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PALAVRAS-CHAVE Resumo A doenca cardiovascular é uma das principais causas de mortalidade e morbilidade
Células precursoras em todo o mundo e, apesar de os avancos na terapéutica médica e intervencao percutanea, o
do mesénquima; prognostico de doencas como a cardiopatia isquémica e o pos-enfarte do miocardio continuam
Sistema a ser consideravelmente inferiores ao desejado. Essa situacao justifica a aposta na investigacao
cardiovascular; de novas ferramentas terapéuticas, como € o caso da terapia com células estaminais. O conheci-
Cardiopatia mento mais vasto das células de linhagem hematopoiética levou a sua utilizacdo numa primeira
isquémica; fase, tanto em investigacdo pré-clinica como clinica. A existéncia de alguns resultados contro-
Insuficiéncia versos e de uma melhoria correspondente as expectativas iniciais abriu a caminho a outros tipos
cardiaca; celulares com potencial terapéutico, como é o caso das células precursoras do mesénquima.
Disritmias; Estas células tém caracteristicas imunomoduladoras que lhes conferem um racional de utilidade
Investigacao terapéutica em varias areas da Cardiologia. Neste artigo, os autores efetuam a revisao do estado
translacional da arte relativo a utilizacao de células precursoras do mesénquima, desde a sua investigacao

pré-clinica até a sua utilizacao em ensaios clinicos em doentes com cardiopatia isquémica, insu-
ficiéncia cardiaca de varias etiologias ou disritmias. E ainda perspetivado o futuro da utilizacao
destas células.

© 2012 Sociedade Portuguesa de Cardiologia. Publicado por Elsevier Espana, S.L. Todos os
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Mesenchymal stem

cells; Abstract Cardiovascular disease is among the main causes of mortality and morbidity
Cardiovascular worldwide. Despite significant advances in medical and interventional therapy, the prognosis of
system; conditions such as ischemic heart disease is still dismal. There is thus a need to investigate new
Myocardial ischemia; therapeutic tools, one of which is stem cell therapy. Hematopoietic stem cells are the most
Heart failure; studied type, and the fact that their biology is relatively well understood has led to their being
Arrhythmias; used in preclinical research and clinical trials. However, the results of some of these studies
Translational have been controversial, which has opened the way for studies on other cell types, such as
research mesenchymal stem cells. These cells have immunomodulatory properties which suggest that

they have therapeutic potential in cardiology. In the present article, the authors review the
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state of the art regarding mesenchymal stem cells, from basic and translational research to
their use in clinical trials on ischemic heart disease, heart failure and arrhythmias, and discuss

possible future uses.

© 2012 Sociedade Portuguesa de Cardiologia Published by Elsevier Espana, S.L. All rights reser-

ved.

Introducao

A doenca cardiovascular é uma das principais causas de mor-
talidade e morbilidade em todo o mundo, frequentemente a
principal. Apesar de os consideraveis avancos registados nos
Gltimos anos, quer ao nivel da terapéutica médica quer da
intervencdo percutanea, o prognostico de patologias como
a cardiopatia isquémica apo6s enfarte agudo do miocardio
(EAM) continua sombrio para um nUmero significativo de
doentes', justificando a intensa procura no sentido de des-
cobrir novas ferramentas de aplicacao terapéutica.

Uma dessas ferramentas, com reconhecido potencial,
sdo as células estaminais, dada a sua capacidade de
diferenciacdo em células mais maduras, que eventualmente
terdo a capacidade de regeneracao de tecido estrutural e
funcionalmente deficiente.

As células estaminais de linhagem hematopoiética foram
as primeiras a ser estudadas quer a nivel pré-clinico, quer
clinico. O conhecimento da sua biologia assenta num longo
periodo de investigacao animal e, posteriormente, na sua
aplicacao pratica, sobretudo no campo da Hematologia, em
que a sua utilidade clinica se encontra ja estabelecida.
Numerosos ensaios clinicos foram realizados também na
area cardiovascular?, mas alguma controvérsia relativa aos
resultados desses estudos, acompanhada do facto de mesmo
os resultados positivos nao se revestirem de um impacto
clinicamente tao relevante como inicialmente esperado,
levaram os investigadores a considerar outros tipos celulares
como possiveis meios terapéuticos.

Pelas suas caracteristicas intrinsecas, as células precur-
soras do mesénquima (MPC) sao um dos tipos celulares mais
promissores, uma vez que o seu forte componente para-
crino lhes confere um potencial imunomodulador, com accao
anti-inflamatoria e antiapoptotica, que se poderdo reve-
lar fundamentais para contrariar os mecanismos patologicos
envolvidos em varias doencas do sistema cardiovascular,
tendo ainda um eventual potencial de transdiferenciacao
em cardiomidcitos?.

Neste artigo, os autores procedem a revisao do estado da
arte no que toca as aplicacdes translacionais deste tipo celu-
lar, desde a sua investigacao pré-clinica até a sua utilizacao
em ensaios clinicos em varias areas da Cardiologia.

Estado da arte
Investigacao pré-clinica

A investigacdo pré-clinica é naturalmente mais extensa
do que a clinica, nas varias areas de utilizacdo das MPC,
abrangendo o processo desde a sua colheita até ao seu pro-
cessamento e aplicacao.

A diferenciagao in vitro das MPC em cardiomidcitos foi
pela primeira vez demonstrada em 1999 por Makino et al.*.
Em 2004, Wang et al.> mostraram, num modelo de coelho
com enfarte, o elevado potencial da aplicacao de MPC na
regeneracao miocardica, com impacto consideravel mesmo
ao nivel da mortalidade (16,7 versus 35% no grupo tratado
versus controlo, p<0,05). Neste e outros modelos animais,
foram ainda reconhecidas as vantagens de diferentes tra-
tamentos das células estaminais antes da sua aplicacao.
Hattan et al.®, em 2005, procederam a purificacdo de car-
diomiocitos in vitro, a partir de MPC da medula 6ssea, que
foram aplicados na forma diferenciada no coracao do rato
adulto, tendo demonstrado que, apds 3 meses, as células
transplantadas tinham sobrevivido, mantendo-se orientadas
da mesma forma do que as células do coracao adulto.

Existe uma evidéncia cada vez mais expressiva e consen-
sual sobre os multiplos efeitos paracrinos das MPC. Mesmo
na auséncia de substituicao celular, estes efeitos podem
contribuir para alteracdes no remodeling cardiaco, para a
angiogénese e citoproteccao, com tradugao em beneficios
clinicos consideraveis. Dai et al., em 20077, mostraram num
modelo de rato que a injeccao de um meio contendo factores
celulares produzidos pelas MPC era favoravel a regeneracao
miocardica no pds-enfarte, embora menos marcada do que
quando acompanhada da injeccao das proprias células. No
mesmo ano, Ohnishi et al.® verificaram o importante papel
das MPC na inibicao da fibrose cardiaca, através do controlo
da producao de colagénio pelos fibroblastos cardiacos, e na
propria proliferacao dos Gltimos.

O ambiente hostil da zona isquémica criada pelo feno-
meno de EAM condiciona a morte precoce de muitas
das MPC aplicadas. Alguns estudos mostram que o pré-
condicionamento isquémico das células pode ajudar a
ultrapassar essa situacdo. Em 2005, Tang et al.’ mostra-
ram in vivo, num modelo de rato, que esse tratamento
celular prévio melhorava a viabilidade celular no coracao
isquémico, através de um aumento da sobrevivéncia das
MPC. Este procedimento tem continuado a ser estudado, e
ainda recentemente, em Dezembro de 2010, Chacko et al.™®
verificaram uma expressao optimizada das MPC quando cul-
tivadas em normoxia numa primeira fase, seguida de hipdxia
durante as 24 h pré-administracao.

Em 2006, Amado et al."" demonstraram a utilidade da
ressonancia magnética nuclear (RMN) cardiaca para verifi-
car o processo de reparagcao do miocardio apds terapia com
MPC, num estudo em modelo suino em que se verificou a
regeneracao de tecido viavel e com actividade contractil
numa area previamente fibrosada.

A seguranca e viabilidade da administracdo das célu-
las € uma das principais preocupacbes. Em 2009, Llano
et al.”? mostraram no modelo suino que a infusdo de MPC
melhora o fluxo coronario distal quando realizada num boélus
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Unico de 20mL/min, um avanco relativamente a estudos
prévios que mostravam que administracées multiplas con-
dicionavam a diminuicdo do fluxo coronario distal. A via
de administracdo também mostra diferentes graus de efi-
cacia, sobretudo ao nivel do homing imediato, tendo como
exemplo o estudo de Hale et al.”, no final de 2008, em
que, num modelo de rato com enfarte, a administracao
intracoronaria levou a uma retencao de 15% das células no
coracao, enquanto a via endovenosa nao permitiu a retencao
de qualquer célula. J4 em 2009'4, o mesmo grupo utilizou
uma matriz de colagénio para aplicacao das MPC, aumen-
tando a retencao de células no tecido lesado, embora sem
melhoria significativa da funcdo miocardica. A busca pela
melhor via de administracdo é continua e, ainda em abril de
2011, Hamdi et al."® mostraram excelentes resultados com
a administracdo de MPC por via epicardica, em modelo de
enfarte de rato.

Varios estudos tém demonstrado um efeito benéfico da
transplantacdao de MPC em modelos animais de doenca
cardiaca, sobretudo no poés-enfarte, mas também na car-
diomiopatia nao-isquémica ou em outras patologias do foro
cardiovascular. No final de 2009, Umar et al.'® mostraram
que a aplicacao de MPC num modelo de rato com hipertensao
pulmonar (HTP) teve efeito sobre a fisiopatologia da doenca,
diminuindo a HTP e, consequentemente, a sobrecarga sobre
o ventriculo direito.

Doenca coronaria

Embora sejam ainda poucos os estudos clinicos concluidos,
esta € a area mais estudada até ao momento.

Em 2004, Chen et al. injetaram MPC por via intracorona-
ria 18 dias apos EAM em 69 doentes'. Houve uma melhoria
significativa da fracdo de ejeccdo do ventriculo esquerdo
(FEVE) nos doentes tratados. Estes doentes mantiveram uma
boa evolucao e nao foram detetadas complicacoes relacio-
nadas com a utilizacao das MPC.

Katritsis'® apresentou em 2005 os resultados de 11
doentes com EAM tratados com MPC autélogas e células pro-
genitoras do endotélio. Nesta populacao, nao houve efeitos
adversos relacionados com a terapéutica e observou-se uma
melhoria da funcao ventricular esquerda e uma diminuicao
da cicatriz miocardica avaliada por cintigrafia.

Em 2009 Hare et al."” mostraram os resultados de um
ensaio clinico, aleatorizado e duplamente cego, com injecao
intravenosa de MPC alogénicas (Prochymal® Osiris Thera-
peutics) em 60 doentes com EAM. Os doentes tratados
tiveram um menor nimero de eventos arritmicos. Este
mesmo grupo, da Miller School of Medicine da University
of Miami, tem 2 ensaios a decorrer com MPC na cardiomi-
opatia isquémica. No PROMETHEUS, doentes com indicacao
para revascularizacao miocardica cirdrgica e FEVE entre 20-
50% vao receber por injecdo intramiocardica directa 20x 10°
ou 200x 10° (grupo dose alta) MPC autdlogas. No TAC-HCT,
doentes com as mesmas caracteristicas mas com possibi-
lidade de tratamento percutaneo vao receber as MPC por
injeccdo transendocardica.

Em 2010, Yang et al.? publicaram um ensaio com
transplantacao por via intracoronaria de MPC autologas em
16 doentes com EAM anterior. Nesta populacao nao ocorre-
ram efeitos adversos e houve melhoria da FEVE aos 6 meses.

Também no ano passado, Viswanathan?' apresentou os resul-
tados do tratamento de 31 doentes com injecao epicardica
directa no bordo da regiao de enfarte durante cirurgia car-
diaca de revascularizacdo. Novamente, nao houve efeitos
adversos descritos e ocorreu uma melhoria da perfusao mio-
cardica nos doentes tratados.

O grupo de Bartunek tem atualmente em curso o C-
CURE trial em doentes com cardiopatia isquémia cronica,
em que sao utilizadas células progenitoras cardiacas deri-
vadas de células progenitoras da medula dssea (sujeitas a
cultura, expansao e diferenciacao num cocktail de citoci-
nas). Embora ainda nao publicados, foram reportados em
abril de 2011, aos 6 meses, resultados preliminares favora-
veis, com uma melhoria da FEVE e uma diminuicao do volume
telessistolico do VE, aguardando-se dados mais concretos
deste ensaio.

Entre os varios tipos de células mesenquimatosas exis-
tentes, tém suscitado particular interesse as células da
linhagem adiposa, em funcdo da sua vasta disponibilidade
e de varias experiéncias pré-clinicas com sucesso. No ensaio
clinico APOLLO, foram administradas células de linhagem
adiposa em 14 doentes, 24h apés EAM. Embora o objetivo
deste ensaio seja a avaliacdo da seguranca e viabilidade
deste tipo celular e da técnica, o relatorio dos 18 meses de
ensaio, comunicado em junho de 2011, mostra uma reducao
da area de EAM de 11% e uma melhoria da FEVE de 6%.

Insuficiéncia cardiaca

E conhecida a desregulacio dos sistemas Renina-
Angiotensina-Aldosterona, neuroenddcrino e inflamatorio,
que ocorre na fisiopatologia da insuficiéncia cardiaca
(IC). A terapéutica farmacoldgica existente interrompe
estes ciclos em diversos niveis, havendo ainda lacunas a
preencher para um eficaz tratamento desta patologia. A
terapéutica com células estaminais, nomeadamente MPC,
com conhecidas propriedades de imunomodulacao, tem
sentido no tratamento da IC, independentemente da sua
etiologia, através da interrupcao da cascata de inflamacao
cronica presente nesta patologia.

Ensaios clinicos em humanos que mostrem a sua efica-
cia no tratamento da IC sao poucos, mas apontam para a
seguranca desta terapéutica.

Em 2006, Wang et al.Z2, num estudo randomizado, com 24
doentes com cardiomiopatia dilatada nao isquémica, subme-
tidos a injeccao intracoronaria com MPC (n=12) ou solucao
salina (grupo controle, 12 doentes) em adicao a terapéutica
farmacoldgica standard, mostraram que os niveis plasmati-
cos de BNP diminuiram aos 3 e 6 meses, com melhoria da
capacidade funcional avaliada por teste de 6 min de mar-
cha, sem alteracdo na funcao ventricular esquerda e sem
implicacdes na sobrevida. Neste estudo, nao se registaram
complicacdes major, nomeadamente arritmicas, ou efeitos
secundarios adversos a terapéutica com MPC, apresentando-
se como uma terapéutica segura.

Em 2010, Zeinaloo et al.?* apresentaram um caso cli-
nico com injecao intracoronaria de MPC autdlogas numa
crianca com cardiomiopatia dilatada com limitacdes para
transplante cardiaco, com melhoria da classe funcional,
qualidade de vida e indices ecocardiograficos de funcao ven-
tricular esquerda.
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Disritmias

Nao obstante inUmeros estudos animais, e recente-
mente humanos, terem demonstrado os beneficios da
transplantacao de MPC, sobre a hemodinamica cardiaca,
tém sido pouco estudadas as suas consequéncias arritmicas
e electrofisiologicas.

Em 2003 Pak et al.?* demonstraram a existéncia de
desenvolvimento heterogéneo de terminacdes nervosas sim-
paticas no miocardio do porco, apos transplantacao de MPC,
que poderia estar associado a um aumento do risco de
disritmias. Contudo, outros investigadores em estudos de
experimentacdo animal, como Amado et al.?, referem, em
2005, que nao se observou aumento de morte subita em por-
cos, nos quais se efetuou injeccdo intramiocardica de MPC,
quando comparado com placebo.

Com a implantacao de células estaminais no miocar-
dio, para substituicdo de tecido lesado, pretende-se que
estas se agreguem aos miocitos nativos de forma funci-
onalmente eficaz, formando-se tecido homogéneo. Como
se sabe atualmente, se as células implantadas possuirem
electrofisiologia anormal e/ou demonstrarem actividade
eléctrica espontanea, podem ser fonte de excitacdo elé-
trica e originar arritmias graves. As células implantadas
podem também levar a um aumento na area de bloqueio
de conducao no tecido miocardico lesado, mas apenas e
sO se nao se combinarem electricamente com os midcitos
sobreviventes.

A eficacia e a ocorréncia de arritmias na terapéutica com
MPC, depende do numero de células, bem como da forma de
entrega das mesmas. A via intramiocardica, tende a cau-
sar clusters de células incluidas em areas de tecido nao
viavel, conduzindo a heterogeneidade na conducao e, even-
tualmente, a bloqueio de conducao. A via intracoronaria
parece ser capaz de entregar células de forma mais homo-
génea, podendo eventualmente conduzir a que as mesmas
se agreguem no local anatéomico correto.

Ensaios clinicos de fase | em que se efectuou
transplantacdo de mioblastos esqueléticos destacaram a
importancia da avaliagao abrangente e sistematica do risco
de arritmias, antes dos ensaios em humanos.

Num estudo laboratorial de Chang et al. (2006)% foi
efectuado mapeamento 6ptico de um modelo in vitro de
cocultura de MPC transplantadas, tendo sido facilmente
induzidas arritmias de reentrada (o equivalente a taquicar-
dia ventricular monomorfica), nas coculturas que possuiam
pelo menos 10% de MPC, mas nao em culturas contendo
1% de MPC. Estes resultados indicam que as MPC podem
ser pro-arritmicas se grandes numeros de células forem
entregues em locais de injeccdo miocardica, e sugerem a
necessidade de avaliacao do risco arritmico em modelos de
transplantacao de MPC.

Uma outra area da patologia onde a terapéutica com
MPC podera dar frutos sdo os distirbios cronicos do ritmo.
Neste ambito, a maioria dos investigadores tem-se focado na
hipotese de geracao de pacemakers biologicos, mas surgem
progressivamente maior quantidade de dados na literatura
sobre a reparagao do nddulo auriculo-ventricular. Ambas as
terapéuticas poderiam, em teoria, substituir a actual neces-
sidade de implantacdo de pacemakers electronicos.

Finalmente, um campo emergente de interesse explora
a transplantacdo de MPC que expressem canais idnicos

especificos com vista a supressao de arritmias focais,
constituindo-se, assim, uma estratégia alternativa para a
ablacao cirlrgica ou mediada por cateter. Uma vez que,
neste tipo de aplicacdo, o nimero de células a transplan-
tar seria relativamente reduzido, podera estar proxima a
efectiva aplicacao clinica.

Direccées futuras

Os resultados dos varios ensaios clinicos ja realizados ou
em curso fortalecem a ideia, ja previamente existente com
outros tipos de células estaminais, de que a terapia celular
apresenta niveis fidveis de seguranca e viabilidade.

Estabelecida essa ideia, sera fundamental acumular
evidéncia dos beneficios da administracao deste tipo de
células, sendo esse o passo logico seguinte nesta area. Como
exemplo desta evolucao, os resultados encorajadores do
ensaio APOLLO derivaram na criacao do ensaio ADVANCE,
atualmente em fase de selecdo de doentes, que sera um
ensaio multicéntrico, com 370 doentes, comparando dife-
rentes doses de MPC de linhagem adiposa com placebo, e
em que se tentardo confirmar as conclusdes favoraveis do
APOLLO.

O pré-tratamento das células injectadas sera também
um campo de particular enfoque, como mostram os resul-
tados preliminares do C-CURE ou outros ensaios em curso.
No ensaio MESAM Il, doentes com cardiopatia isquémica cro-
nica serao submetidos a injeccdo intramiocardica de MPC
pré-tratadas com melatonina, apos dados pré-clinicos terem
mostrado que o pré-tratamento com melatonina aumentava
a sobrevivéncia, actividade paracrina e eficacia terapéu-
tica das MPC em modelo de rato?. Outras formas de
pré-tratamento podem passar igualmente, como referido
acima, pelo pré-condicionamento isquémico ou por diferen-
tes meios de cultura.

Também a utilizacdo de métodos de modificacdo gené-
tica destas células tem um forte potencial no sentido de
as condicionar a sobre-expressar determinados factores que
aumentem o seu homing, a sua diferenciacdo em linha-
gem cardiaca ou a eficacia dos efeitos paracrinos. Neste
campo, é fundamental garantir a seguranca a curto, médio
e longo prazo, da técnica, na medida em que a introducao
de alteracdes genéticas aumenta a necessidade de uma forte
vigilancia relativa a eventual acumulagao de erros no codigo
genético, e sua possivel repercussao.

Embora se perspective um longo caminho de descoberta
e esclarecimento, a evidéncia actual aponta para um papel
promissor da terapéutica celular com MPC. Aguardam-se
com expectativa os resultados da intensa aposta da actual
investigacao nesta area do conhecimento.

Responsabilidades éticas
Protecdo de pessoas e animais. Os autores declaram que

para esta investigacdo nao se realizaram experiéncias em
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aparecem dados de pacientes neste artigo.
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