica pois, € menos complexa, mais
barata e apresenta maior utilidade.

Apds o enfarte, as células do miocardio vao secretar moléculas proé-inflamatorioas
(interleukin (IL)-18, interleukin (IL)-8, tumor necrosis factor (TNF)-a) responsaveis pela ativagao e
migracao de neutrdfilos para a zona afetada. Entre 4 a 12 horas apos inicio da morte celular,
o tecido miocardico afetado comega a sofrer necrose isquémica, caracterizada por inchago
celular, desagregacao de organelos e desnaturagao de proteinas. Apos cerca de 18 horas, os
neutrofilos entram na zona do enfarte. O seu nimero atinge um pico apés cerca de 5 dias, e
em seguida, diminuem. Apods 3-4 dias, aparece nas bordas da zona do enfarte o tecido de
granulagdo composto por fibroblastos e fagocitos, estes Ultimos responsaveis por
fagocitarem material necrosado mas também constituem o processo inflamatorio. O
intervalo de tempo entre a ocorréncia do enfarte agudo do miocardio e o inicio da
terapéutica celular difere entre ensaios clinicos, acreditando-se que, iniciar a terapéutica,
dentro da janela temporal de 5 a 30 dias apds o enfarte traz maiores beneficios para os
doentes (maior fragao de ejecao ventricular esquerda e diminuigao da area de tecido
afetada) em comparagao com estratégias com administragao celular mais precoce. Este
intervalo temporal apos o enfarte tem como objetivo permitir a eliminagao do plasma das
moléculas pro-inflamatorias e inflamatorias acima referidas, caracteristicas do pos-enfarte e
que podem influenciar as terapéuticas celulares instituidas[ I, 15].

Para que as estratégias celulares produzam efeitos terapéuticos, as células tém de se
fixar nos tecidos alvo, aderir e migrar através do endotélio e finalmente invadir o miocardio
lesado[16]. Apds o enfarte o micro ambiente do tecido cardiaco varia entre fases de
inflamagao e de cura levando a expressao de citocinas cardiacas que promovem a migragao e
a fixacao de células estaminais. Estas vao secretar outras substincias com efeitos paracrinos
(transforming growth factor (TGF)-8, interleukin (IL)-6, vascular endothelial growth factor (VEGF),
fibroblast growth factor (FGF)-2, insulin-like growth factor (IGF), angiopoietin (Ang)-1, stromal cell-
derived factor (SDF)-1, matrix metalloproteinase (MMP)-9, entre outros) que sao plausiveis de
possuirem efeitos terapéuticos na promogao da angiogénese, proliferacao endogena de
células vasculares, diminuigao da matriz fibrotica extracelular, diminuigao da apoptose de
cardiomidcitos e regulagao da resposta inflamatoria[17-19].

Aliada aos efeitos da sinalizagao paracrina, esta a capacidade das células estaminais se
diferenciarem em células miocardicas funcionais, pois a suplementagao do miocardio com

células estaminais exdgenas pode resultar num enxerto de tecido constituido por
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cardiomidcitos funcionais com capacidade contractil sincronizada com as células ja
existentes. As células estaminais podem também diferenciar-se em células endoteliais
vasculares contribuindo para a revascularizagao da zona afetada. Este restabelecimento dos
cardiomidcitos perdidos e o aumento da vascularizagao na zona da lesao vao contribuir para

evitar ocorréncia de novos danos no tecido cardiaco, devido a isquemia, e melhorar a fungao

cardiaca[20].

4. Métodos de medicao dos parametros terapéuticos

A medicao dos parametros terapéuticos € uma parte integrante de todos os ensaios
clinicos e assume uma fulcral importancia, pois se estes parametros nao forem bem medidos
ou calculados com um método menos apropriado, podem surgir resultados falseados que
nao traduzem o que se passou no ensaio clinico.

Na medicao da eficacia da terapéutica cardiaca regenerativa no Homem, a maior
questdo, esta relaciona com a grande diversidade de parametros que necessitam ser
medidos. Respeitante a eficacia, o principal parametro é a ejegao ventricular que pode ser
determinada recorrendo a uma ecocardiografia transtoracica (ETT), uma tomografia
computadorizada por emissio de fotao Unico (SPECT) ou uma ressonancia magnética
cardiaca. De igual modo, a medigao da area afetada pelo enfarte pode ser medida por SPECT
ou por cMRI, enquanto que para medir a viabilidade do miocardio sao utilizados métodos
muito diferentes como a cintilografia de perfusao do miocardio, tomografia de emissao de
positroes (PET) e mapeamento endocardial tridimensional eletromecanico (tecnologia
Noga®). O processo de administragao celular também influencia o tipo de método utilizado
na medi¢ao dos resultados. Por exemplo a administragiao celular intramiocardial percutanea
difere bastante da transferéncia celular intracoronaria, sendo desta forma necessario um
método padronizado de anadlise imagioldgica e quantitativa da darea de miocardio tratada.
Ainda que, muitos destes métodos tenham sido realizados em massa nos ensaios clinicos
envolvendo animais (PET, SPECT, cMRI e 3D Noga®) carecem de uma padronizagio com o
intuito de serem aplicados nos ensaios envolvendo participantes humanos.

Na América do Norte, com o intuito de superar os problemas relacionados com a
heterogeneidade dos doentes nos estudos e com vista a padronizagdo dos métodos de
preparagao de amostras celulares e métodos de medicao de resultados, foi criado pelo
National Heart Lung and Blood Institute (NHLBI) o Cardiovascular Cell Therapy Research Network
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(CCTRN) constituido por 5 centros clinicos responsaveis por organizar ensaios clinicos de
fase I/l baseados na terapia celular cardiaca. Na Europa, esta em andamento um estudo de
fase Il chamado BAMI (The Effect of Intracoronary Reinfusion of Bone Marrow-derived
Mononuclear Cells (BM-MNC) on All Cause Mortality in Acute Myocardial Infarction), (Identificacao
clinical trial gov: NCTO1569178) baseado na terapéutica celular cardiaca em doentes com
enfarte do miocardio com fragao de ejegao ventricular esquerda diminuida e apos reperfusao
coronaria arterial. Neste estudo sao administradas células progenitoras autélogas originarias
da medula 6ssea por infusao intracoronaria. Este estudo, patrocinado pela EU, esta em
execugao em paises como Espanha, Inglaterra, Alemanha, Finlandia, Dinamarca, entre outros,
nao sendo prevista a sua execu¢ao no nosso pais. Tem como objetivo a inclusao de 3000

doentes e o seu término esta programado para o ano de 20171, 21].

5. Ensaios pré-clinicos

A alianga milenar que a experimentagao animal tem com a evolugao cientifica também
aqui foi preponderante, pois foi gragas aos bons resultados alcangados nos inumeros estudos
realizados em modelos animais que foi possivel avangar tao rapidamente para estudos em
humanos.

Varias espécies de animais foram utilizados nestes estudos, desde pequenos
roedores, até animais de maior porte como os coelhos e até omnivoros como o porco.
Diversos tipos de células foram utilizadas pelos diferentes investigadores, em 2001, Orlic et
al. transplantou para modelos de enfarte de miocardio em ratos, células c-Kit+ que sao
células progenitoras endoteliais (EPCs) derivadas da medula 6ssea que expressam na sua
superficie um recetor tirosina quinase (também conhecido por CDI17). Este, apos se
conjugar com o seu ligando sofre autofosforilagio que é um pré-requisito para que haja
efluxo de EPCs da medula 6ssea. Orlic et al. denotadou a formagao de novos cardiomiocitos
e regeneragao miocardica, a revelagio destes resultados desencadeou a realizagio de
inmeros ensaios clinicos utilizando células derivadas da medula ossea, porém estes
resultados obtidos por Orlic et al. acabaram por ser postos em causa por outros grupos de
investigadores que utilizaram métodos mais sensiveis para detetar a diferenciagao celular[2].
Células estaminais de origem embriondria também foram testadas em modelos de roedores,

onde a fungao miocardica foi melhorada embora de modo temporario e o aparecimento de
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teratomas (um tipo de tumor de células estaminais derivado de células pluripotentes e
constituido de elementos de diferentes tipos de tecido de uma ou mais das trés camadas de
células germinais) resultantes desta terapéutica foi também um dos fatores que levou a que
nao se realizassem maior nimero de ensaios com este tipo de células.

Células estaminais mesenquimais foram uma das populagoes de células mais
estudadas e pode dividir-se em duas grandes subpopulagoes, as células estaminais
mesenquimais derivadas da medula dssea e as células estaminais mesenquimais derivadas do
tecido adiposo. Ambos tipos de células apresentam uma infinidade de estudos clinicos
realizados onde foram obtidos resultados animadores. Kamita et al. demonstrou que a
injecao intramiocardial de células estaminais mesenquimais derivadas da medula Ossea
(bMSC) em modelos de rato, levou a uma melhoria global no fluxo sanguineo e aumento da
densidade capilar da zona afetada pela isquemia, traduzindo-se num aumento da fragao de
ejecao do ventriculo esquerdo[22].

O tecido adiposo € uma das fontes utilizadas para obtencao de células estaminais que
vem sendo muito usada uma vez que, em comparagao com os restantes locais de
proveniéncia destas células, apresenta vantagens por a obtengao das células é mais simples,
menos invasiva; causa menos transtorno e lesoes ao dador; é mais rentavel pois recorrendo
a uma simples lipoaspiragao conseguimos obter uma consideravel quantidade de células; o
tecido adiposo é abundante na maioria das pessoas e apresenta maior concentragao de
células estaminais do que a médula éssea numa razao de 5% para 0.01%[23]. Estes fatores
levaram a realizacdo de inUmeros estudos utilizando este tipo de células, sendo que o
primeiro, realizado por Yamada et al. no ano de 2006 foi o ponto de partida para que, até
2013, fossem publicados mais 38 estudos em modelos animais descrevendo os efeitos das
células estaminais derivadas do tecido adiposo (adipose tissue derived stem cells, ASCs) na
terapéutica pos enfarte agudo do miocardio (em modelos animais). Em nove estudos foram
usados animais imunodeficientes verificando-se uma reducao do tamanho do enfarte em
89%, melhoria na fragao de ejegao ventricular esquerda em 90% e aumento da vascularizagao
na zona afetada em 100% dos estudos. Nos restantes 30 estudos foram utilizados animais
imunocompetentes, fazendo com que os resultados sejam um pouco diferentes: os estudos
efetuados em modelos de pequenos animais apenas 47% destes apresentaram uma
significativa redugao do tamanho do enfarte, 61% demonstraram melhoria na fragao de

ejecao ventricular e apenas 56% exibiram aumento da vascularizagao da zona afetada[l2].
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A descoberta das células progenitoras endoteliais (endotelial progenitor cells, EPCs)
também conhecidas por células mononucleares CD34+ (antigénio de superficie) forneceu a
possibilidade de explorar as estas células como uma poderosa ferramenta para terapia
vascular. Varios autores encontraram evidéncias de regeneragao vascular apos injecao com
EPCs. Um deles, e pioneiro, foi Asahara et al. [24] que usou ratinhos nus atimicos, submeteu-
os a uma excisao da artéria femoral e foram injetados com CD34+ MNCs marcadas com um
indicador fluorescente. Estas células marcadas foram, posteriormente, localizadas nos
capilares sanguineos locais onde teria ocorrido neovascularizagao. InUmeros outros estudos

se sucederam que corroboraram estes resultados alcangados por Asahara et al. [ 1].

6. Ensaios clinicos

Tendo em conta a reprodutibilidade dos resultados obtidos em modelos animais e
depois de aperfeigoadas todas as técnicas envolvidas nos processos envolvidos neste tipo de
terapéuticas, estas comegaram a ser testadas em humanos. Porém os resultados obtidos nos
ensaios clinicos de terapia celular cardiaca demonstraram um sucesso moderado quando
comparados com os anteriores estudos efetuados em modelos animais. No cerne destas
discrepancias estao as diferengas nos modelos de enfarte agudo do miocardio (nos roedores
€ um modelo de peito aberto com oclusao coronaria crénica enquanto que, nos humanos é
EAM com reperfusao), a forma de administragao das células estaminais (que nos roedores foi
feita por injecao intramiocardial ou intravenosa e no Homem foi percutinea, intracoronaria
ou por administragao intramiocardial), a origem das células implantadas (células alogénicas
ou heterogénicas no lugar de autdlogas nos roedores requerendo dessa forma, potente
tratamento prévio imunossupressor ou uso de animais geneticamente modificados enquanto
que sao utilizadas células autologas nos humanos) e o numero de células administradas a
ambas as espécies (a razao entre o numero de células administradas e o peso da espécie é

menor no humano)[1].
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6.1. Estudos e resultados

Na ansia de encontrar a melhor terapéutica foram realizados bastantes ensaios
clinicos em varios tipos celulares. O estudo de fase |l aberto e randomizado SEISMIC (Safety
and Effects of Implanted Skeletal Myoblasts Using an Injection Catheter) transplantou mioblastos
para o miocardio de 40 doentes insuficientes cardiacos de ambos os sexos com idades
compreendidas entre os |8 e os 75 anos. Nao foram obtidas melhorias na fragao de ejegao
ventricular porém houve uma melhoria no teste da caminhada de 6 minutos que mede a
distancia que um doente pode andar rapidamente sobre uma superficie plana, rigida num
periodo de 6 minutos, avaliando as respostas globais e integradas de todos os sistemas
envolvidos durante o exercicio, incluindo os sistemas pulmonares e cardiovasculares,
circulagao sistémica, circulagao periférica, unidades neuromusculares e metabolismo
muscular[25]. Todavia os resultados negativos e os problemas relacionados com a saude dos
participantes nos ensaios fizeram com que, a via terapéutica com mioblastos fosse cada vez
menos estudada.

Células mononucleares nao fracionadas originarias da medula 6ssea sao o tipo celular
mais utilizado em estudos. No REPAIR-AIM (Reinfusion of Enriched Progenitor cells And Infarct
Remodelling in Acute Myocardial Infarction), (maior estudo de terapia celular cardiaca efetuado
até hoje), multicéntrico com dupla ocultagio, as BMMNCs foram infundidas
intracoronariamente apods intervengao coronaria percutinea em 204 doentes, com enfarte
agudo do miocardio, de ambos os sexos e com idades que iam dos 18 aos 80 anos. Os
resultados foram positivos, tendo-se observado 4 meses depois uma melhoria absoluta na
fracao de ejecao ventricular nos doentes tratados com BMMNCs em comparagao com
grupo controlo (5.5% vs. 3.0%; p=0.01). Retirou-se ainda a elagao de que a melhoria foi mais
acentuada nos doentes que tinham a pior fragao de eje¢ao ventricular antes da administragao
celular[26]. Outro estudo também com infusio de BMMNCs chamado BOOST (Bone
Marrow Transfer to Enhance ST-Elevation Infarct Regeneration) englobou 40 doentes dos dois
sexos, com doenga corondria e com idade superior a 18 anos. Foi alcancada relativa
melhoria significativa na fracao de ejecao ventricular apés 6 meses; porém insignificante aos
I8 meses. No geral, os ensaios clinicos usando BMMNCs apresentam modestos resultados
de melhoria da fungao ventricular como resultado da diminuicao do tamanho da area afetada
e remodelagao celular. A terapéutica com este tipo de células apresenta também,
comparando com os que receberam placebo, menos ocorréncia de situagoes clinicas

incluindo enfarte do miocardio recorrente, tromboses e até mesmo a morte[21].
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No estudo TOPCARE-CHD (Transplantation of Progenitor Cells and Recovery of LV
Function in Patients with Chronic Ischemic Heart Disease), aleatério e cruzado, 121 doentes (de
ambos os sexos e com mais de |8 anos) apresentando cardiomiopatia de dilatagao sem
isquémia foram tratados com aproximadamente 200 milhoes de BMMNCs observando-se, a
3 meses, uma modesta melhoria na fragao de ejecao ventricular de 3.7 + 4%. Este estudo
avaliou também outro tipo de células, chamadas células progenitoras endoteliais (EPCs).
Vinte e quatro doentes receberam EPCs, 28 foram administrados com BMMNCs e 23
constituiram o grupo controlo, sendo que, os que obtiveram uma melhoria mais significativa
da fragao de ejegao ventricular foram os doentes que receberam a infusao de BMMNCs[27].

Para além da obtengio de melhorias na fragao de ejegao ventricular, as EPCs tém
também influéncia na angiogénese. Erbs et al. estudou o efeito destas células em doentes
submetidos a recanalizacado da obstrucao coronaria total croénica. Foi um estudo
randomizado com dupla ocultacdo onde 26 doentes (dos dois sexos e com idade média de
62 anos) foram divididos entre grupo terapéutico e grupo controlo (recebe infusao sem
conteldo celular). A infusao intracoronaria de EPCs resultou num aumento do fluxo
sanguineo coronario de 43% (comparando com valores do grupo controlo e prévios a
infusao), numa reducao do tamanho da drea afetada pelo enfarte em 16% e ainda num
aumento de 14% da fracdo de ejecao ventricular esquerda no grupo que recebeu a
terapéutica celular[28].

As células estaminais mesenquimais também tém sido utilizadas no tratamento de
doentes cardiacos. O ensaio clinico POSEIDON (Percutaneous Stem Cell Injection Delivery
Effects on Neomyogenesis) de fase I/l randomizado permitiu comparar se as MSCs de origem
alogénica seriam tao seguras e eficazes como as MSCs de origem autéloga numa amostra de
30 doentes de ambos os sexos, com idades entre os 21 e os 90 anos e apresentando
disfungao ventricular esquerda resultante de doenga cardiaca isquémica. Quinze doentes
receberam MSCs alogénicas e os restantes |5 MSCs autodlogas. Vinte milhoes, 100 milhoes e
200 milhoes de células foram administradas a cada 5 doentes por grupo celular e por nivel
de dosagem, sendo entregues por via de inje¢ao transendocardial em |0 locais no interior
do ventriculo esquerdo. Em um ano a incidéncia de efeitos adversos graves foi de 33.3% no
grupo administrado de alogénicas e 53.3% no grupo que recebeu células autdlogas. Foi
demonstrado que as dosagens celulares mais baixas (20 milhoes de células) produziram
grandes redugoes no volume ventricular esquerdo e contribuiram para o aumento da fragao

de ejegao[29].
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O ensaio clinico APOLLO (Adipose-derived Stem cells in the Treatment of Patients with
ST-elevation Myocardial Infarction) foi realizado tendo como arma terapéutica um outro tipo
de células mesenquimais, as células regenerativas originarias do tecido adiposo (ASCs ou
ADRGC:s). Foi um ensaio de fase I/lla randomizado com dupla ocultagao e um grupo placebo.
Englobou 14 doentes de ambos os sexos com idades entre os 20 e os 80 anos e teve como
objetivo determinar a seguranga e viabilidade da infusao intracoronaria de ASCs no
tratamento de doentes na fase aguda de uma significativa elevacao do segmento ST com
enfarte agudo do miocardio. O resultados demonstraram uma melhoria de 4% na fragao de
ejecao ventricular esquerda nos doentes tratados com ASCs, enquanto que no grupo
placebo houve uma deterioragao de -1.7%. A percentagem de ventriculo esquerdo afetado
foi reduzida 52% no grupo administrado de ASCs e ficou inalterada no grupo placebo. O
defeito de perfusao foi também diminuido no grupo celular (de 16.9% para 10.9%) tendo
piorado no grupo placebo (de 15% para 16.8%)[30].

Também foram realizados estudos que demonstraram que as células progenitoras
cardiacas c-kit+ podiam ser isoladas a partir de tecido cardiaco humano e posteriormente
clonadas e expandidas in vitro até obtencio de células suficientes para utilizagio na
terapéutica celular[31,32].

Um destes ensaios foi o CADUCEUS (Cardiosphere-Derived Autologous Stem Cells to
Reverse Ventricular Dysfunction), no qual foram injetadas cardioesferas autélogas (pequena
populaciao de células c-Kit+/lin- mas também outros tipo de células progenitoras tais como
CDI105+ e CD90+) na artéria coronaria afetada de 3| doentes (de ambos os sexos e idades
compreendidas entre |8 e 80 anos) algumas semanas apos a ocorréncia do enfarte de
miocardio. Apos 6 meses, os investigadores constataram um grande aumento do miocardio
viavel e um pequeno efeito na fragao de ejegao que apenas melhorou de 38.8% para
41.2%[31].

No ensaio SCIPIO (Cardiac Stem Cell Infusion in Patients with Ischemic Cardiomyopathy)
foram testadas as células c-Kit+/lin- autologas que apos isolamento a partir do apéndice atrial
direito foram ampliadas ex vivo e injetadas por infusao intracoronaria alguns meses apds ser
aplicado o bypass na artéria coronaria afetada de 33 doentes de ambos os sexos com idades
entre 18 e 75 anos que sofriam de insuficiéncia cardiaca congestiva. Os resultados a 4 meses
demonstraram melhorias significativas no funcionamento do ventriculo esquerdo e redugao
da area afetada pelo enfarte. Apos 8 meses e até um ano, estes resultados tornaram-se ainda
mais relevantes com uma impressionante melhoria de 13.6% na fragao de ejegao ventricular

esquerda acompanhada de um aumento da massa ventricular esquerda viavel[32]. Embora
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estes resultados sejam entusiasmantes e promissores, precisam de ser tesados em maior

escala, em ensaios clinicos com maior niumero de participantes.

7. Acompanhamento do doente

As terapéuticas cardiacas regenerativas utilizando células estaminais necessitam de
um acompanhamento ao longo dos anos, pois, sem que nada aponte para tal, pode ocorrer
uma perda do efeito positivo inicial da terapéutica de regeneragao do miocardio[33].

Até hoje poucos foram os estudos que realizaram este acompanhamento ao longo
dos anos: o ensaio BOOST com acompanhamento de 5 anos[21], o REPAIR-AMI com 3
anos de seguimento[26], o estudo TOPCARE-AMI também com 5 anos de

acompanhamento[27], entre outros.

8. Perspetivas futuras
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Fig. 2 - Questoes e perspetivas da terapéutica celular cardiaca. Retirado de Pavo et al. [1].
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8.1. Novos tipos celulares

Com o objetivo de melhorar a eficacia das terapéuticas regenerativas ha um conjunto
de estratégias e métodos inovadores que tém vindo a ser postos em pratica.

As células estaminais de origem embrionaria apresentam uma grande capacidade de
proliferagao podendo representar potenciais armas terapéuticas. Porém carecem de dados
experimentais suficientes no que diz respeito a terapéutica cardiaca, estando a ser utilizadas
noutros tipos de terapias como é o caso dos tratamentos de fertilidade (Derivation of New
Human Embryonic Stem Cell Lines Lines for Clinical Use, NCT00353197).

A compreensao profunda do modo como as diferentes terapéuticas celulares atuam
continua a ser o principal objetivo dos investigadores. As células estaminais pluripotentes
induzidas podem ser geradas a partir de todo o tipo de células somaticas adultas e possuem
grande facilidade de expansao quando cultivadas em meio celular porém, quando injetadas
em modelos animais foram registados episddios de rejeicao celular nos animais onde nao

houve imunossupressao prévia[l].

8.2.  Células estaminais fenotipicamente modificadas

Os resultados promissores com células estaminais nio modificadas obtidos pelos
inimeros ensaios clinicos realizados sao uma realidade, porém existe a possibilidade de
melhorar as caracteristicas regenerativas destas células através de modificagoes fenotipicas.
A andlise gendmica permite identificar fatores criticos na regulagio do processo de
diferenciagao cardiaca celular. O ensaio clinico C-CURE (Cardiopoietic Stem Cell Therapy in
Heart Failure) utilizou MSCs pré tratadas in vitro com um cocktail cardiogénico antes de serem
injetadas intramiocardialmente em certas zonas de disfungao ventricular. Participaram 240
doente de ambos os sexos com idades compreendidas entre 18 e 75 anos. Foram obtidas
melhorias na fracdo de ejecao ventricular esquerda, diminuigao do tamanho do ventriculo
esquerdo pos-sistole e maior tolerancia ao exercicio medidos pela caminha de 6

minutos[34].

8.3. Terapia cardiaca com pulsos elétricos

A fundamentaciao desta estratégia terapéutica assenta no facto de pulsos elétricos
extracorporais direcionados ao ventriculo esquerdo (mais propriamente para a parede

ventricular anterior), desencadearem a libertagio de um fator quimiotatico muito potente
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no processo de implantagao de células estaminais (cardiac stromal-derived factor-1). Visto isto,
o ensaio clinico CELLWAVE (Combined Extracorporal Shock Wave Therapy and Intracoronary
Cell Therapy in Chronic Ischemic Myocardium) dividiu aleatoriamente os 103 participantes (de
ambos os sexos e idades entre os 18 e 80 anos) com faléncia cardiaca cronica em dois
grupos. Ambos iriam receber os “shocks” elétricos, seguindo-se a administragao
intracoronaria de BMMNCs autdlogas a um grupo e placebo a outro. Os resultados
demonstram aumento na fragao de ejecao ventricular esquerda no grupo que recebeu os
“shocks” + BMMNCs em comparagao com o grupo “shocks” + placebo (3.2% vs 1.0%
respetivamente) e ainda melhorias na espessura da parede miocardica e redugao da

ocorréncia de eventos cardiacos no grupo de doentes em estudo[35].

8.4. Engenharia de tecidos

A engenharia de tecidos tem como objetivo produzir materiais porosos e
biodegradaveis onde seja possivel integrar células e/ou nutrientes necessarios a estas, com a
finalidade de serem administradas a superficie do miocardio, em regioes afetadas pelo enfarte
ou por via intracoronaria e intramiocardica. Estes tecidos sintéticos apresentam vantagens,
nomeadamente, uma produgao facilmente reprodutivel com pregos relativamente acessiveis
porém, os possiveis acontecimentos adversos fazem com que esta estratégia necessite de
maior desenvolvimento, uma vez que, comparando com os tecidos de origem natural, os de
origem sintética apresentam grande bio incompatibilidade que leva ao desenvolvimento de

processos inflamatorios[].

8.5. Sinalizagao Paracrina

Varios estudo providenciam evidéncias de que a libertagao, por intermédio das
células utilizadas nas terapéuticas celulares, de fatores com efeito paracrino, tem impacto na
regulacao de eventos celulares cardiacos como a apoptose, neovascularizagao, fibrose e até
no recrutamento, diferenciacao e fixagao de células cardiacas endégenas. Por exemplo, esta
demonstrado em inumeros estudos que, as MSCs excretam varios fatores com eficacia
terapéutica no tratamento do enfarte do miocardio. Sao eles: activin A, epiregulin, endothelin,
glypican-3, insulin-like growth factor-binding protein (IGFBP)-7, lipoprotein receptor-related protein
(LRP)-6, osteoprotegerin, secreted frizzled-related protein (sFRP)-4, Smad4/7, thrombospondin-1,
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tissue inhibitor of metalloproteinase (TIMP)-1/2, vascular endothelial growth factor (VEGF), insulin-
like growth factor (IGF)-1 e varios outros fatores de crescimento [17,18].

O beneficio, aparentemente, indireto destes fatores, quer na regeneragao quer na
neovascularizagao do miocardio afetado, assume grande importancia uma vez que, s por si,
a diferenciacao das células injetadas em novos cardiomiocitos, € insuficiente para alcangar os
resultados observados nos varios ensaios clinicos efetuados ao longo dos anos.

O futuro passara por estudar e entender melhor estes fatores envolvido na
sinalizagao paracrina de modo a conseguir tirar o maior proveito de cada fator, e quem sabe,
criar, a partir deles, um medicamento ou uma terapéutica, acessivel a todos os doentes, com

a finalidade de regenerar o tecido cardiaco[l].

9. Conclusoes

Grandes avangos foram alcangados desde que se iniciou a pesquisa e o estudo das
células estaminais como arma terapéutica com vista a regeneracao do tecido cardiaco.
Olhando o passado conseguimos ter uma perce¢ao das duvidas e questoes que foram
esclarecidas ao longo das inUmeras investigagoes, por outro lado, se olharmos o presente e
o futuro ficamos com a ideia que imensas questoes continuam ainda hoje sem resposta.

Ha, atualmente, o reconhecimento que a mesma terapéutica celular tem diferentes
resultados em diferentes doentes, traduzindo-se na necessidade de estabelecimento de
orientagoes precisas acerca da forma como sao escolhidos os doentes para integragao dos
ensaios clinicos, bem como a escolha do tipo de célula e a via de administragao mais
adequada a cada um, de modo a caminhar para uma individualizagio da terapéutica celular
cardiaca.

A medida que novos ensaios vio sendo realizados, novos dados sio acrescentados ao
estudo desta tematica, sempre com o entusiasmo e a esperan¢a de que um dia, a
regeneragao cardiaca utilizando terapéuticas celulares seja implementada em grande escala e
nao s6 em ensaios clinicos. Para que isto aconteca deveriam ser realizados estudos
abrangendo um maior nimero de doentes, com periodos de acompanhamento mais longos
de modo a conseguirmos obter resultados verdadeiramente conclusivos acerca da
terapéutica instituida. Apostar na realizagao de ensaios tendo em conta as novas perspetivas
terapéuticas, objectivando o desenvolvimento da terapéutica recorrendo a engenharia
tecidular e aos fatores quimiotaticos responsaveis pela sinalizagao paracrina, com a finalidade
de criar um potente e eficaz produto celular.
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