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Resumo

Ao longo da ultima década, as terapias baseadas em células estaminais emergiram e
cresceram enguanto potencial inovacdo no tratamento de vérias doencas, nomeadamente do
enfarte do miocardio. Varias células estaminais foram estudadas mas permanece por

determinar o tipo de células ideal a ser implementado.

As células estaminais embrionérias sdo totipotentes pelo que se podem diferenciar
em varios tipos celulares. Esta caracteristica tornou-as bastante promissoras embora, apesar
do enorme entusiasmo, a sua utilizacdo clinica esteja limitada por questdes éticas, pelo

elevado risco de formacéo de teratomas e pelos efeitos imunogénicos.

Os mioblastos esqueléticos foram também estudados, entre as suas vantagens
incluem-se a origem auto6loga, elevada capacidade proliferativa, capacidade de diferenciacédo
limitada as células da linha miogénica e a elevada resisténcia a isquémia. Foram estas as
primeiras células aplicadas clinicamente, tendo demonstrado eficacia clinica. No entanto néo
provaram diferenciacdo em cardiomidcitos e, no que diz respeito a sua seguranca surgem

algumas preocupacdes pelo risco de suscitarem arritmias.

As células estaminais derivadas de medula Ossea adulta incluem as células
progenitoras hematopoiéticas, as células progenitoras mesenquimatosas e também as células
progenitoras endoteliais. As caracteristicas destas células permitem ultrapassar questdes éticas
e clinicas associadas as células estaminais embriondrias e, em modelos animais,
demonstraram grau variavel de cardiomiogénese, melhoria significativa da funcéo cardiaca e
seguranga na sua utilizagdo. Contudo, a sua aplicacdo estd limitada pelo tamanho da
populacdo necessario, pelo tempo dispendido na manipulacédo e pelo diminuto potencial de

diferenciagéo.




As células estaminais derivadas do tecido adiposo tém vindo a ganhar importancia no
campo da terapia celular devido as suas vantagens, provém de um tecido abundante nos
doentes, existem em elevada densidade nesse tecido, tém facil acesso, existe um curto periodo
de tempo para estarem aptas para o0 transplante e ndo foram ainda descritos efeitos
secundarios. E contudo importante esclarecer o seu mecanismo de acgio e aguardar pelos

resultados dos ensaios clinicos em curso.

A investigacdo da terapia celular para aplicacdo cardiaca sofreu uma importante
revolucdo quando se evidenciou que o coracdo, até entdo considerado um 6rgédo diferenciado
de forma terminal, possuia células-tipo cardiomidcitos com capacidade mitética. As células
progenitoras cardiacas representam um reservatorio de células estaminais do miocéardio
adulto. Possuem vantagens como o facto de serem autélogas, especificas do tecido e pré
concebidas para pertencer a linhagens cardiovasculares. Contudo, permanecem davidas
relativamente a estas células como a sua origem, os marcadores que expressam e 0S

mecanismos pelos quais actuam no tecido lesado.
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Abstract

Over the last decade, stem cell-based therapies have emerged and grown as a
potential innovation in the treatment of large number of diseases including myocardial
infarction. Several types of stem cells have been studied; however the ideal cell type to be

implemented remains to be determined.

Embryonic stem cells are totipotent so that they can differentiate into various cardiac
cell types. This feature has made them very promising, but despite the huge enthusiasm, their
clinical use is limited by both ethical issues, the high risk of teratoma formation and the

immunogenic effects.

The skeletal myoblasts were also studied and it includes among its advantages
autologous origin, high proliferative capacity, differentiation capacity limited to myogenic
cell line and high resistance to ischemia. These were the first cells applied clinically and they
demonstrated clinical efficiency, despite its inability to differentiate into
cardiomyocytes. With regard to its security there are raising concerns about the risk of

arrhythmias.

Stem cells derived from adult bone marrow include hematopoietic stem cells,
mesenchymal progenitor cells and also endothelial progenitor cells. The application of these
cells avoids the ethical and clinical embryonic stem cells issues. In animal models have
shown varying degree of cardiomyogenesis, significant improvement in cardiac function and
safety. However, its use is limited by population size, by time spent in handling and the

diminished potential for cardiovascular differentiation.

Adipose tissue-derived stem cells have been receiving attention inthe cell
therapy because of its advantages, they come from for an abundant tissue in patients, they

has a high density in this tissue, they can be easily harvested, require a short period of time




to be fit for transplantation and has not been described side effects yet. However it’s
important to clarify its mechanism of action and wait for the results of ongoing clinical trials.
The investigation of cell therapy for cardiac application has undergone a major
revolution when it became evident that the heart, until then considered an organ in a
differentiated terminal state, had cell-type cardiomyocytes with mitotic capacity, cardiac
progenitor cells represent a reservoir of stem cells from adult myocardium. They have
advantages such as the fact that they are autologous tissue-specific and pre-conceived to
belong to cardiovascular lineages. However, some questions remain regarding these cells as
its origin, which markers they express and about processes of homeostasis and mechanisms

by which they act on the injured tissue
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Introducéo

“It’s easy to be excited about stem cell research”
(Deborah J. Sweet, PhD)

As doencas cardiovasculares continuam a ser a causa de maior morbilidade e
mortalidade no mundo ocidental, causando a morte de cerca de 17,1 milhdes de pessoas em
cada ano. Segundo a Organizacdo Mundial de Saude, estima-se que em 2030, cerca de 23,6
milhGes de pessoas morrerdo devido a doenca cardiaca. (Bollini S, 2010). O enfarte do
miocardio é causado por uma sUbita reducdo do aporte sanguineo ao miocardio, com
consequente diminuicdo da disponibilidade de oxigénio face as suas necessidades. Esta
situacdo conduz a necrose do miocardio e apoptose de cardiomiocitos que desencadeia
diminuicdo da espessura cardiaca e remodelacdo cardiaca, com proliferacdo de fibroblastos,
deposicdo de colagénio e formacdo de tecido fibroso. Em termos fisioldgicos verifica-se uma
diminuicdo da capacidade do coracdo para bombear eficazmente o sangue e, sequentemente o
aparecimento de insuficiéncia cardiaca ou mesmo a morte do doente. (Christophorou N, 2007)

(Marecos C., 2010).

Apesar dos progressivos avangos na terapéutica da miocardiopatia isquémica,
podendo os doentes ser submetidos a tratamento farmacoldgico (inibidores da enzima de
conversdo da angiotensina, beta-blogueadores, estatinas entre outros), tratamento de
reperfusdo (Tousoulis D, 2008), terapéutica de resincronizacdo cardiaca e também a
transplantacdo cardiaca, Unica opcdo terapéutica num estadio de insuficiéncia cardiaca
terminal, verificam-se ainda algumas lacunas no tratamento convencional para controlo da
mortalidade cardiovascular nomeadamente pelo limitado nimero de dadores face ao nimero

crescente de candidatos a transplante cardiaco. (Bollini S, 2010).




Neste contexto surgiram abordagens alternativas para restauracdo da fungéo cardiaca
através da promocdo de processos regenerativos enddgenos e transferéncia de ceélulas

progenitoras para producdo de miocardio.

Os cardiomidcitos eram até ha relativamente pouco tempo considerados células pés-
mitéticas. Nos Ultimos anos alguns investigadores identificaram mitoses em coragdes
humanos apos situacBes de enfarte do miocéardio e sugeriram que cardiomiocitos estdo
continuamente a ser repostos através de processos que envolvem diferenciacdo, maturaco,
senescéncia e morte. Verificaram ainda que 0 processo de regeneracdo envolve o
recrutamento de células progenitoras enddgenas e subsequente diferenciacdo em diferentes
tipos de células por um processo controlado pelo tecido hospedeiro. Assim, as terapias de
reposicao celular ttm como objectivo a producdo de tecido funcional apds injeccéo de células

precursoras no orgao lesado. (Gonzales C, 2009)

Vaérios tipos de células estaminais e progenitoras, quer autélogas quer alogeénicas,
foram estudadas quanto as suas caracteristicas. Com estudos in vitro avaliaram-se as suas
capacidades de diferenciacdo em cardiomidcitos e posteriormente investigaram-se as
caracteristicas funcionais dessas células. Ja in vivo avaliou-se a capacidade de enxerto das
células estaminais no miocardio hospedeiro, a resposta funcional cardiaca ao tratamento e
também a propria seguranca da sua utilizacdo. (Christophorou N, 2007) (Ortak J, 2008)

(Bollini S, 2010)

Apesar do sucesso obtido em alguns estudos, desconhecem-se 0s mecanismos de
accdo das celulas utilizadas, propondo-se como possibilidades a diferenciagdo em midcitos, a
promogcéo da angiogenese (Lunde K, 2006) e a secrecdo de factores paracrinos,como a IGF-1
(Insulin Growth factor), capazes de aumentar a funcdo dos midcitos sobreviventes (Wollert

KC, 2004). Outro processo possivel sera a secrecdo de factores paracrinos capazes de




aumentar a mobilizacdo de células estaminais residentes no coracdo. Pode verificar-se ainda a
oposicao a destruicdo da matriz extracelular com diminuicdo da apoptose dos cardiomidcitos

e a fusdo entre células transplantadas e os midcitos residentes. (Marecos C., 2010)

E importante notar que o coragdo contém varios tipos de células musculares e néo-
musculares. Assim, a regeneragdo do miocérdio requererd a producdo de cardiomidcitos
funcionais (miocitos pacemaker, auriculares e ventriculares) e o desenvolvimento de uma rede
de vasos sanguineos (células endoteliais, células de musculo liso arterial e venoso) de modo a
suportar e permitir irrigagdo dos novos cardiomidcitos. O principal desafio consiste entdo em
identificar uma ou varias células progenitoras cardiovasculares que possam dar origem a
cardiomidcitos, células de musculo liso e células endoteliais de modo a restaurar o normal

funcionamento cardiaco. (Gonzales C, 2009)

As caracteristicas do tipo de célula ideal foram articuladas por muitos especialistas
qgue consideraram que o tipo de célula deve ser tanto quantitativa como temporalmente
disponivel; deverd proporcionar seguranca na sua administracdo; ser eficaz no enxerto; ter
capacidade de diferenciacdo e, mais importante, aptiddo para reparar o tecido cardiaco.
Alguns autores argumentam queuma fontede células autéloga serd aideal para
evitar qualquer possibilidade de rejeicdo contudo, reconhece-se que a terapia com células
alogénicas é também uma forte possibilidade. Outras consideracGes de ordem pratica, como o
custo da terapéutica, sdo também factores de elevada importancia para tornar acessivel a

realizacdo desta nova terapia. (Heldman A, 2011)

O proposito deste artigo de revisdo sera apresentar resultados de estudos clinicos e
pre-clinicos sobre os varios tipos de células estaminais estudados: Células Estaminais
Embrionarias; Mioblastos Esqueléticos; Células Estaminais Derivadas De Medula Ossea entre

as quais Celulas Estaminais Hematopoiéticas, Células Estaminais Mesenquimatosas e Células




Progenitoras Endoteliais; Células Estaminais Derivadas do Tecido Adiposo, Células

Progenitoras Cardiacas e Ceélulas Pluripotentes Induzidas. Serdo referidos os resultados sobre

a sua eficacia, capacidade de enxerto no miocardio hospedeiro, resposta funcional cardiaca e

também sobre a seguranca com referéncia aos efeitos secundérios a sua utilizagéo.

Células
Estaminais
Embrionarias

Mioblastos
esqueléticos

Células
estaminais
hematopoiéticas

Células
estaminais
mesenquimatosas

Células
progenitoras
endoteliais

Células
estaminais
cardiacas

Interior de
blastocistos

Mdusculo
Esquelético

Medula 0ssea;
Sangue periférico;
Cord&o umbilical;
Placenta;

Medula 6ssea;
Cartilagem; Sangue
periférico; Cordéo
umbilical; ...

Medula 6ssea;
Sangue periférico;
Cord&o umbilical,
Células estaminais
hematopoiéticas;
Hemangioblastos;
tecido adiposo;

Coracéo

SSEA-1, OCT-
3/4, Sox-2,
FoxD-3, Nanog

Pax7+, CD34+,
CD45A,
ScalA,
receptor c-met

Lin, CD34,
CD38,

CD43,
CD45R0,
CD45RA,
CD59,

CD90, CD109,
CD117,
CD133,
CD166, HLA
DR

Negativo para:
CD34,

CD45, CD14,
CD31,
CD133;
Positivo para:
CD105,
CD166,
CD54, CD55,
CD13 CD44

CD34, CD133,
VEGFR2

c-kit+, SCA1+,
Abcg2+, Islet-
1+

Totipoténcia (mesoderme,
endoderme, ectoderme)

Mioblastos esqueléticos

1.Células sanguineas:
eritrécitos; granulécitos;
macrofagos; linfdcitos;

2. Ceélulas ndo-sanguineas:
Células musculares
(mioblastos esqueléticos e
cardiomidcitos), células
hepaticas; pele; pulmao; rim...

1. Células derivadas da
mesoderme como:
osteoblastos, adipécitos

e condrocitos

2. Células ndo mesodérmicas
como:

neurénios, cardiomidcitos,
Pulmdo, figado, intestino...

1. células endoteliais
2. cardiomidcitos

Cardiomibcitos

1.Modelo de desenvolvimento
2. Modelo farmacolégico e
toxicoldgico

3. Terapia celular: reparacéo
cardiaca; formag&o vascular;
reparacéo neural; diabetes;
lesdo hepatica;

1. Reparagdo musculo
esquelético
2. Reparacéo cardiaca

1. Faléncia medula 6ssea
2. Reparacéo cardiaca
3. Doengas auto-imunes

1. Defeitos do osso/cartilagem
2.Isquémia Vascular

. Doencas Cardiovasculares

. Lesdes epidérmicas

. Reparacdo neural

. Lesdo hepética

. Diabetes

~No ol hkhw

1. Isquémia dos membros
. Enfarte do miocardio
3. Lesdo vascular

N

Reparacao Cardiaca

Tabela 1: Origem, caracteristicas e aplicacdes das Células estaminais.
Adaptado de: “The role of vascular stem cells in atherogenesis and post-angioplasty restenosis” (Qian H, 2007)




Células Estaminais Embrionarias

Durante a década 50, alguns estudos experimentais em modelos animais culminaram
na producgdo de teratomas, teratocarcinomas e posterior isolamento de células estaminais dos
carcinomas embrionarios. Estava assim dado o passo inicial para o conhecimento das células
estaminais embrionarias. Ja em 1985, Doetshman e colaboradores descreveram pela primeira
vez o potencial cardiogénico de células estaminais embrionarias de ratinho (Doetschman TC,
1985). O primeiro isolamento de células estaminais embrionarias humanas obtido a partir de
blastocistos humanos veio apenas a realizar-se em 1998. (Thomson JA, 1998) Estas células,
caracterizadas pelo facto de derivarem de embrides em pré-implantacdo ou peri-implantagédo
(Tousoulis D, 2008) tornaram-se grandes promessas terapéuticas pela caracteristica
totipoténcia que possuem, isto é, pela sua capacidade de proliferacdo em estados
indiferenciados, com manutencdo da possibilidade de diferenciacdo em linhas celulares das

trés camadas germinativas embrionarias. (Odorico JS, 2001)

Quando cultivadas em suspensdo, as células estaminais embrionarias formam corpos
embridides, que correspondem a agregados de células das trés camadas germinativas,
verificando-se a expressdo de marcadores dessas camadas durante a sua formacdo. Corpos
embridides pulsateis de forma sincrona contém células miogénicas positivas para marcadores
de cardiomidcitos como a cadeia pesada de miosina, a-actinina, desmina e troponina | mas,

ndo possuem o aspecto padrdo embrionario. (Desbaillets I, 2000)

A primeira diferenciacdo de ceélulas estaminais embrionarias humanas em
cardiomidcitos foi descrita em 2001 por Kehat (Kehat I, 2001). Ja em 2004, 0 mesmo autor e
seus colaboradores verificaram que células estaminais embrionarias se podiam diferenciar em
cardiomiocitos com capacidade de propagar potenciais de accdo de modo semelhantes as

celulas musculares lisas e células endoteliais (Kehat I, 2004) (Li Z, 2007).




Ap0s estudos em que se verificou que a implantacdo de corpos embridides pulsateis
revertia completamente o bloqueio auriculo-ventricular concluiu-se que a plasticidade das
células estaminais embrionarias seria melhor do que a das células estaminais adultas. A
morfologia das células transplantadas assemelhava-se a dos cardiomiocitos embrionarios, com
miofibrilhas desorganizadas localizadas na periferia das células. (Kehat 1, 2004) Mais tarde
verificou-se que a sua administragdo em modelos animais de enfarte do miocardio resultou no
enxerto seguido de melhoria da funcdo ventricular esquerda e diminuicdo da remodelacao

ventricular esquerda. (Singla DK, 2006) (Laflamme MA, 2007)

Atribui-se a diferenciacdo de células estaminais embrionarias em cardiomidcitos aos
efeitos paracrinos de sinalizacdo do hospedeiro, nomeadamente da superfamilia de proteinas

TGF-B. (Behfar A, 2002)

Apesar de promissoras, 0 elevado potencial das células estaminais embrionarias
comporta um elevado risco na sua aplicacdo in vivo pelo que até ao momento apenas existem
estudos esporadicos sobre a sua utilizacdo na reparacdo cardiaca. O seu potencial teratogénico
maligno ndo esté ainda bem esclarecido mas, de acordo com observacdes realizadas in vitro, a
administracdo in vivo de linhas de células estaminais embrionarias humanas podera propiciar
a formagdo de teratomas. Os teratomas sdo formados por estruturas endodérmicas,
mesodérmicas e ectodérmicas constituidas por células maduras; ja os teratocarcinomas
contém células indiferenciadas e possuem um compartimento de células estaminais. E
preocupante o facto de células estaminais embrionéarias e células de carcinoma embrionario
apresentarem alguns marcadores comuns como Oct4 e Nanog. Além disso, a capacidade
autoreplicativa das células estaminais embrionarias e das células de carcinoma embrionario é
modulada por mecanismos semelhantes. Uma vez que teratomas de localizacdo cardiaca
possuem comportamento maligno e, ainda mais importante, o facto de as células estaminais

embrionarias injectadas de modo intravenoso se poderem hospedar e colonizar varios 6rgaos




com o possivel desenvolvimento de lesdes neoplésicas, alertam para o facto de a sua aplicacéo
poder associar-se a efeitos dramaticos. (Leri A, 2005) Em 2006, num estudo avaliou-se a
prevaléncia da formacdo de teratoma apds administracdo de células estaminais embrionarias
de ratinho em ratinhos com enfarte do miocéardio; os autores revelaram que 21% dos coracdes
tratados desenvolveram tumores derivados destas células no espacgo pericardico. (Nelson TJ,

2006)

A formacdo de teratomas permite-nos concluir que, isoladamente, o tecido cardiaco
adulto ndo fornece as indicagdes necessarias paraa linhagem de cardiomidcitos. Além
disso, aqueles resultados também fazem realcar a necessidade de assegurara auséncia
de células indiferenciadas pluripotentes residuais no grupo de células a transplantar em
futuros processos de tratamento clinico. Esta tarefa pode ser conseguida através da selecgdo
positiva dos cardiomidcitos previamente diferenciandos in vitro, embora persista o
problema da pureza do preparado, uma vez que a pluripotencialidade das células pode
persistir entre a populacdo enriquecida de midcitos. Assim, a injec¢do destas células pode
ainda conduzir a formacdo de tumores visto que ndo existem métodos rigorosos para
diferenciacdo de células estaminais embrionarias em cardiomidcitos in vitro (Kehat 1, 2004)
(Leri A, 2005) (Christophorou N, 2007); ou pelo recurso a seleccdo negativa isto €, pela
eliminacdo das células que expressarem marcadores de células indiferenciadas. Sugeriu-se
também que através da exposicdo das células estaminais embrionarias humanas ex-vivo a
factores promotores da linhagem mesodérmica ou cardiaca, se poderia culminar num
compromisso a ser seguido pelo enxerto in  vivo  pressupondo maior diferenciacdo
cardiomiogenica. Usando essa abordagem, Tomescot e colaboradores demonstraram que o
transplante de células estaminais embrionarias humanas, previamente tratadas com

BMP2 e SU5402 (um inibidor do receptor de factor de crescimento de fibroblastos),




para coracao de ratos sujeitos a enfarte, resultou na formacdo do tecido cardiaco humano,

sem formacé&o de teratomas. (Tomescot A, 2007)

Outra limitacdo da utilizacdo de células estaminais embrionarias é a imunorejeicao
quando estas sdo alogénicas ou quando se diferenciam (Drukker M, 2004). Considera-se que
as células estaminais embrionarias possuem privilégio na imunidade devido ao seu
desenvolvimento precoce que Ihes permite n&o serem reconhecidas pelas defesas imunes do
receptor. A falta de expressdao de MHC (complexo de histocompatibilidade major) poderéa ser
0 potencial mecanismo subjacente a esta diminuta resposta imune as células embrionarias
estaminais. Contudo, num estudo de Thompson em 1998, células com elevado nivel de MHC
também foram isentas de ataque imunoldgico, o que se opde a no¢do de que a expressdo de
MHC seria a razdo fundamental do privilégio imune das células estaminais embrionérias
(Thomson JA, 1998). Verificou-se também (Drukker M, 2002) que a expressdo de receptores
para células Natural Killer, cuja activacao depende da distingdo do self/ndo-self, na superficie
das células estaminais embrionarias era baixa ou mesmo ausente, 0 que também sugere o
escape das células ao ataque das células NK. Pela comparacdo de resultados encontra-se
divergéncia de conclusbes de que € exemplo o estudo de Li (Li L., 2004) e o de
Swinjnemburg (Swijnenburg RJ, 2005): no primeiro concluiu-se que estas células possuem
mecanismos que neutralizam a resposta imunoldgica proporcionando uma proteccao as
células estaminais embriondrias derivadas de aloenxertos; no entanto, esta mesma
propriedade benéfica revelava também o risco de crescimento neoplasico. Ja no estudo de
Swinjnemburg (Swijnenburg RJ, 2005) este verificou que in vivo, células estaminais
embrionarias diferenciadas desencadeiam uma resposta imunologica acelerada
comparativamente com a observada por células estaminais embrionarias indiferenciadas.
Esses dados mostraram que o transplante alogénico de células estaminais embrionarias ou

seus derivados no tratamento da doencga cardiaca, pode exigir terapia imunossupressora uma




vez que as propriedades das celulas estaminais embrionarias relacionadas com o sistema
imun, podem ser alteradas num microambiente de enfarte do miocardio, onde a infiltracdo de
células inflamatorias esta intensificada, com progressao da diferenciacdo de células estaminais
embrionarias alogénicas. Assim, a terapia imunossupressora parece ser aconselhavel quando
este tipo de células é usado no tratamento do enfarte do miocardio. No entando, este
tratamento imunossupressor é pouco tolerado e debilita a qualidade de vida do doente. O
estado de imunodeficiéncia dos ratinhos que desenvolveram teratoma apos implantacdo de
células estaminais embrionarias reflecte o grau de imunossupressdo necessario para que nao
ocorra rejeicdo de células estaminais embrionarias (Leri A, 2005). Vérias estratégias tém sido
discutidas com o objectivo de prevenir a potencial rejeicdo imune contra as ceélulas
transplantadas, nomeadamente microquimerismo, uso de células estaminais embrionarias
isogénicas com o receptor ou a formacdo de bancos de células estaminais. Contudo, estes
métodos deverdo ainda ser melhor estudados para que a sua utilizacdo se possa considerar

como opc¢ao. (Yuan X, 2007) (Christophorou N, 2007)

O potencial de utilizacdo terapéutica das células estaminais embrionarias humanas
ostenta profundas preocupacBes éticas estando a questdo fundamental relacionada com
anocdo do status moral de embriGes humanos. As pesquisas sobre células estaminais
embrionarias humanas sdo desejaveis, mas o dever de curar individuos doentes ndo devera
superar 0 objectivo de tratar seres humanos como sujeitos e ndo como objectos. Um ponto de
vista interessante foi recentemente proposto: em paralelo com a definicdo de morte
organismica do adulto, que ocorre quando os critérios de morte cerebral sdo observados,
também um embrido pode ser considerado organismicamente morto quando perde uma
funcdo fundamental. Consistindo a sua funcdo na continuidade, divisdo celular integrada,
crescimento e diferenciacdo, a paragem irreversivel da divisdo das células, mais do que a

morte de cada célula, corresponde a morte organismica do embrido. Aproximadamente 60%




dos embrides fecundados in vitro ndo se dividem as 24h. Muitas vezes, esse crescimento
reflecte anormalidades genéticas graves, mas nao significa necessariamente que todas as
células do embrides sejam anormais. Nestes embrides mosaico, pelo menos um blastomero
diploide normal pode ser encontrado. Assim, a ética quando para a doacao de 6rgaos poderia
ser aplicada a colheita dos células estaminais humanos a partir de embrides organismicamente
mortos. I1sso proporcionaria uma base comum em que a necessidade de proteger os direitos
humanos, dignidade e progresso na pesquisa biomédica ndo entrariam mais em conflito. (Leri

A, 2005)

As limitagdes descritas conduzem ainda hé impossibilidade de se realizarem testes em
humanos (Heldman A, 2011) contudo, ndo desencorajaram 0s promotores das células
estaminais embrionarias que consideram serem necessarias mais investigacBes para
ultrapassar estes problemas bioldgicos, e também o cepticismo do uso terapéutico das células
estaminais embriondrias. Devera considerar-se ainda que o estudo das células embrionarias
estaminais poderd também fornecer informacgdo sobre os mecanismos de desenvolvimento
embrionario e, dessa forma, conduzir a intervencGes terapéuticas in Utero e correccdo de

malformacdes congénitas.

Células Estaminais Adultas

Em contraste com as células estaminais embrionarias, as células estaminais adultas
apresentam uma capacidade de diferenciacdo mais limitada mas permitem ultrapassar as

questdes éticas relacionadas com aquelas.

MIOBLASTOS ESQUELETICOS

O musculo esquelético é capaz de se regenerar por si apos lesdo uma vez que contém

células satélite, também conhecidas como mioblastos, abaixo da membrana basal das fibras




musculares maduras, (Hagege AA, 2003) que possuem a capacidade de se fundir com as
fibras musculares circundantes e de se diferenciar em musculo esquelético funcional.

(Christophorou N, 2007)

Tendo por base 0 conceito de que os mioblastos esqueléticos possuem plasticidade
suficiente para dar origem a musculo cardiaco, estas celulas, obtidas de bidpsia do musculo
esquelético, estdo entre os tipos celulares mais precocemente estudados para regeneracao

cardiaca.

Entre as suas vantagens considera-se a sua origem a partir de células autélogas o que
facilita a sua acessibilidade, as questbes éticas e a auséncia de necessidade de
imunosupressdo; além disso, sdo resistentes a isquémia o que constitui uma enorme vantagem
visto que serdo implantadas em tecido cicatricial pds enfarte no qual a vascularizacdo €
diminuta. Estas células estdo consignadas a linhagem miogénica possuindo assim elevada
capacidade proliferativa num estadio tardio de diferenciacdo, como tal sdo menos
teratogénicas e possuem menor risco tumoral que as células estaminais embrionarias.

(Menasché P, 2007) (Ortak J, 2008)

Através de estudos pré-clinicos e clinicos em situacdo pos enfarte do miocardio em
gue se administraram mioblastos esqueléticos, demonstrou-se a sua capacidade para colonizar
a regido isquémica pos-enfarte e para contribuir na regeneracao cardiaca e melhoria da funcéo
ventricular quer sistdlica quer diastolica em modelos animais (Hagege AA, 2003) (Tousoulis
D, 2008) Séo exemplos de estudos, o trabalho realizado por He e colaboradores, que usando
um modelo animal de insuficiéncia cardiaca cronica demonstraram um significativo aumento
da pressdo sistolica ap0s o transplante de mioblastos esqueléticos autdlogos. Num outro
estudo, utilizando coelhos com les&o cardiaca, Van den Bos e colaboradores relataram uma

melhoria na espessura da parede regional (sem alteragdo concomitante na fraccdo de ejeccéo




global) e uma atenuacgédo da remodelacéo ventricular no grupo tratado com estas células. (He

KL, 2005) (Van den Bos EJ, 2005)

No entanto, os mioblastos implantados ndo provaram a sua diferenciacdo em
cardiomidcitos. (Christophorou N, 2007). Estes achados sdo conducentes com a ideia de que
os efeitos benéficos da sua administracdo derivam de efeitos parécrinos com aumento da
angiogénese; reducdo da remodelacdo ventricular (Gonzales C, 2009); contrac¢do autbnoma;
reducdo da &rea de enfarte ou alteracdo de propriedades mecénicas da cicatriz. (Menasché P,

2007)

Uma variedade de estudos clinicos aferiu seguranca e eficacia de mioblastos
esqueléticos usando ambos os modos de administracdo — intracorondria ou intramiocardica —
em doentes com cardiomiopatia isquémica cronica. (Ortak J, 2008) Contudo, a incapacidade
dos mioblastos se transdiferenciarem em cardiomidcitos e de formarem conexdes
electrofisiologicas com o miocardio hospedeiro, por ndo possuirem as proteinas N-caderina e
conexina 43 no disco intercalar, tem levantado preocupacdes sobre o potencial de formacéo
de substrato para taquicardia ventricular de reentrada. Esta constatacdo é reforcada por
estudos nos quais se verificou que a super-expressdo de conexina 43 induzida geneticamente,
reforcou a lacuna da conduténcia juncional e diminuiu a arritmogenicidade. (Christophorou

N, 2007) (Menasché P, 2008)

Devido as suas caracteristicas anteriormente referidas como a facilidade de obtengéo
pela biopsia, elevada capacidade de proliferarcéo in vitro etc, estas células foram o primeiro
tipo celular usado em estudos clinicos de terapia celular no tratamento da doenca cardiaca.

(Christophorou N, 2007)

Num estudo, orientado por Siminiak, 10 doentes receberam doses variaveis de células.

A fracgdo de ejeccdo média, antes do procedimento 35,2%, aumentou significativamente ao




fim de 4 meses para 42%, e este efeito manteve-se durante os 12 meses de follow-up.

(Siminiak T, 2004)

O estudo MAGIC, multicéntrico, randomizado, controlado por placebo, duplamente
cego, publicado em 2008, incluiu doentes com disfungdo ventricular esquerda e indicagéo
para cirurgia bypass da artéria coronaria, teve como principais objectivos avaliar a seguranca
(pela ocorréncia de efeitos adversos cardiacos e arritmias ventriculares durante os primeiros 6
meses pads cirurgia) e a eficacia (por alteragdes na funcdo do ventricular esquerda regional e
global) desta terapéutica celular. Estes pacientes receberam células (400 ou 800 milhdes)
obtidas de bidpsia de musculo esquelético ou solucdo de placebo injectada em 30 locais em
volta da cicatriz. Um cardioversor-desfibrilhador foi implantado em todos os doentes antes da
alta hospitalar pelo possivel risco arritmico. Aos 6 meses, ndo se verificaram mais efeitos
adversos nos doentes com administracdo de mioblastos do que nos controlos. No que diz
respeito a eficacia verificou-se que, os mioblastos transferidos ndo aumentaram a funcéo do
ventriculo esquerdo regional ou globalmente além do visualizado nos controlos.
Curiosamente, no entanto, o grupo submetido a elevada dose demonstrou diminui¢cdo nos
volumes finais de diastole e sistole do ventriculo esquerdo comparativamente com 0 grupo

placebo.

Daqui se concluiu que injec¢bes de mioblastos como adjuvante de cirurgia coronaria
em doentes com cardiomiopatia isquémica e diminui¢do da funcdo do ventriculo esquerdo
parecem seguras mas falham na melhoria da fungdo cardiaca ecocardiografica no follow up

aos 6 meses. (Menasche P, 2008)

Pelo contrario, o estudo CAUSMIC, um follow-up ap6s um ano de um pequeno ensaio

clinico controlado e randomizado, no qual os mioblastos esqueléticos foram injectados através




de um sistema de cateter tridimensional mostrou melhoria da fungdo ventricular esquerda,

alivio dos sintomas, e qualidade de vida. (Dib N, 2009).

Pela andlise do conjunto de trabalhos, parece haver alguma concordancia entre eles,
(Ince H, 2004) (Gnecchi M, 2005), (Dib N, 2005), (Dib N, 2009), sobre a recuperacéo
funcional dos corages transplantados, como indicado pela melhoria da fraccdo de ejeccéo e
da contractilidade regional nos segmentos com mioblastos implantados, que no entanto nédo

foi corroborada pelo estudo MAGIC. (Menasche P, 2008)

Entretanto, uma "segunda geracdo” de mioblastos esqueléticos, alterada por técnicas
de aprimoramento de células tem também sido colocada como alternativa. (Menasché P,

2008)

CELULAS ESTAMINAIS DERIVADAS DA MEDULA OSSEA

Na dependéncia da medula 6ssea encontram-se varias subpopulagdes de células
diferenciadas como as células do estroma, vasculares, adipécitos, osteoblastos e osteoclastos;
e também células estaminais adultas, multipotentes, como células hematopoiéticas, células
mesenquimatosas e células progenitoras endoteliais, que tém sido extensivamente
investigadas na sua capacidade para regenerar miocardio. Estas células estaminais podem ser
estratificadas de acordo com os marcadores de superficie que expressam e tém sido
empregues nos estudos para reparacao de 6rgdos lesados a partir de tecidos distintos dos seus

orgaos de origem. (Leri A, 2005)

Um dos primeiros estudos que avaliou a capacidade regenerativa das células da
medula 6ssea consistiu na administracdo de medula dssea de ratinhos machos em ratinhos
fémea com distrofia. Verificou-se que tanto o musculo esquelético como o musculo cardiaco

dos ratinhos receptores, possuiam células musculares especificas contendo o cromossoma Y.




Desta forma sugeriu-se que células de medula dssea circulantes podiam ser recrutadas pelo

tecido cardiaco e diferenciar-se em cardiomidcitos. (Bittner RE, 1999)

As células da medula dssea podem ser isoladas ap0s aspiracdo directa de medula 6ssea
ou podem ser obtidas da circulagdo periférica apds mobilizagdo de citocinas como o G-CSF
(factor estimulante de colonias de granulécitos). (Ortak J, 2008). No que diz respeito ao efeito
da administracdo de G-CSF na funcdo cardiaca foram realizados vérios trabalhos cujos
resultados foram contraditorios. Na meta-anélise de Zohlnhofer, (Zohlnhofer D, 2008) foram
incluidos dez ensaios nos quais de procedeu a mobilizacdo de células estaminais por G-CSF,
com um total de 445 doentes. Observou-se melhoria da fraccdo de ejeccdo ventricular
esquerda em ambos grupos: 0s G-CSF e placebo. No entanto, comparativamente com o
grupo placebo a mobilizacdo de células estaminais por G-CSF ndo proporcionou aumento
significativo na fraccdo de ejeccdo. Além disso, adiferenca média de reducdo da area

de enfarte entre os grupos também ndo foi significativa.

Células estaminais hematopoiéticas:

As células estaminais hematopoiéticas sdo comummente identificadas pela expressdo
dos antigénios de superficie CD34 e CD133; estas células ddo origem a todas as linhas
hematopoiéticas. Além da sua relacdo primaria com a hematogénese, também revelaram
capacidade para se diferenciarem numa grande variedade de feno6tipos, incluindo musculo

esquelético, hepatocitos, células endoteliais e também cardiomiécitos. (Alessandro DA, 2010)

Num estudo de 2001 (Jackson KA, 2001), celulas estaminais hematopoiéticas
derivadas de medula ¢ssea foram usadas em ratinhos que sofreram oclusdo da artéria
coronaria. As células do dador expressavam LacZ na sua constituicdo o que permitia a sua

facil identificacdo. Os autores identificaram a expresséo de lacZ nos cardiomiocitos com uma




prevaléncia de 0,02% na regido peri-enfarte. Também identificaram células endoteliais numa

prevaléncia aproximada de 3,3% nos pequenos vasos adjacentes a regido com enfarte.

Ainda nesse ano, (Orlic D, 2001) Orlic e colaboradores examinaram a capacidade
regenerativa de celulas estaminais hematopoiéticas derivadas de medula 6ssea. Neste estudo,
células estaminais hematopoiéticas que expressavam proteina fluorescente verde (PFV) foram
injectadas na parede de miocardio contractil perifericamente a regido de enfarte produzida por
blogueio da artéria coronaria. Verificaram entdo que o novo miocardio formado estava a
ocupar 68% da regido de enfarte do ventriculo 9 dias ap6s transplantacdo, e o tecido
desenvolvido continha midcitos em proliferacdo e estruturas vasculares organizadas em
arteriolas corondrias e estruturas capilares. As células transplantadas expressavam PFV e
marcadores especificos de cardiomiocitos. A nivel funcional os coragbes de animais
transplantados exibiam recuperacdo significativa, avaliada por ecografia e por parametros

hemodinamicos, quando comparado com animais controlo.

Em 2004, trés estudos foram publicados a contradizer as observacGes relatadas no
estudo de Orlic. No primeiro destes estudos, (Murry CE, 2004) células estaminais
hematopoiéticas foram isoladas de ratinhos contendo o transgene que controla a expressao de
lacZ ou PFV através do promotor da cadeia pesada de a-miosina cardiaca. Considerava-se
que células estaminais hematopoiéticas que expressassem proteina das cadeias pesada da o -
miosina como resultado da sua transdiferenciacdo em cardiomidcitos, deveriam também
expressar lacZ ou PFV e assim seriam facilmente detectaveis nos cora¢bes dos animais
receptores. As células estaminais hematopoiéticas foram injectadas no miocardio dos animais
que tiveram oclusdo coronaria e como tal sofreram enfarte. Os autores descreveram que ndo
encontraram evidéncia da expressdo do transgene especifico cardiaco e ndo existia
diferenciacdo cardiaca significativa de células estaminais hematopoiéticas ap0s a sua

transplantacdo, apesar da sua capacidade para exercer alguns efeitos benéficos. Um estudo




publicado simultaneamente (Balsam LB, 2004) tambem avaliou a capacidade das células
estaminais hematopoiéticas isoladas de medula Gssea para regenerar miocardio enfartado e se
diferenciar em cardiomiocitos. Células estaminais hematopoiéticas isoladas de ratinhos
transgénicos que expressando PFV foram injectadas directamente no miocardio isquémico em
ratinhos. Células PFV+ expressam marcadores hematopoiéticos maduros CD45 e Gr-1 sem
deteccdo da expressdo de marcadores cardiacos. Eles concluiram que no microambiente do
coracdo lesado, celulas estaminais hematopoiéticas adoptam apenas percursos de
diferenciacdo tradicionais. Finalmente, no estudo de Nygren (Nygren JM, 2004) foi descrito
que, tanto a populacdo ndo fraccionada de células de medula 6ssea como a populagédo
purificada de células estaminais hematopoiéticas, apenas se enxertam transitoriamente no
miocéardio enfartado. Baixos niveis de cardiomidcitos derivados de medula 0ssea de dador
foram observados no miocardio do hospedeiro que resultaram da fusdo celular e ndo de

transdiferenciacao.

As observacgOes descritas nos quatro estudos acima referidos conduziram a conclusdes
contraditérias. Ao contréario do estudo de Orlic que reportou a transdiferenciacdo de células
estaminais hematopoiéticas derivadas de medula 6ssea em cardiomidcitos no tecido lesado, 0s
outros trés estudos relataram apenas eventos raros que poderiam ser explicados através de
fusdo celular. (Christophorou N, 2007). Assim, o grupo que publicou o estudo original usando
células estaminais hematopoiéticas derivadas de medula éssea repetiu o seu trabalho (Kajstura
J, 2005) usando células c-kit+ isoladas de medula 0ssea de ratinhos macho transgénicos que
expressam na sua constituicdo PFV. Os investigadores reproduziram os resultados obtidos
inicialmente pela demonstracdo de que células injectadas se diferenciaram em cardiomidcitos
e vasos coronarios, sem diferenciacdo em células hematopoiéticas e sem aparente deteccao de

efeito paracrino ou fuséo celular.




Células Estaminais Mesenquimatosas

Células estaminais mesenquimatosas sdo células estaminais ndo-hematopoiéticas,
multipotentes que possuem potencial para se diferenciar em varios tipos celulares
mesodérmicos. (Picinich SC, 2007) Estas células inicialmente encontradas na medula 0ssea,
localizam-se também no corddo umbilical, liquido amniotico, tecido adiposo entre outros, e
possuem capacidade para se diferenciar em células como os adipécitos, condrocitos e também
cardiomidcitos in vitro (Gonzales C, 2009). Possuem caracteristicas que as tornaram um
modelo interessante a estudar no contexto da terapia celular, nomeadamente a facilidade de
isolamento; elevado potencial de proliferacdo; estabilidade genética; auséncia de complexo
major de histocompatibilidade e portanto capacidade de transplantacdo alogénica; e a

capacidade para secre¢do de factores angiogénicos. (Tousoulis D, 2008)

Makino e colaboradores em 1999 (Makino S, 1999), foram quem primeiro verificou o
potencial de diferenciacdo em cardiomiocitos das células estaminais mesenquimatosas
derivadas de medula dssea de rato. A morfologia de 30% das células tratadas com 5-azacitina
(agente desmetilante de DNA) alterou-se apdés uma semana e, ao fim de duas semanas
contraiam espontaneamente e expressavam marcadores cardiacos. Em 2002, (Bittira B, 2002)
um grupo de investigadores procedeu ao isolamento das células estaminais mesenquimatosas
derivadas de medula dssea, seleccionadas pela presenca de Lac Z e foram formados dois
grupos: um de células tratadas com 5-azacitina e outro com células ndo tratadas. Estas células
foram injectadas em miocardio crio-lesado de ratos isogénicos. Quatro a oito semanas apds 0
injeccdo verificou-se que os ratinhos submetidos a administracdo de células tratadas
apresentavam estruturas tipo miotubulos com expressdo do marcador cardiaco troponina I-C
enquanto que os ratinhos aos quais tinham sido administradas células n&o-tratadas,

apresentavam células pouco diferenciadas, algumas das quais com outros fendtipos. Com




estes resultados sugeriu-se que o tratamento com um agente desmetilante seria necessario para

a diferenciacdo das células mesenquimatosas em cardiomiocitos.

Outro estudo de 2002, de Shake (Shake JG, 2002), focou-se na implantacéo de células
estaminais mesenquimatosas autélogas em modelos suinos de enfarte de miocardio, injectadas
2 semanas apos o enfarte, na area lesada. Registou-se uma significativa melhoria no grau de
disfuncdo contractil nos animais transplantados com reducdo da fragilidade da parede
miocardica. Num estudo de Bittira de 2003 (Bittira B, 2003), no qual células
mesenquimatosas derivadas de medula 6ssea de rato marcadas com LacZ foram injectadas na
veia da cauda verificou-se que estas células tiveram capacidade de se instalar na area lesada
do coragdo e foram encontradas em concentracbes elevadas na regido peri-enfarte do

miocardio.

Ainda em 2002, Toma e colaboradores (Toma C, 2002) realizaram um trabalho com
injeccdo de ceélulas estaminais mesenquimatosas derivadas de medula 6ssea humana no
ventriculo esquerdo de ratinhos. Uma semana ap0s a injec¢do apenas um ndmero limitado de
células tinha sobrevivido. Nestas verificou-se a expressdo de marcadores especificos

cardiacos semelhantes aos do miocérdio hospedeiro.

Num modelo suino de enfarte do miocardio (Amado LC, 2005) em que se procedeu a
administracdo de células estaminais mesenquimatosas alogénicas, trés dias apds o enfarte,
verificou-se diminuigcdo do tamanho de enfarte e melhoria da fungéo ventricular esquerda sem
ocorréncia de reaccdo inflamatdria devido a rejeicdo. Apesar de a retencdo de células
estaminais mesenquimatosas diminuir ao longo do tempo e ndo existir evidéncia da
diferenciagdo em cardiomiodcitos, foi evidente o reaparecimento de tecido miocardico e a
melhoria da funcdo ventricular regional o que sugere que a células estaminais

mesenguimatosas estimulam mecanismos de reparagdo enddgena. Alguns estudos sugeriram




ainda a melhoria da sobrevivéncia destas células atraves da sua transferéncia com o gene de
codificacdo Akt (Mangi AA, 2003) ou pela administracdo do factor-1 de crescimento
insulina-like (Davis ME, 2006) ou ainda pela modificacdo das células estaminais
mesenguimatosas através de vector heme-oxigenase regulador de hipoxia permitindo

melhoria na resposta a terapéutica celular. (Tang YL, 2005)

Num estudo clinico com infuséo intracoronaria de células mesenquimatosas derivadas
de medula dssea autdloga em doentes que sofreram enfarte do miocardio, verificou-se
melhoria funcional da parede e 14% de melhoria na fraccdo de ejeccdo quando comparado

com doentes controlo injectados com solucéo salina. (Chen SL, 2004)

Sobre as celulas estaminais mesenquimatosas derivadas de medula 0ssea € descrita a
capacidade de instalacdo nas areas cardiacas sujeitas a lesdo resultante de enfarte do
miocardio e o potencial para transdiferenciacdo em cardiomiocitos in vivo. (Toma C, 2002)
Outra das suas vantagens é o facto de serem células aut6logas o que torna desnecessario 0 Uso
de terapia imunossupressora. Contudo, o tempo necessario para que as células estaminais
mesenguimatosas proliferem em cultura de forma suficiente para serem usadas na
transplantacdo € longo comparativamente com o pouco tempo que os doentes tém para a sua

administracdo no pos enfarte. (Christophorou N, 2007)

Células Progenitoras Endoteliais

As células progenitoras endoteliais circulantes ou derivadas de medula 6ssea sao
precursoras funcionais de células endoteliais que expressam CD133, CD34 e outros
marcadores de superficie de células endoteliais como Flk-1. (Tousoulis D, 2008) Possuem
propriedades semelhantes aos angioblastos embrionarios em diferentes estadios de maturacao,
com importante papel na manutencdo da integridade endotelial e neovascularizagdo pds-natal

(Asahara T, 1997).




Estas células podem circular no sangue periférico ou ser incorporadas em regides de
neovascularacdo activa, isquémia dos membros ou miocardio isquémico. Evidéncias sugerem
que as células progenitoras endoteliais participam ndo apenas no processo de vasculogénese
substituindo as perdas de células endoteliais, mas também na endotelizacdo de enxertos.
(Tousoulis D, 2008) Existem evidéncias de que a disponibilidade e compromisso das células
progenitoras endoteliais ocorre na presenca de multiplas condi¢des cardiovasculares,

incluindo doenga coronaria e insuficiéncia cardiaca. (Pelliccia F, 2009)

Num trabalho experimental, em 2001, usaram-se ratinhos modelo com enfarte do
miocardio aos quais se administraram células progenitoras endoteliais por via intravenosa;
verificou-se neovascularizacdo do tecido isquémico com reducdo da apoptose nos animais
tratados. (Kocher AA, 2001). J& em 2004, Schuster e seus colaboradores procederam a um
estudo experimental tendo injectado células progenitoras endoteliais localmente no miocardio
lesado donde resultou também proliferacdo de midcitos e de estruturas vasculares.
Considerou-se entdo que o0 mecanismo de accdo destas células é mediado pela
neovascularizacdo e formacdo de vasos de grande calibre que protegem os cardiomidcitos
hipertrofiados da apoptose (Schuster MD, 2004). Em 2005, Erbs realizou um estudo clinico
randomizado onde se procedeu a infusdo intracoronaria de células progenitoras endoteliais
antes da recanalizacdo da ocluséo total cronica. Verificou-se melhoria da funcéo ventricular

esquerda, da perfusdo miocardica e reducdo da area de enfarte. (Erbs S, 2005)

Demonstrou-se que os niveis de células progenitoras endoteliais CD34 circulantes
estdo elevados em doentes com lesdo endotelial, lesdo vascular e enfarte agudo do miocardio
0 que implica um aumento na reciclagem de células endoteliais. (Tousoulis D, 2008). Por
outro lado, baixo nimero destas células progenitoras foi correlacionado com baixa funcéo
vascular (Hill JM, 2003) constituindo assim um marcador celular que prediz de forma

independente o progndstico de doentes com doenga cardiovascular.




Ensaios Clinicos

Nos estudos iniciais a terapia celular com células mononucleares derivadas da
medula 6ssea revelou seguranca e viabilidade com possiveis efeitos favoraveis na funcdo

ventricular esquerda, perfusdo miocardica e volume telesistolico ventricular esquerdo.

Estes resultados conduziram a realizagdo de varios ensaios clinicos, caracterizados
por metodologias heterogéneas, auséncia de standartizagdo, e falta de uniformidade no que diz
respeito ao objectivo primario e aos métodos de medida utilizados. Embora muitos estudos
tenham revelado beneficios com a utilizacdo desta terapia, noutros obtiveram-se resultados

dispares. (Gersh B, 2009)

Em 2004, foi apresentado o estudo BOOST (Wollert KC, 2004) um estudo
randomizado com doentes submetidos a intervencdo coronaria percutanea e transferéncia de
células de medula dssea autdlogas. Os autores verificaram que seis meses apds o transplante,
a transferéncia de células tinha melhorado a funcdo ventricular esquerda sistélica, que
aumentou 6,7%, num segmento miocardico adjacente a area de enfarte quando comparado
com 0s que apenas receberam intervencdo corondria percutanea onde se verificou aumento de
0,7%. Contudo, no follow-up aos 18 meses ja ndo havia mais diferenca na fraccao de ejeccdo
ventricular esquerda entre os dois grupos devido a aumento no grupo placebo o que sugere
que as células derivadas de medula dssea apenas aceleram a recuperacdo da fraccdo de
ejeccdo. Posteriormente, no follow-up aos 5 anos, confirmou-se esta perda de significancia

estatistica na melhoria da fraccéo de ejeccéo. (Meyer GP, 2009)

No estudo REPAIR-AMI de 2006, um estudo multicéntrico, duplamente cego,
randomizado, controlado com placebo que incluiu 204 pacientes, revelou que a infusdo
intramiocéardica de células derivadas de medula éssea trés a sete dias apds o enfarte resultou

no aumento da funcdo do ventriculo esquerdo aos 4 meses e reducdo significativa da




mortalidade, recorréncia do enfarte e da necessidade de qualquer procedimento de

revascularizagdo a um ano.

Num outro estudo de 2006, (Schachinger V, 2006) doentes com enfarte agudo do
miocardio receberam infusdo intracoronaria de células de medula éssea ou placebo, em média
3 a 7 dias ap0s terapia de reperfusdo. Os autores registaram uma pequena, mas significativa,
melhoria da fraccéo de ejecgéo ventricular esquerda global (5,5% +/- 7,3% vs 3,0% +/- 6,5%)
aos quatro meses pos terapia. Também registaram reducdo nos casos fatais previstos, na
recorréncia de enfarte do miocérdio e em qualquer procedimento de revascularizacdo a 1 ano

pos-terapia.

Também o estudo BALANCE (Yousef M, 2009), demonstrou beneficios clinicos
apos 5 anos da administracdo intracoronaria de células mononucleares derivadas de medula
Ossea em doentes com enfarte agudo do miocardio, e confirmou a estabilidade do efeito da
terapia celular na contractilidade, parametros hemodindmicos, geometria do ventriculo

esquerdo e aumento na capacidade de exercicio.

No entanto, outros estudos publicados sobre o uso de células de medula 6ssea no
tratamento de enfarte do miocardio geraram controvérsia sobre o papel clinico potencial desta
nova terapia. No estudo ASTAMI, (Lunde K, 2006), desenvolvido na mesma altura que o
REPAIR-AMI, doentes com enfarte agudo miocardio da parede anterior com
supradesnivelamento do segmento ST foram tratados com intervengdo coronaria percutanea e
injeccdo de células de medula 0ssea autologas, intracoronariamente. Quando comparados com
os doentes controlo (que receberam apenas tratamento por via percutanea) exibiam um
aumento de 0,6% na fraccdo de ejeccdo ventricular esquerda numa emissao fotonica Unica da
tomografia computorizada, uma melhoria de 0,6% na ecocardiografia e um decrescimo de 3%

na ressonancia magnética. Os autores concluiram que ndo haviam efeitos significativos da




injeccdo de células de medula 6ssea na funcéo ventricular global. Uma explicacdo avancada
para justificar as diferencas entre os estudos REPAIR-AMI e ASTAMI diz respeito aos
diferentes métodos de isolamento e protocolos de armazenamento utilizados. (Seeger FH,

2007)

Janssens e colaboradores no seu estudo controlado por placebo, randomizado
duplamente cego com 67 doentes, onde procederam a administragdo destas células um dia
apos a intervencdo coronaria percutanea, também ndo encontraram melhoria na fraccdo de
ejeccdo global ap6s terapia celular com células mononucleares injectadas

intracoronariamente, embora considerem que esta terapia pode afectar favoravelmente a

remodelacdo miocardica. (Janssens S, 2006)

Ja em 2010 Wohrle (Wohrle J, 2010), descreveu os seus achados em doentes com
enfarte agudo do miocérdio, tratados com células mononucleares derivadas de medula 6ssea 5
a 7 dias ap0s angioplastia. Quarenta e dois doentes foram randomizados, neste estudo
duplamente cego e controlado por placebo. Nenhuma diferenca foi encontrada entre os grupos
aos 1, 3 e 6 meses na fraccdo de ejeccdo ventricular, tamanho de enfarte, dimensdes do
ventriculo esquerdo nem nos efeitos adversos major. O estudo foi revogado porque nao se
verificaram efeitos benéficos da terapia celular nas andlises preliminares. De notar que o
tempo entre o aparecimento de sintomas e a administracdo de células (média 20,8 +/- 12h) foi
superior aquele utilizado em estudos anteriores. Este facto associado ao baixo numero de
doentes em ambos aos grupos e uma nao divisdo dos géneros, torna estes resultados dificeis
de interpretar. Os resultados dos actuais e futuros ensaios clinicos deverdo ter determinado o

tempo Optimo para a terapia celular nos doentes pos enfarte do miocardio.

O estudo REGENT (2009) investigou a eficacia das subpopulagdes de células da

medula Ossea. Este estudo foi desenhado para avaliar a eficacia de uma subpopulacdo de




células progenitoras de medula 6ssea autologas seleccionadas pela presenca dos marcadores
de superficie CD34 e CXCRA4. Duzentos doentes com enfarte agudo do miocardio e
submetidos a intervencdo coronaria percutanea foram inscritos em cinco centros da Polonia.
Os doentes foram aleatoriamente distribuidos para receber células de medula 6ssea aut6logas
ou células desmarcadas e comparados com um grupo que ndo tinha sido submetido a
intervencdo percutanea coronaria. Os grupos tratados foram distribuidos e as células foram
administradas na artéria relacionada com o enfarte. No follow-up aos seis meses, 0 grupo com
tratamento celular ndo obteve melhoria significativa da fraccdo de ejeccdo do ventriculo
esquerdo, no entanto, nos doentes com fraccdo de ejeccao ventricular esquerda inferior a 37%,
verificou-se uma tendéncia de melhoria estatistica que ndo se verificou no grupo controlo.
Houve uma melhoria absoluta na fraccdo de ejeccdo ventricular esquerda de 3% em ambos 0s
grupos tratados com células enquanto que no grupo controlo ndo ocorreu alteracdo. Contudo,
este estudo ndo é cego e existiu um largo abandono pelos doentes sobretudo no grupo
controlo. Estes investigadores também encontraram uma tendéncia para a necessidade de
revascularizacdo do vaso-alvo em ambos 0s grupos embora ndo estatisticamente significativa.

(Tendera M., 2009)

Nos altimos anos também foram publicadas meta-analises sobre a terapéutica com
celulas derivadas da medula 6ssea no enfarte do miocéardio. Dois desses trabalhos
demonstraram que a administracdo intracorondria das células mononucleares derivadas de
medula dssea apds enfarte agudo do miocéardio resultava em melhoria significativa da fraccéo
de ejeccdo do ventriculo esquerdo, diminuicdo do volume telesistélico ventricular e
diminuigéo da area de enfarte (Lipinski MJ, 2007) (Martin-Rendon E, 2008). A meta-analise
realizada por Abdel-Latif (Abdel-Latif A, 2007) revelou também efeito favoravel da terapia
celular. No entanto € de ressalvar que avaliava uma populagcdo heterogénea com casos de

enfarte agudo do miocéardio e também de doenca coronaria crénica.




Em 2009, Singht e colaboradores publicaram mais uma meta-analise sobre sete
estudos clinicos randomizados nomeadamente, Wollert KC, 2004; Chen SL, 2004; Janssens
S, 2006; Lunde K, 2006; Schachinger V, 2006; nos quais se procedeu a administracao
intracoronaria de células derivadas de medula dssea, ap6s 0 sucesso da intervengdo percutanea
coronaria em doentes com enfarte agudo do miocardio. Esta analise resultou em 516 doentes
e, 0 grupo submetido a terapia celular obteve melhoria estatisticamente significativa da
fraccdo de ejeccdo ventricular esquerda aos 3 a 6 meses comparativamente com 0 grupo

controlo (6,1% vs 2,7%). (Singh S., 2009)

Numa segunda meta-analise de 2009, Zhang e colaboradores, (Zhang S, 2009)
agruparam os dados de sete estudos controlados e randomizados nos quais se utilizaram
celulas derivadas de medula dssea, e examinaram o efeito do tempo da administragdo na
eficdcia das células. Nos doentes tratados com células 4 a 7 dias ap0s a intervencdo
percutanea coronaria de emergéncia, obteve-se maior aumento na fraccdo de ejeccdo e volume
sistolico final comparativamente com os doentes tratados ao fim de 24 horas. O tempo de
administracdo das células também parece ter impacto nos efeitos adversos, o grupo com
tratamento tardio teve significativamente menos efeitos adversos, incluindo a necessidade de
revascularizacdo e recorréncia de enfarte do miocardio. Tal beneficio ndo foi observado no
grupo com tratamento precoce. Segundo os préprios autores ainda ndo se percebeu o motivo
para justificar estas diferencas embora se presuma que o mesmo se deva as diferencas no

microambiente bioquimico do miocardio provocadas pelo processo inflamatério

As percepcOes dos resultados desta primeira fase de estudos clinicos s&o
contraditérias. Por um lado, a maioria das células transplantadas desaparece do miocardio
numa semana, € a auséncia de provas concretas de revitalizacdo do miocérdio é uma fonte
de decepgédo. Por outro lado, estes dados fornecem-nos oportunidades para investigar mais

profundamente 0s mecanismos dos possiveis beneficios e desenvolver estratégias que




reforcem a sobrevivéncia e retencdo das células. A tendéncia de melhoriaem relacdo a
funcdo ventricular esquerda, perfusdo e tamanho da zona de enfarte, além de aparentar
seguranca € animadora e gerou novas questdes para a proxima fase de ensaios clinicos. Talvez
o optimismo desenfreado inicial tenha dado lugara um espirito mais realista e uma

consciéncia das multiplas questdes que deverdo ser abordados (Gersh B, 2009).

Poucos ensaios clinicos randomizados com células estaminais derivadas de medula
Ossea foram realizados em situacdes de doenca arterial coronaria crénica e insuficiéncia
cardiaca crénica. No entanto, os resultados sdo semelhantes aos pacientes com enfarte agudo
do miocéardio, mostrando uma melhoria na funcdo ventricular regional e global, perfuséo

e reducdo dos sintomas de angina de peito (Losordo DW, 2007).

A utilizacdo de células progenitoras derivadas de medula dssea e sua capacidade para
regenerar miocardio enfartado é bastante controversa para inferir conclusdes sobre as
evidéncias das diferentes observacdes e conclusdes descritas nos estudos mencionados. Isto
quer apenas dizer que mais estudos sdo necessarios para determinar inequivocamente a real

capacidade cardiaca das células estaminais derivadas de medula dssea.

CELULAS ESTAMINAIS DERIVADAS DO TECIDO ADIPOSO

O tecido adiposo é formado por adip6citos maduros e por uma frac¢do vascular de
estroma. Incluidas nesta fraccdo encontram-se populagGes de células vasculares e de células
tipo fibroblastos, recentemente descritas como células estaminais multipotentes (Tousoulis D,

2008) e identificadas pela expressdo de CD44 e CD105. (Bai X., 2010)

As células estaminais derivadas do tecido adiposo, que compartilham propriedades

com as células mesenquimatosas derivadas da medula 6ssea tais como o imunofenotipo da




superficie celular, sendo positivo para CD10, CD13, CD90, e CD106; e também a sua
capacidade de diferenciacdo em mdltiplas linhas celulares, (Hong S., 2010) tornaram-se uma
fonte celular atraente para a aplicacdo clinicana reparacdo de miocéardio atingido pela
isquemia. Entre as determinantes vantajosas do tecido adiposo encontram-se a abundancia
deste tecido na maioria dos pacientes, a facilidade de aceder ao mesmo através de
lipoaspiracdo minimamente invasiva (Bai X., 2010) ou abdominoplastia electiva (Alessandro
DA, 2010), o diminuto espaco de tempo necessdrio para preparar a amostra a ser
administrada, (Hong S., 2010) a elevada densidade de células estaminais no tecido adiposo
(5%) quando comparada com a medula éssea (0,01%) (Fraser JK., 2006), e a capacidade de

expansdo in vitro sem necessidade de 5-azacitidina. (Tousoulis D, 2008)

Bai e colaboradores procederam a administracdo na zona peri-enfarte de grupos de
ratinhos 1) células estaminais derivadas de tecido adiposo humano recém-isoladas, 2) o
mesmo tipo de células mas ap6s cultura 3) placebo. Apds quatro semanas verificaram que
tinha havido diminuicdo da funcédo cardiaca nos ratinhos que receberam placebo enquanto que
nos ratinhos submetidos a administracdo de células ndo s6 ndo se verificou deterioracdo da
funcdo cardiaca como o volume telesist6lico do ventriculo esquerdo era significativamente
inferior ao dos ratinhos que receberam placebo. (Bai X., 2010) Também os estudos de Cai e

Zhu demonstraram resultados semelhantes. (Cai L., 2009) (Zhu XY, 2009)

Num outro trabalho, procedeu-se a inducdo de enfarte do miocardio agudo transmural
em modelos porcinos. De seguida administrou-se solugdo controlo ou células estaminais
derivadas de tecido adiposo previamente cultivadas. Apds quatro semanas procedeu-se a
avaliacdo cintigrafica tendo-se verificado que a fracgdo de ejecgdo ventricular tinha

aumentado significativamente (11,39 + 4,62%) quando comparado com o controlo (1,95 +

4,7%); além disso, a espessura da parede do ventriculo esquerdo era significativamente maior




no grupo que recebeu a terapia celular com células estaminais derivadas de tecido adiposo.

(Valina C., 2007)

Os mecanismos subjacentes ao efeito benéfico destas células na regeneracdo do
miocardio ndo foram ainda totalmente compreendidos. Existem evidéncias crescentes que
indicam que o transplante das células melhora a fung&o cardiaca através da sua diferenciacéo
em cardiomidcitos, identificados in vitro pela expressdo de marcadores como a troponina | e a
miosina de cadeia leve, e por estudos electrofisiologicos que revelaram a presenca de canais
de célcio e potéssio dependentes da voltagem. (Bai X., 2007) Também a diferenciacdo em
células vasculares foi demonstrada nomeadamente pelo estudo de Ning no qual ocorreu
diferenciacdo de células estaminais derivadas de tecido adiposo em células endoteliais
identificadas pela presenca de CD31, factor de von Willebrand e sintetase de oxido nitrico
endotelial. (Ning H., 2009) Estes dados foram sustentados pelo estudo in vivo de Bai que
identificou as células também pela presenca dos marcadores conexina 43 e troponina I, no
caso das células que se diferenciaram na linhagem cardiomiogénica, e factor de Von
Willebrand e actina do musculo liso na diferenciacdo em células vasculares. (Bai X., 2010)
Estes dados foram contrariados pelo trabalho de Strem que administrou células estaminais
derivadas de tecido adiposo em ratinhos e, ap6s 2 semanas, verificou que as células
expressavam marcadores cardiacos, mas ndo marcadores de células endoteliais como 0 CD31
ou o factor de von Willebrand. (Strem BM., 2005) Também no trabalho de Rigol se verificou
que apos administracdo das células estaminais em modelos porcinos de enfarte do miocardio
ocorria a presenca de celulas vasculares mas néo se identificava a presenca de cardiomiocitos.
(Rigol M., 2010) Estas discrepancias de resultados poderdo dever-se aos diferentes
procedimentos de isolamento das células, de cultura, de vias de administragdo, de modelos

animais e mesmo aos limites da analise histologica.




Alguns trabalhos também sugerem que a secrecdo de factores paradcrinos também
podera contribuir para 0 mecanismo de ac¢do desta terapéutica, nomeadamente atraves de
IGF-1 e VEGF, que se revelaram capazes de melhorar a angiogénese e de reduzir as taxas

de apoptose celular (69,5% pelo IGF-1 e 34,2% pelo VEGF). (Sadat S., 2007)

E também importante notar que ndo ha descricio do aparecimento de arritmias

ou tumorigénese em qualquer dos estudos realizados com estas células. (Bai X., 2010)

Com base nos dados ja conhecidos de que as células estaminais derivadas de tecido
adiposo poderdo melhorar significativamente a fun¢do do musculo cardiaco, estudos clinicos
foram iniciados. O primeiro ensaio clinico, APOLLO (The Adipose-Derived Stem Cells in the
Treatment of Patients with ST-Elevation Myocardial Infarction) trata-se de um estudo fase |,
prospectivo, duplamente-cego, randomizado, controlado com placebo, que pretende avaliar
aseguranca e a eficacia das células estaminais derivadas de tecido adiposo. O trabalho
incluiu 14 doentes aos quais foi administrada terapia celular ou placebo 24 horas apds terapia
coronaria percutanea, aguarda-se a publicacdo dos resultados. (Duckers HJ., 2009) Um
segundo ensaio clinico fase | — PRECISE (A Randomized Clinical Trial of Adipose-Derived
Stem Cells in Treatment of Non Revascularizable Ischemic Myocardium) foi concebido
para testar a seguranca e a viabilidade destas células em doentes com patologia isquémica que
ndo sdo candidatos a terapia de revascularizacdo, também se aguarda a publicacdo dos
resultados. (Alessandro DA, 2010)

As células estaminais derivadas do tecido adiposo assumem-se assim como potencial
fonte na terapia celular de doencas cardiovasculares devido a sua capacidade de aumentar o
crescimento vascular e também de reparar os tecidos; além disso, podem ser rapidamente
isoladas em grandes quantidades e ser obtidas por liposucgdo minimamente invasiva. (Hong
S., 2010) No entanto, a concluséo dos ensaios clinicos e a delinea¢do de estudos capazes de

responder com clareza a questdes como 0 seu mecanismo de ac¢do, o método ideal para




seleccdo das células (recém isoladas versus cultura), o efeito das varias vias de administracdo
e a determinacdo do seu potencial de actuacdo nos doentes de acordo factores como a idade
ou comorbilidades sdo necessarios para clarificar o papel destas células no campo da terapia

celular. (Bai X., 2010)

CELULAS PROGENITORAS CARDIACAS

Tradicionalmente o coracdo foi considerado como um érgdo estatico, incapaz de
reparar qualquer espécie de dano. De acordo com este paradigma, 0 numero de midcitos
estaria estabelecido a nascenca e esta populacdo de midcitos ja diferenciados seria
insubstituivel durante a vida do 6rgdo e do organismo, deste modo a idade dos midcitos
estaria ditada pela idade do organismo. De acordo com este conceito, 0 coracdo ndo teria
qualquer mecanismo de reserva que compensasse a morte celular e o desgaste resultante dos

fendmenos fisioldgicos. (Leri A, 2005)

Evidéncias recentes sugeriram que ha um grupo de células estaminais cardiacas
residentes no miocardio (Anversa P, 2002). Estas células estaminais poderdo representar a
melhor fonte de células progenitoras para gerar novo miocardio. A sua origem pensa-se que
sejam os cardioblastos durante a embriogénese, embora a andlise de érgdos pds-transplante
indique a possibilidade da existéncia de uma fonte extra cardiaca de células estaminais que
podera repbr o pool de células estaminais cardiacas. (Leri A, 2005). O seu actual papel na
homeostase miocéardica é desconhecido e, apesar de possuirem elevado potencial proliferativo
este é incapaz de compensar lesdes extensas como as verificadas no enfarte agudo do

miocardio. (Bearzi C, 2007) (Gersh B, 2009).

N&o se identificaram ainda marcadores de superficie especificos para identificar as

células estaminais cardiacas no coracdo do adulto como tal, marcadores de superficie que séo




usados para reconhecer populacbes de células estaminais noutros tecidos, foram também
usados no tecido cardiaco. Os marcadores de superficie c-kit (receptor tirosina-cinase), e Sca-
1 (antigénio 1 de células estaminais) foram inicialmente demonstrados em células estaminais
hematopoiéticas na medula 6ssea e posteriormente identificados noutras células como
mastocitos, timocitos, melandcitos etc. O potencial cardiogénico de células estaminais
hematopoiéticas c-kit+ foi bastante investigado na sua capacidade de mediar a

cardiomiogénese.

A primeira descri¢do de células progenitoras residentes no coragao e positivas para c-
kit ocorreu em 2003 por Beltrami e seus colaboradores que isolaram células c-kit+, Lin- e
CD45- com potencial marcado de diferenciagdo em todas as linhagens cardiacas e capacidade
de regeneracdo miocéardica (Beltrami AP, 2003). Estas células estaminais cardiacas tém
propriedades clonogénicas, de multipoténcia e de auto-renovacdo e podem diferenciar-se in
vitro e expressar marcadores de cardiomidcitos maduros como actinina o-cardiaca, miosina
cardiaca, desmina e conexina 43 (Beltrami AP, 2003) (Bearzi C, 2007). Quando injectadas
intracoronariamente ou directamente no miocardio de rato que sofreu enfarte, estas células
reconstituiram cerca de 70% do miocardio, melhoraram a funcdo cardiaca e permitiram
também restituicdo dos vasos sanguineos (Dawn B, 2005) (Tillmanns J, 2008). Verificou-se
ainda que a eficacia destas células melhorou, aumentado a sua resposta angiogénica, quando
se procedeu a administracdo prévia de factor de crescimento insulina-like e factor de
crescimento hepatocitario em ratinhos com enfarte do miocéardio. (Tillmanns J, 2008). Apesar
da sua aparente utilidade terapéutica, existem ainda ressalvasem relacdoas células
progenitoras cardiacas c-kit+ uma vez que sd0 muito rarasno miocardio e, 0S Seus
derivados cardiomidcitos sdo relativamente imaturos no que diz respeito a sua ultra-

estrutura e manejo de Ca*" (Bollini S, 2010)




Outros estudos basearam-se na identificacdo de células estaminais cardiacas de rato
adulto com Sca-1, um membro da familia de Ly-6. A expressdo de Sca-1 foi inicialmente
identificada em células estaminais hematopoiéticas murinas e posteriormente também em
populacdes de células progenitoras do sistema esquelético, glandula maméria, prostata,
figado, etc. Uma populacéo de células estaminais cardiacas ndo hematopoiéticas positiva para
Sca-1 foi também isolada no coracdo de rato adulto. Estas células expressam marcadores
cardiacos precoces como GATA4 e MEF2C. Apesar de ndo poderem diferenciar-se
espontaneamente em cardiomiécitos, uma pequena fraccdo pode diferenciar-se em
cardiomidcitos quando estimulada por agentes de demetilacdo de DNA como a 5-azacitidina
(Oh H, 2003). Num outro estudo in vitro, células progenitoras cardiacas Scal+, c-kit+,
CD45+e CD34+, foram estimuladas com ocitocina 0 que resultou em geracdo de
cardiomidcitos pulsateis. (Matsuura K, 2004) Apos transplantacdo as células iniciaram a
producdo de proteinas cardiacas funcionais. Foram isoladas 2 semanas ap0s a sua injeccdo e
nessa altura verificou-se a fusdo de células do dador com as do hospedeiro em 50% das
células identificadas e diferenciacdo das restantes 50% em cardiomiocitos (Oh H, 2003)
(Matsuura K, 2004) Células estaminais cardiacas semelhantes a Sca-1 foram isoladas de
ratinhos e foi demonstrada a sua diferenciacdo em cardiomidcitos maduros funcionais
(Rosenblatt-Velin N, 2005). Quando injectadas intravenosamente estas células alojaram-se no
coragdo e contribuiram para a regeneracao do tecido cardiaco. Neste estudo, revelou-se que o
factor-2 de crescimento fibroblastico detinha um papel importante na regulacdo do processo
de diferenciagdo cardiogénico. Assim, por tras do efeito angiogenico, o factor-2 de
crescimento de fibroblasto parece participar na auto-regeneracdo do coracdo pela aceleragédo
da mobilizacdo e diferenciacdo de células estaminais residentes na reparacdo cardiaca.

(Gonzales C, 2009)




Populacdes que expressam Abcg2 foram identificadas nos ratinhos adultos tendo-se
verificado a sua diferenciacdo em células o-actinina positivas quando cultivadas com
cardiomidcitos adultos (Martin CM, 2004). Estas células também expressam antigene de
células estaminais Sca-1 e possuem capacidade para se diferenciar em cardiomiécitos (Pfister

0, 2005).

Através da expressdo de SSEAL (stage-specific embryonic antigen 1) células
estaminais cardiacas multipotentes foram isoladas do coracdo de ratinhos neonatais e adultos.
Estas células podem expandir-se in vitro e dar origem a cardiomidcitos, células do musculo
liso e celulas endoteliais. Quando injectadas em miocardio enfartado, induziram melhoria
funcional e atenuacdo da remodelacdo cardiaca. Sugeriu-se que as células progenitoras
cardiacas SSEA-1+ representam uma populacdo de células estaminais cardiacas primitivas
tipo-embrionarias que pode dar origem a células c-kit+, Sca-1+, Abcg2+ em estados

avancados de diferenciacdo. (Ott HC, 2007)

A presenca de células progenitoras cardiacas em coracdo de roedores estimulou os
investigadores a pesquisar populacdes destas células no coragdo humano. Estudos com
doentes pds-transplantados e doentes com estenose aortica permitiram identificar uma
populacdo enddgena cardiaca c-kit positiva (Urbanek K, 2003). Estas células ndo expressam
marcadores de células estaminais hematopoiéticas nem de células progenitoras endoteliais, 0
que sugeriu que podiam corresponder a expressdo de progenitores com expressdo de c-Kkit
antes descrita em modelos animais. Mais recentemente descreveu-se o0 isolamento e

propagacao de células com expressdo de c-kit em pecas cirurgicas humanas (Bearzi C, 2007).

Contudo, outro grupo de investigadores ndo foi capaz de identificar progenitores com
expressao de c-kit em bidpsias endomiocardicas de enxertos cardiacos e de bidpsias dos

apéndices auriculares direitos colhidas durante cirurgia de by-pass (Pouly J, 2008). Baseados




na presenca de triptase e auséncia de expressao de Isl1l e Nkx2.5 a populagéo de células com
expressao de c-kit correspondia a mastocitos. Estes estudos forneceram adverténcias quanto a

identificacdo de células cardiacas marcadas com c-Kit.

Num outro estudo, células estaminais cardiacas isoladas a partir de biopsias de
auriculas e ventriculos, mostraram ter capacidade de auto-organizacdo em cardioesferas que
correspondem a populagfes misturadas de células com expressdo predominante de c-kit mas
que também revelam expressdo de marcadores progenitores endoteliais como CD34. Apos
dissociacdo em células individuais elas foram cultivadas com cardiomidcitos de ratinhos
neonatais e diferenciaram-se em cardiomiocitos pulsateis. (Messina E, 2004) Num outro
estudo, células derivadas de cardioesfera foram isoladas de bidpsias endomiocérdicas de
ventriculo direito de adultos doente, cultivadas e revelaram elevado potencial enquanto fonte
de células estaminais cardiacas autélogas (Messina E, 2004) (Smith RR, 2007) Estas células
demonstraram potencial cardiogénico quer in vitro quer in vivo. A vantagem das cardiosferas
humanas é que as células progenitoras cardiacas podem ser rapidamente expandidas a partir
de um tecido humano; no entanto as cardiosferas podem conter uma propor¢do de
cardiomidcitos diferenciados que podem justificar a pulsatilidade espontanea (Andersen DC,
2009). Estes resultados exigem a caracterizacdo das cardiosferas antes de serem usadas como

fonte de células estaminais cardiacas nos estudos clinicos. (Bollini S, 2010)

Alguns investigadores procederam ao isolamento de células estaminais cardiacas a
partir de coraces adultos e fetais com base na utilizacdo directa de anticorpos Scal em
ratinho (Goumans M, 2007). Apesar de o antigene Sca 1 ndo ser expresso em humanos, 0s
autores isolaram uma fraccdo de células que demonstraram potencial cardiogénico. Se estas
células representam ou ndo uma fonte adequada de células precursoras para terapia celular

permanece incerto.




O estudo clinico SCIPIO (Cardiac Stem Cell Infusion in Patients with Ischemic
Cardiomyopathy) é um estudo de fase 1 em curso, que avalia estas células em doentes com
cardiomiopatia isquémica. Vinte doentes com frac¢édo de ejeccdo ventricular esquerda inferior
a 40% e com area de acinesia serdo comparados com um grupo controlo. Os objectivos
primarios passam pela avaliacdo da capacidade de isolar e proliferar as células progenitoras
cardiacas obtidas de tecido auricular e também verificar a incidéncia de efeitos adversos.
Além disso também se pretende avaliar a alteracdo da fraccdo de ejeccdo ventricular e as

alteracOes da area de acinésia. (Alessandro DA, 2010)

Recentemente foram identificados progenitores derivados do epicardio (Cai CL,
2008) (Zhou B, 2008) tendo-se demonstrado que populagdes epicardicas possuem capacidade
de produzir células de musculo liso, cardiomiécitos e células endoteliais durante o
desenvolvimento. Assim, desde que estas células ainda estejam presentes no coracdo pés-

natal representam uma fonte de células progenitoras.

As populacbes de células progenitoras cardiacas adultas descritas nos estudos
mencionados sdo fenotipicamente diferentes e apresentam expressao de marcadores variavel.
Se estas células estaminais cardiacas indiferenciadas representam subpopulagdes distintas de
um grupo major de células estaminais cardiacas ou, se representam diferentes linhagens
capazes de se diferenciar em cardiomidcitos ainda tera de ser determinado. Também a eficacia
de um tipo de células progenitoras cardiacas especifico comparativamente com a eficacia de
mistura de células, incluindo Sca-1+, islet-1, cardioesferas etc permanece por esclarecer.

(Gersh B, 2009).



CELULAS PLURIPOTENTES INDUZIDAS

Células estaminais pluripotentes induzidas sdo produzidas através de reprogramacao
de células sométicas, como os fibroblastos, usando elevada expressdo de factores de células
estaminais como Oct4, Sox2, c-myc e Klf4. Estas células possuem as mesmas caracteristicas
que as células estaminais embrionarias no que diz respeito a morfologia, marcadores da
superficie celular e perfis de expressdo genética. A sua grande vantagem comparativamente
com as celulas estaminais embrionarias é a possibilidade de gerar células estaminais
multipotentes especificas do doente, evitando assim o risco de rejeicdo imunitaria. Além
disso, células estaminais pluripotentes induzidas podem ser mantidas durante varios meses em
cultura, possuem capacidade para se diferenciar em células das trés camadas germinativas e
podem originar cardiomidcitos sem que seja necessario o recurso a embrides. Infelizmente, as
preocupacgdes sobre a formacdo de teratoma permanecem relativamente a estas células e, a
possivel formacdo de outros tumores devido a integracdo no vector ndo pode ser excluida.
Células estaminais pluripotentes sem integracéo de vector foram recentemente geradas a partir
de células somaticas. Outro problema subjacente a este tipo de células é o facto de este
procedimento ser demorado o que poderd impedir a sua utilizagdo no tratamento do enfarte
agudo do miocéardio; uma possivel solucdo passard pela formacdo de bancos de células
estaminais induzidas e células estaminais embrionarias de forma a ultrapassar a problematica
da incompatibilidade entre células e receptores. (Gonzales C, 2009) (Gersh B, 2009). No
estudo de Zhang concluiu-se que células pluripotentes induzidas humanas se podem
diferenciar em cardiomiocitos funcionais e como tal sdo uma opc¢do viavel como fonte de
células autélogas para reparacdo cardiaca e uma poderosa ferramenta de pesquisa

cardiovascular. (Zhang J, 2009)




Concluséao

A terapia celular no tratamento da miocardiopatia isquémica tornou-se um conceito
entusiasmante quer para cientistas quer para o proprio publico. Desde asua concepgédo
inicial, ha cerca de uma década atras, um grande variedade de tipos de células tém sido
utilizadas e as suas capacidades para melhorar a funcdo cardiaca examinadas. Estudos pre-
clinicos demonstraram que células estaminais transplantadas possuem capacidade para repor
parcialmente o miocardio lesado e prevenir a remodelagem patolégica associada a
insuficiéncia cardiaca pos-isquémia. As descri¢fes actuais sobre a transdiferenciacao
celular em midcitos foram decepcionantes, mas isso ndo significa que o objectivo se tenha
tornado irrealista. Esta &rea de estudos ainda se encontra numa fase inicial de conhecimento
e, 0 uso de diferentes tipos celulares dirigido pelo desenvolvimento e melhor compreenséo
dos mecanismos ainda podera dar resultados. E possivel que o processo ineficiente de

transdiferenciacdo possa ser aprimorado por métodos direccionados para a célula.

A transposicdo da terapia celular cardiaca para a é&rea clinica é um objectivo
intrigante, desafiador e uma meta de um percurso em exploracdo. Ensaios clinicos foram
ja descritos para alguns dos tipos de células estaminais revistos neste trabalho e que revelaram

dados promissores na recuperacdo funcional cardiaca.

No entanto, ainda existem muitas questdes que precisam ser abordadas antes que esta
tecnologia possa ser devidamente instituida numa grande populacdo, nomeadamente: qual o
tipo de célula com o melhor potencial terapéutico?; qual o nimero ideal de células a
transplantar?; qual a via ideal de administracdo?; qual a sobrevivéncia das células enxertadas
a longo prazo?; quais os tempos ideais para proceder a aquisi¢do, cultura e transplante das
células?; qual a garantia sobre a pureza celular?; que imunossupressores utilizar no caso de

células alogénicas?; sera que a etiologia do enfarte influencia o sucesso da terapia?;




De referir ainda que as células estaminais embrionarias que suscitaram enorme
entusiasmo, se associam a problemas éticos e revelaram potencial teratogénico e

imunoreactividade que limitam a sua utilizagéo.

Talveza chave parao futuro daterapia com células estaminais passe pela
compreensdo dos substratos de genémica e protedmica que modificam os multiplos sistemas

de sinalizacdo e homing envolvidos na transformacéao da célula pluripotente em midcito.

Medicina regenerativa e células estaminais parecem ser o novo futuro para
o tratamento da doenca cardiaca e o seu papel pode assegurar uma boa qualidade de vida para
os milhdes de doentes. Importa, pois, prosseguir a investigacdo nao fechando portas que

poderdo vir a revelar-se, num futuro que se deseja proximo.

“In a time of drastic change, it is the learners who inherit the future.
The learned find Themselves equipped to live in a world that no longer exists.”
(Eric Hoffer 1973)
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