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Resumo

O enfarte agudo do miocardio pode levar a
depressdo da funcdo sistolica global do ventriculo
esquerdo. Uma das principais consequéncias do enfarte do
miocardio é a remodelagdo cardiaca que é caracterizada
pela substituigdo do miocardio necrosado por tecido
cicatricial, constituido por fibroblastos e colagénio. Esta
remodelacdo cardiaca tem efeitos negativos na
contractilidade do miocérdio, podendo, dependendo da
area afetada, evoluir progressivamente para insuficiéncia
cardiaca.

Atualmente, a insuficiéncia cardiaca pés-enfarte
do miocéardio representa uma importante causa de
mortalidade e morbilidade nos paises desenvolvidos,
apresentando uma taxa de mortalidade aos 5 anos entre
50-70% nos doentes sintomaticos.

Na era da intervencdo coronaria percutanea, a
terapéutica farmacoldgica da insuficiéncia cardiaca, que
tem como objetivo atenuar a remodelacdo do miocérdio,
reduzir os sintomas e a morbimortalidade da doenca, esté
associada a uma melhoria modesta da fungdo cardiaca
ventricular com um aumento de somente 2 - 4% da fungéo
aos 6 meses pos-enfarte agudo de miocardio.

Na Ultima década, foram realizados varios

estudos pré-clinicos, clinicos e meta-analises que
mostraram que a terapia com células estaminais leva a
uma melhoria da funcéo cardiaca superior aquela que se
verifica com a terapéutica atual. No entanto, existem
ainda algumas duvidas e questdes que necessitam de
melhor esclarecimento no que diz respeito a esta
terapéutica. Deste modo, com esta dissertacdo, pretende-
se organizar o conhecimento atual relativamente ao uso de
células estaminais na terapéutica do pds-enfarte do
miocardio, analisando as vantagens, limites e perspetivas

futuras.

Palavras chave: Células estaminais, células progenitoras,

pos-enfarte agudo de miocardio, insuficiéncia cardiaca.

Abstract

Acute myocardial infarction can lead to
depression of global systolic function of the left ventricle.
One key consequence of myocardial infarction is cardiac
remodeling which is characterized by replacement of
necrotic myocardial by scar tissue, consisting of
fibroblasts and collagen. Cardiac remodeling has negative
effects in myocardial contractility and, depending on the
affected area, may progressively evolve to heart failure.

Currently, post-myocardial infarction heart
failure is an important cause of morbidity and mortality in
developed countries, with a mortality rate at 5 years
between 50 -70% in symptomatic patients.

In the era of percutaneous coronary intervention,
the drug therapy for heart failure, which aims to lessen
cardiac remodeling, reduce symptoms and mortality of the
disease is associated with a modest improvement of
cardiac ventricular function with an increase of only 2% -
4 % of the function at 6 months post-myocardial
infarction.

In the last decade, several pre-clinical, clinical
and meta-analyzes studies, were conducted which have
shown that stem cell therapy leads to a superior
improvement of cardiac function when compared to the
current therapy. However, there are still some doubts and
questions that need further clarification with regard to this
therapy. Thus, it’s intended to organize the current
knowledge regarding the use of stem cells in the treatment
of post-myocardial infarction, analyzing its advantages,
limitations and future prospects.

Keywords: Stem cells,

progenitor cells, post-acute

myocardial infarction, heart failure.



Introducgao

O enfarte agudo do miocardio (EAM) é uma causa
frequente de hospitalizacdo nos paises desenvolvidos. A
taxa de mortalidade precoce (30 dias) ¢é de cerca de 30% ,
com mais de metade das mortes ocorrendo antes da
chegada ao hospital. A taxa de mortalidade p6s-admissao
hospitalar diminuiu cerca de 30% nas ultimas duas
décadas, no entanto, aproxidamente 1 em cada 25 doentes
dos que sobrevivem ao internamento inicial morre no
primeiro ano ap6s o EAM, sendo que a mortalidade é
quatro vezes superior nos doentes com mais de 75 anos de
idade (Antman EM, Braunwald E, 2008).

Um dos principais problemas, no periodo pés-enfarte
do miocardio, € a remodelagdo cardiaca que é
caracterizada pela substituicdo do miocardio necrosado
por tecido cicatricial, constituido por fibroblastos e
Esta

colagénio. remodelagdo cardiaca tem efeitos

negativos na  contractibilidade do  miocérdio,
eventualmente evoluindo para insuficiéncia cardiaca (Wei
HM et.al. 2009).

Atualmente, a insuficiéncia cardiaca pos-enfarte de
miocardio representa uma importante causa de
mortalidade e morbilidade nos paises desenvolvidos,
apresentando uma taxa de mortalidade aos 5 anos entre 50
-70% nos doentes sintomaticos (Wei HM et.al. 2009).

O tratamento atual do enfarte agudo do miocardio
consiste na revascularizagdo coronaria de forma a
diminuir a isquemia da area afetada; e inclui ainda
estratégias de prevengdo secundaria cujo objetivo é
atenuar a remodelagdo, disfuncdo ventricular e a
progressdo da doenca vascular. No entanto, a Unica
terapéutica para a insuficiéncia cardiaca que aborda o
problema fundamental da perda irreversivel de
cardiomidcitos € a transplantacéo cardiaca (Wei HM et al.
2009).

A terapia com células estaminais apresenta-se hoje
como uma opcdo para o tratamento da insuficéncia
cardiaca pdés-EAM. O coragdo, e nomeadamente o
miocardio, era considerado como um orgao cujas células
ndo existindo a

estavam totalmente diferenciadas

possibilidade de regeneracdo celular. Todavia, um ndmero
consideravel de estudos efetuados ha cerca de uma década
concluiu que existia um turnover de midcitos no coracdo
dos mamiferos, havendo uma regeneracdo, embora
limitada, a partir de células estaminais locais assim como
circulantes (Kajstura et al. 1998; Beltrami et al. 2001;
Bergmann et al. 2009). A descoberta de mecanismos
enddgeneos de reparagdo cardiaca abriu o caminho para a
terapia com células estaminais em estudos pré-clinicos
onde se verificou uma melhoria da funcdo cardiaca pés-
EAM. Estes resultados levaram a que se iniciassem
estudos clinicos em humanos.

Com esta monografia pretende-se fazer uma revisdo
das diferentes populagdes celulares com possibilidade de
virem a ser utilizadas na terapéutica do pds-enfarte agudo
de miocérdio, apresentando os resultados dos estudos ja
realizados sobre esta matéria. Numa segunda parte
aborda-se as perspetivas e questdes a serem respondidas

em estudos futuros.

Células estaminais e progenitoras

As células estaminais sdo celulas primitivas, com
capacidade de proliferacdo, autorrenovacdo mitética e
com capacidade de diferenciagdo em outras células, sendo
que cada uma das células de um ser humano provém deste
tipo de células (Tuch BE, 2006; Shah, et al. 2011).

As células estaminais progenitoras sdo células mais
diferenciadas do que as células estaminais, possuindo um
potencial limitado de diferenciagdo, limite de divisdes e
incapacidade para se autorrenovarem (Tongers, et al.
2011).

Existem varios tipos de células estaminais e
progenitoras sendo elas classificadas segundo a origem,
os marcadores de superficie e a diferenciacdo. O CD133,
por exemplo, é um marcador das células progenitoras,
mais prematuras e menos diferenciadas, que é perdido no
processo de diferenciagdo. Ja por exemplo o CD34, é um
marcador cuja expressao € mantida até estadios mais
tardios de diferenciacdo. (Tongers, et al. 2011; Shah, et al.
2011).



Um dos aspetos interessantes do uso das células
estaminais e progenitoras para regeneragcdo do miocardio
é que ainda ndo existem certezas sobre o tipo de células
gue possui mais vantagens, e poucos estudos comparam
diretamente as diferentes populacdes. De facto, apesar de
varios estudos clinicos mostrarem resultados positivos
apresentando melhorias na fungdo cardiaca com esta
terapéutica, ainda ndo se conhecem exatamente oS
mecanismos celulares e moleculares associados (Segers,
et al. 2008; Lovell et al, 2010). As células da medula
Ossea ndo-selecionadas (CMONS) sdo as mais estudadas
até agora em humanos, no entanto, ha também estudos
CD34+,

estaminais mesenquimatosas (CEM), células estaminais e

com células selecionadas CD133+, células
progenitoras cardiacas (CEC), mioblastos esqueléticos
(ME), células estaminais embrionérias (CEE), células
pluripotentes induzidas (CPI) e também a mobilizagdo de
células estaminais e progenitoras através da administragdo

de G-CSF (granulocyte colony-stimulating fator).

Vias de administracao das células
estaminais e progenitoras

O objectivo desta terapéutica passa por transplantar
uma quantidade de células em nimero suficiente para a
zona miocéardica desejada e obter uma taxa de retengdo
celular elevada (fracdo de células que é retida pelo
miocérdio) (Wollert et al, 2005). As vias de administragdo
atualmente incluem

disponiveis abordagens

transvasculares que abrangem a (1) infusdo
intracoronaria arterial, (2) infusdo venosa e (3) infusdo
retrograda no seio coronario. Pode-se ainda realizar (4)
injecdo direta intramiocardica que pode ser epicérdica ou
transendocérdica (Dib, et al. 2011). Outra técnica também
usada consiste ndo propriamente numa administracdo
celular mas sim numa (5) mobilizacdo das células

endogenas da medula 0ssea através de G-CSF.
1) Infusé&o intracoronaria arterial

A técnica de cateterismo coronéario percutaneo usada

na cardiologia de intervengdo pode ser adaptada de modo

a administrar células na zona miocérdica desejada. E
utilizado um cateter com baldo. O cateter é colocado na
artéria a montante da zona em isquemia, o baldo é
insuflado, e as células libertadas a alta pressdo tal como é

ilustrado na figura 1.
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Fig 1 Injecdo intracoronaria
Esta técnica depende de um fénomeno de migragdo

celular por quimiotaxia denominado de cell homing no
qual as células migram preferencialmente em direcéo as
zonas do miocardio isquémicas, ja que estas libertam
fatores quimiotaxicos. (Dib et al. 2011). Um ponto
importante a referir nesta técnica de administracao celular
é a taxa de retencdo. Hou et al. (2005) estudaram a
administracdo intracorondria de células mononucleares do
sangue periférico em suinos ap6s EAM. As células
indio111,

distribuicdo corporal das células foi analisada uma hora

administradas foram marcadas com e a
depois, sendo que s6 2,6+0,3% (p<0,05) foram retidas no
miocérdio.

Outro ponto a apontar nesta técnica é que s6 é
possivel em doentes cujo vaso alvo esteja desobstruido,
ndo sendo opcdo para areas nado-revascularizadas

(Tongers, et al. 2011).
2) Infuséo intravenosa

Em alguns modelos experimentais, a administragdo
intravenosa de células endoteliais progenitoras (CEP) ou
células estaminais mesenquimatosas (CEM) melhora a
funcdo cardiaca apos enfarte agudo do miocardio. E a
técnica menos invasiva de administragdo, todavia, é
altamente dependente dos sinais de homing libertados

pelas células do miocardio lesado. Barbash, et al. (2003)



mostram que a administracdo sistémica por via
intravenosa de células estaminais mesenquimatosas
derivadas da medula 6ssea em ratos apdés EAM, apesar de
possivel, é limitada pelo aprisionamento das células nos
pulmdes. Aicher, et al. (2003) mostram através de uma
marcacdo radioativa, que s6 2% das CEP administradas se
retiveram no miocéardio apés EAM em ratos. No entanto,
num estudo recente publicado por Hare et al. (2009), a
administracdo de células estaminais mesenquimatosas por
infusdo intravenosa em humanos apresentou resultados

positivos descritos mais & frente.

3) Infuséo retrégrada no seio corondrio

Alguns estudos pré-clinicos e clinicos em fase
precoce mostraram que a infusdo retrégrada no seio
coronério é uma tecnica segura de administracdo celular.
Este método é opcao em casos de estenose subtotal grave
de uma ou mais artérias corondrias e estenose adrtica
grave. Desvantagens desta técnica incluem a variabilidade
anatémica do seio coronario e o risco de disseccdo do
mesmo (Dib, et al. 2011).

4) Injecdo diretamente na parede ventricular

A injecéo direta de células na parede ventricular é o
método com maior taxa de retencdo celular miocéardica e é
a via de administracdo preferencial em doentes com
doenca cardiaca mais avangada como doenga coronaria
grave ou cardiomiopatia dilatada (Dib, et al. 2011).
Nestas doencas as artérias coronarias apresentam um grau
de oclusdo que impede o uso das abordagens
transvasculares. A administragdo de células por injecao
direta em doentes com EAM ¢é um desafio técnico
principalmente devido & possibilidade de perforacdo do
tecido necrotico mais friavel (Wollert, et al. 2005).

A injecdo diretamente na parede ventricular pode
fazer-se por uma injecdo transendocéardica ou
transepicéardica. Na via transendocéardica, € inserido um
cateter através da valvula adrtica e as células sdo injetadas
no endotélio do ventriculo esquerdo. E possivel ainda

realizar um mapeamento eletromecénico para delinear as

areas do miocardio isquémico antes da injecdo. Na via
transepicardica, a injecdo celular é realizada através de
uma abordagem cirdrgica minimamente invasiva com
mini-toracotomia anterior esquerda, podendo também ser
realizada concomitantemente com cirurgia de bypass
coronario ou outras cirurgias cardiacas que impliquem
toracotomia. As principais desvantagens desta via é o
facto de ser invasiva acarretando um risco de perforagéo,
inflamagdo local e arritmias cardiacas (Dib, et al. 2010;
Wollert, et al. 2005).

5) Mobilizacdo de células estaminais e células
progenitoras

Em 2001, Shintani, et al. (2001) mostraram que as
células endoteliais progenitoras e células mononucleares
CD34+ sdo mobilizadas para a circulagdo durante a
isqguemia miocardica em humanos. Partindo deste
conceito, as células estaminais e progenitoras podem ser
mobilizadas da medula éssea atraves da administracdo
sistémica de citocinas como a G-CSF (granulocyte
colony-stimulating fator), aumentado assim a taxa de
reparacdo do tecido isquémico. Esta via de mobilizacdo
foi ja testada em varios estudos em humanos (Ince, et al.
2005; Riopa, et al. 2006; Zohlnhofer, et al. 2006;

Engelmann, et al. 2006).

Anadlise das populacoes de células
utilizadas

Células estaminais adultas — Células estaminais
provenientes da medula éssea

A medula Ossea constitui uma fonte de células
estaminais adultas (CEA) onde existem diferentes
populagbes celulares com potenciais de migracdo e
diferenciagdo distintos. Trés populacdes existentes na
medula Ossea sdo as células estaminais hematopoiéticas,
as células endoteliais progenitoras (CEP) e as células
estaminais mesenquimatosas (CEM) (Shah, et al. 2011).
Nos estudos ja publicados sdo administradas
diferentes populagdes celulares. Um grande nimero de

estudos usa células da medula éssea ndo selecionadas



(CMONS), no entanto, mais recentemente comegam a ser
publicados estudos em que se administram populagdes
celulares provenientes da medula 6ssea mais restritas
como células CD133+, células CD34+, CEP ou CEM.

Células derivadas da medula 6ssea ndo
selecionadas

A administracdo de células da medula dssea ndo
selecionadas (CMONS) constitui a terapia mais estudada
no campo da regeneracdo celular cardiaca. As CMONS
sdo faceis de cultivar in vitro sendo possivel obter um
grande numero de células. Outro fator que justifica o seu
uso é que ainda nao é conhecido qual a populacédo celular
exata com maior potencial para a reparacao e regeneracéo
cardiaca e, assim, utilizando uma populagdo nédo
selecionada abrangem-se varios tipos celulares (Tongers,
et al. 2011).

Straeur, et al. (2002) mostraram pela primeira vez,
num estudo caso-controlo, que a administracdo
intracoronaria de CMO mononucleares autélogas em
humanos é segura e com resultados positivos a nivel da
funcdo cardiaca. Apos 3 meses de follow up, a regido
enfartada no grupo de doentes no qual se realizou terapia
celular diminuiu significativamente ( de 30 + 13% para 12
+7%, P=0,005),

significativamente maior que no grupo controlo ( P=0,04).

sendo também esta diminuicdo
Foi também verificada uma melhoria significativa do
débito cardiaco, contractilidade e perfusdo miocardica. As
funcbes hemodinamicas foram avaliadas apo6s a realizagdo
de cateterismo cardiaco esquerdo, ventriculografia
esquerda e angiografia coronaria.

Desde entdo foram realizados vérios estudos que
mostram o beneficio desta terapéutica como é o caso do
estudo TOPCARE-AMI 2002;
Schéchinger, et al. 2004; Leistner et al. 2011), o estudo
BOOST (Wollert, et al. 2004; Meyer et al. 2006; Meyer
et al. 2009), o REPAIR-AMI (Schéchinger et al. 2006), o
BALANCE (Yousef et al. 2009) e o estudo por Cao et al.
(2009).

No estudo TOPCARE-AMI (Assmus, et al. 2002;
2004; Leistner 2011)

(Assmus, et al.

Schéachinger, et al. et al

randomizado e controlado, foram administradas

CMONS

progenitoras circulantes. Aos 4 meses de follow-up, a

intracoronariamente autélogas e células
melhoria da fracdo de ejecdo do ventriculo esquerdo
(FEVE) foi significativamente maior no grupo tratado em
comparagdo com o grupo controlo (50+10% para 58+10%
no grupo tratado e 51+10% para 53,5+7,9% no grupo
controlo (p<0,001)). Ap6s 1 ano de follow-up, manteve-
se a melhoria da FEVE em relagdo ao grupo controlo
(p<0,001) e verificou-se auséncia de hipertrofia reativa do
ventriculo, sugerindo uma regeneracdo funcional
ventricular (Schéachinger, et al. 2004). Aos 5 anos de
follow-up, uma andlise por ressonancia magnética nuclear
a 31 dos doentes tratados mostra uma melhoria persistente
da FEVE ( de 46+10% no inicio para 57+10% aos 5 anos,
p<0,001). Os autores concluem ainda que o tratamento é
seguro a longo prazo (Leistner et al. 2011).

No estudo BOOST (Wollert, et al. 2004; Meyer et
al. 2006; Meyer et al. 2009) randomizado e controlado,
CMONS

intracoronariamente, a 30 dos 60 doentes participantes, 8

foram administradas autologas,
dias ap6s EAM. Aos 6 meses, a FEVE aumentou 6,7% no
grupo tratado e 0,7% no grupo controlo (p=0,0026) ndo se
tendo verificado efeitos secundarios como reestenose
coronaria ou arritmias cardiacas (Wollert, et al. 2004). No
entanto, no follow-up aos 18 meses, apesar da velocidade
de recuperacdo da FEVE, em relagdo ao grupo controlo,
ser maior nos primeiros meses apos o EAM, (p<0,001), a
diferenca aos 18 meses da FEVE entre o grupo tratado e o
grupo controlo deixou de ser significativa (Meyer, et al.
2006). Aos 5 anos de follow-up, Meyer et al. concluem
que uma administracdo intracoronaria Unica de CMONS
ndo promove uma melhoria a longo prazo da FEVE em
doentes com EAM. Todavia, um subgrupo de doentes
com enfarte transmural extenso parece beneficiar desta
terapia existindo uma melhoria de 0,7% da FEVE aos 5
anos em relacdo ao grupo controlo (p<0,04) (Meyer et al.
2009).

O estudo REPAIR-AMI (Schéchinger et al. 2006) é

um estudo multicéntrico, randomizado, duplamente cego



com controlo-placebo, com uma populagdo de 204
CMONS sdo

intracoronariamente 3 a 7 dias apds o cateterismo

doentes. As administradas
coronario inicial. Aos 12 meses, 0 endpoint composto de
mortalidade, EAM, e necessidade de revascularizacdo
encontrava-se significativamente reduzido no grupo
tratado em relagdo ao placebo (p=0,009). Além deste,
também o endpoint composto de mortalidade, EAM
recorrente e rehospitalizagdo por insuficiéncia cardiaca
estava significativamente reduzido (p=0,006). Concluiu-
se entdo que a administracdo intracoronaria de CMONS
estad associada uma reducdo significativa da ocorréncia de
eventos cardiovasculares apés EAM.

Em 2009, Yousef et al. (2009) publicam os
resultados do estudo BALANCE, um estudo com 124
doentes, ndo randomizado e com grupo controlo, onde
foram injetadas células estaminais ndo selecionadas
(CMONS) intracoronariamente. O objetivo era determinar
quantitivamente a melhoria da fun¢do hemodindmica,
geometria e contractilidade ventricular, assim como
avaliar a evolugdo clinica de doentes tratadas com
CMONS autélogas administradas intracoronariamente
ap6s EAM. Concluiu-se que a terapéutica levava a
melhorias significativas e a longo-prazo (60 meses de
follow-up) da performance do ventriculo esquerdo, da

qualidade de vida e diminuicdo da mortalidade (ver figura

2 e figura 3).
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Fig 2 A fragdo de ejecdo aumenta e mantem-se significativamente
maior no grupo tratado (Yousef et al. 2011)

Néo foram observados efeitos secundarios mostrando que
é um método seguro.

O estudo faz uma consideracdo interessante sobre o
tempo ideal para a administracdo celular. O processo
inflaméatorio € maior nos primeiros 5 dias apés o EAM,
entdo, a administracdo celular ndo deve ser realizada
imediatamente ap6s o EAM, ja que os sinais de cell
homing sdo fracos inicialmente. No entanto, duas semanas
apés o EAM, o processo cicatricial que se desenvolve
pode reduzir o efeito das células estaminais, logo, os
autores afirmam que o tempo ideal para administracdo

celular é entre 0 5° e 0 14° dias p6s-EAM.
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Fig 3 - Verifica-se uma diminuigdo significativa da mortalidade aos 5
anos (Yousef et al. 2011).

Contudo, alguns autores consideram que 0s

resultados deste estudo devem ser avaliados com
precaucdo ja que se trata de um estudo ndo-randomizado,
e que o tamanho da amostra pode ser insuficiente para
permitir conclusdes sobre a eficacia e seguranga desta
terapéutica, advogando que sdo necessarios estudos
multicéntricos, controlados, randomizados com placebo, e
duplamente cegos para que se possam clarificar questfes
importantes relativamente a este tratamento (Thum, et al.
2010).

Cao et al. (2009), mostram num estudo com 86
doentes, randomizado e com grupo controlo, com 4 anos
de follow-up, que a injecdo intracoronaria de células da
medula éssea ndo selecionadas (CMONS) em doentes
ap6s EAM com elevacdo de ST é possivel e segura, tendo

sido verificado um aumento significativo da FEVE em



relacdo ao grupo controlo aos 6 meses (48,4%=0.5 vs.
45,7%+0.6, P = 0.001), a um 1 ano (48,2%=0.7 vs.
44,6%+0.6, P < 0.001), e aos 4 anos (50,5%0.8 vs.
46,4%+0.8, P < 0.001). Ou seja, a terapia com células
estaminais melhorou em 3,5% a FEVE do grupo tratado
quando comparada com a FEVE do grupo controlo aos 4
anos. No entanto, ndo foram encontradas diferencas
significativas aos 4 anos entre 0s varios grupos a nivel da
viabilidade miocérdica da area enfartada, avaliada através
de tomografia computadorizada com emisséo de fotdes.
Todavia, apesar dos varios estudos que apontam para
um beneficio da terapéutica com células estaminais,
existem também estudos com conclusdes contrérias.
Janssens et al. (2006), Lunde et al. (2006) com o estudo
ASTAMI e Hirsch et al. (2011) com o estudo HEBE
CMONS autélogas

intracoronariamente ndo possui nenhum efeito sobre a

concluem que a injecdo de
funcdo ventricular ap6s EAM num periodo de follow-up
entre 0s 4 e 6 meses.

Janssens et al. (2006) concluem que a FEVE ndo
melhora significativamente em relagdo ao grupo controlo,
no entanto, é observada uma reducdo do volume do
enfarte significativamente maior. Existem vérios fatores
que os autores consideram possiveis responsaveis pela
discrepancia entre o seu estudo e estudos como 0 BOOST
(Wollert, et al. 2004; Meyer et al. 2006; Meyer et al.
2009) e o REPAIR-AMI (Schéachinger et al. 2006). O
tempo de isquemia antes do cateterismo cardiaco é de 3,7-
4,1 horas neste estudo, enquanto no estudo BOOST é de
8,0-9,8 horas.

consequentemente uma maior area de enfarte, pode

Um maior tempo de isquemia, e
contribuir para uma a¢do mais significante da terapéutica
com células estaminais ja que os sinais de cell homing
seriam teoricamente mais potentes. Um segundo fator
apontado € o facto da taxa de retengdo celular no
miocardio ser muito baixa, sendo que s6 1,3-2,6% das
intracoronariamente  foram

células  administradas

detetadas ap6s 75 minutos na zona de miocardio

enfartada (Hofmann et al. 2005).

Lunde et al. (2006) referem que entre o grupo
tratado e o grupo controlo ndo existem diferengas
significativas a nivel do volume ventricular diastdlico
final, tamanho da &rea enfartada e ndmero de eventos
cardiovasculares. A razdo de o estudo ASTAMI (Lunde et
al. 2006) ndo mostrar nenhuns efeitos a nivel da funcéo
cardiaca ventricular ap0s a injecdo coronaria de CMONS
ndo é clara. E possivel que diferengas no processamento e
armazenamento celular tenham contribuido para a
divergéncia de resultados. Apesar de terem sido usados
volumes aspirados da medula dssea idénticos no estudo
ASTAMI e no estudo REPAIR-AMI, os doentes no
estudo REPAIR-AMI receberam cerca de 3 vezes mais
CMO mononucleares e cerca de 3,5 mais células com o
marcador CD34+ (Schéchinger et al. 2006). No entanto,
esta correlacdo entre o nimero de CMONS e células
CD34+ administradas e uma melhoria da funcéo
ventricular é controversa. Lunde et al. (2006) refere que
tanto no seu estudo, como no estudo TOPCARE-AMI
(Assmus, et al. 2002; Schachinger, et al. 2004; Leistner et
al. 2011) e no estudo BOOST (Wollert, et al. 2004; Meyer
et al. 2006; Meyer et al. 2009) ndo foi verificada uma
correlacdo entre o numero de células CD34+ e uma
melhoria da funcdo cardiaca. Tendera et al. (2009) no
estudo REGENT também ndo encontraram diferencas
entre a administragdo de CMONS e células CD34+
CXCR4+. No entanto, Kawamoto et al. (2006), concluem
que as células CD34+ possuem uma eficacia superior na
preservacdo da funcdo e integridade do miocérdio do que
as CMONS.

No estudo HEBE, Hirsch et al. (2011) ndo
encontram diferencas significativas a nivel dos volumes
ventriculares, tamanho e éarea de enfarte ou nimero de
eventos clinicos. E referido que o protocolo de
processamento celular é muito similar aquele usado no
estudo REPAIR-AMI (Schéchinger et al. 2006), sendo
que a fracdo de células CD34+ é também muito similar.
Um dos fatores que poderia explicar a falta de beneficio
segundo os autores é o tempo reduzido de isquemia dos

doentes incluidos no estudo, o que reduziria os sinais de



cell homing pelas células em isquemia. De facto, no
estudo REGENT (Tendera et al. 2009), é mostrado que 0s
doentes com maior tempo de isquemia até a reperfusdo
tinham maior probabilidade de apresentar uma melhoria
significativa da funcdo cardiaca apés a administracdo
celular. Outro fator possivel é o facto do follow-up sé ter
sido realizado aos 4 meses, podendo algum beneficio
precoce ter passado despercebido. E também referida a
baixa retengdo celular que se verifica quando se
administra intracoronariamente as CMONS e também o
tempo desde o cateterismo coronario inicial até &
administracdo celular que variou entre 3 a 8 dias neste

estudo.
Células CD133+

O antigénio de superficie CD133, ¢é um indicador de
imaturidade celular e baixa diferenciacdo, é expressado
nas células estaminais hematopoiéticas e nas células
endoteliais progenitoras. Estes dois tipos de células
contribuem para a vascularizagdo de tecidos em isquemia.
As células CD133+ possuem a capacidade de se integrar
nos locais de neovascularizacdo e se diferenciar em
células endoteliais maduras (Wollert, et al. 2005).

Num estudo na fase I/Il, Bartunek, et al. (2005)
injetaram intracoronariamente células CD133+ em 19 de
35 doentes apdés EAM. Aos 4 meses de follow-up, a
FEVE aumentou significativamente no grupo tratado de
450 + 2,6 % para 52,0 + 3,5% (p<0,05) ndo tendo
aumentado significativamente no grupo controlo. Quanto
aos efeitos secundarios, ndo se verificou um maior
namero de arritmias no grupo tratado, contudo, os autores
referem que houve uma maior taxa de reoclusdo do stent
coronario, reestenose corondria e lesdo de novo da artéria
correspondente a &rea enfartada. Estas complicacfes
podem ser provavelmente devidas aos cateterismos
realizados para administracdo intracoronéria das células.

Mansour, et al. (2011) publicaram os resultados do
estudo COMPARE-AMI, o primeiro estudo duplamente
cego, controlado e randomizado comparando a eficécia e
seguranga da injecdo intracoronaria de células CD133+

em doentes apds enfarte agudo do miocardio com

disfungdo ventricular persistente definida como FEVE
menor que 50% mas maior que 25%. Verificou-se uma
melhoria significativa da FEVE aos 4 meses de
41,2%+1,1 para 51,1%+2,5 (p<0,001) que se mantinha
aos 12 meses (52,3%+2,0 (p<0,001)) sendo que esta
melhoria foi superior a verificada no grupo controlo. Nao
foi relatado nenhum caso de morte, enfarte de miocardio,
ou arritmia ventricular

acidente vascular cerebral

sustentada mostrando assim a seguranga da terapéutica.
Células Endoteliais progenitoras/ CD34+

Existe uma subpopulacdo de células adultas,
presentes na circulagdo sanguinea, denominada de celulas
endoteliais progenitoras (CEP). Depois de uma leséo
isquémica, acredita-se que as CEP, contribuam para a
regeneracdo vascular, diferenciando-se em células
endoteliais maduras, secretando fatores angiogénicos e
podendo ainda diferenciar-se em cardiomidécitos e células
musculares lisas. As CEP circulantes podem ser
caracterizadas pela expressdo de CD133, CD34, KDR e
caderina VE. O marcador usado mais frequentemente para
isolamento das CEP no sangue periférico é o CD34 (Jujo,
et al. 2008). Depois de isoladas, as CEP podem ser
expandidas in vitro (Shah, et al. 2011). Varios estudos
pré-clinicos mostram que a terapia com CEP e células
CD34+ induz a revascularizacdo do miocardio em
isquemia, melhorando a perfusdo e a funcdo ventricular
(Jujo, et al. 2008). Em 2003, Kawamoto, et al. (2003)
mostram num estudo com ratos, no contexto de isquemia
cronica do miocardio, que a injecdo transendocardica de
células CD34+ preservava significativamente a funcao
ventricular ~ sistélica e a  densidade capilar
comparativamente com o grupo controlo. Em 2009,
Tendera et al. (2009) publicam os resultados do estudo
REGENT,

controlado com uma populacdo de 200 individuos com

um estudo multicéntrico, randomizado e
EAM e FEVE<40%. Nesse estudo comparam-se as
diferengas entre a injecdo intracorondaria de células da
medula dssea nao selecionadas (UNSEL), células CD34+
CXCR4+ (SEL) e um grupo controlo. Apesar de se ter

verificado um aumento de 3% na funcdo ventricular
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cardiaca nos grupos SEL e UNSEL, a melhoria ndo é
estatisticamente significativa. No entanto, os autores
concluem que o uso de células selecionadas CD34+
CXCR4+ é seguro, praticavel e que justifica mais estudos

futuros.

Células estaminais mesenquimatosas

As células estaminais mesenquimatosas (CEM) sdo
células estaminais adultas CD34- e CD133-, presentes em
varios tecidos, nomeadamente na medula 6ssea e no
tecido adiposo e que se podem diferenciar em
osteoclastos, condrocitos e adipdcitos. (Wollert, et al.
2005; Nardi, et al. 2006). Foi mostrado que estas células
podem diferenciar-se em cardiomidcitos em determinadas
condicdes e apds serem injetadas no miocérdio de animais
(Toma, et al. 2002). Amado et al. (2005), injetaram
percutaneamente CEM em suinos, apds EAM, observando
uma reducdo muito significativa da cicatriz e quase-
normalizagdo da funcdo cardiaca. Um ponto importante
neste estudo é que as células transplantadas eram de um
doador alogénico e ndo foram rejeitadas, 0 que representa
um grande avanco na aplicacdo desta terapéutica. Chen et
al. (2004) publicam os

controlado e com placebo onde sdo avaliados os efeitos da

resultados de um estudo

injecdo  intracoronaria  de  células  estaminais
mesenquimatosas. Aos 3 e 6 meses de follow-up o grupo
FEVE e

contractibilidade regional. Em 2006, Gnecchi, et al.

tratado apresenta uma melhoria da
(2006) mostram que a injecdo intramiocardica de células
estaminais mesenquimatosas com expressao do marcador
Akt em

miocérdica pds-EAM, 72 horas apds a administracdo das

ratos, promove uma melhoria da fungéo
células. Esta melhoria rapida € explicada pela libertagdo
paracrina de fatores pelas CEM que inibem a apoptose
mediada pela hipoxia, diminuindo o tamanho da area
enfartada e melhorando a funcédo ventricular cardiaca.
Hare et al. (2009) publicam um estudo duplamente
cego, randomizado e controlado onde avaliam a seguranca
e eficacia da infusdo intravenosa de CEM alogénicas em
pos-EAM.
sintomatologia como a FEVE foram significativamente

humanos Tanto o score global da

melhores no grupo tratado em relacdo ao grupo controlo
(p=0,0025). A taxa de eventos adversos foi similar tanto
no grupo controlo como no grupo tratado mostrando a

seguranca da terapéutica (Hare et al. 2009).

Mobilizacdo de células estaminais e células
progenitoras

Shintani, et al. (2001) mostram que as células
endoteliais progenitoras e células mononucleares CD34+
sdo mobilizadas para a circulagdo durante a isquemia
miocardica em humanos. Partindo deste conceito, as
células estaminais e progenitoras podem ser mobilizadas
da medula 6ssea através da administracdo sistémica de
citocinas como a G-CSF (granulocty colony-stimulating
fator) aumentado, assim, a taxa de reparacdo do tecido
isquémico.

Ince, et al. (2004) mostram num estudo randomizado
e controlado, com uma populacédo de 30 doentes, que a
mobilizacéo de células CD34+ com a administra¢éo de G-
CSF 1 a 6 dias apds EAM resultava numa melhoria
significativa da FEVE aos 4 e 12 meses de follow-up em
relacdo ao grupo controlo. No entanto, Ripa et al. (2006),
num estudo randomizado e controlado com placebo, com
uma populacdo de 78 doentes, mostram que a mobilizacdo
de células CD34+ com administracdo de G-CSF 1 a 6 dias
ap6s EAM é segura, no entanto, ndo se verifica melhoria
da FEVE comparativamente com o grupo controlo.

No estudo REVIVAL e no estudo G-CSF-STEMI,
ndo é também encontrado qualquer efeito da mobilizacdo
de células CD34+ a nivel da fungdo cardiaca. Zohinhofer
et al. (2008) publicam uma meta-analise de 10 ensaios
clinicos incluindo 445 doentes, que analisavam a fungédo
cardiaca ap6s EAM quando administrado G-CSF. N&o
foram observadas diferencas na FEVE ou no tamanho da
area enfartada entre o grupo controlo e o grupo tratado
(ZohlInhofer, et al. 2006; Engelman et al. 2006).

Células estaminais cardiacas

Bergam, et al. (2009) mostram que existe
regeneracdo de cardiomiocitos no miocardio do ser

humano, existindo um turnover anual de 1% aos 20 anos



de idade, diminuindo a taxa para 0,3% anuais aos 75 anos
de idade, sendo que menos de 50% dos cardiomidcitos
sdo substituidos ao longo da vida. No estudo, os autores
referem que esta descoberta abre portas para estratégias
terapéuticas que visem a estimulagdo deste processo para
o0 tratamento de patologias cardiacas.

No estudo SCIPIO, Bolli et al. (2011), estudaram o
efeito que possui a administragdo intracoronaria de
células cardiacas estaminais autélogas em doentes com
disfuncdo ventricular esquerda (FE<40%) pos-enfarte
agudo de miocardio. No grupo tratado a FEVE aumentou
de 30,1+1,9% para 38,5+2,8% aos 4 meses (p=0,001). No
grupo controlo a FEVE ndo sofreu alteragGes. Os
resultados iniciais deste estudo sdo bastante motivadores
j& que mostram que a terapéutica com estas células
melhora a funglo cardiaca e reduz a &rea de enfarte em
doentes com insuficiéncia cardiaca p6s-EAM. No entanto,
s80 necessarios estudos maiores de fase 2 para estudar

melhor a eficacia desta terapéutica.
Mioblastos esqueléticos

Os mioblastos esqueléticos (ME) sdo células
progenitoras existentes num estado quiescente debaixo da
membrana basal das fibras musculares esqueléticas. Estas
células podem ser isoladas de bidpsias musculares e
expandidas in vitro para uso terapéutico (Wollert, et al.
2005)

Em 1996, Murry, et al. (1996), mostram num estudo
pré-clinico efetuado em ratos, que ME podem estabelecer
novo tecido muscular quando transplantados para
coragbes com lesdo. Mais tarde, é mostrado que o0s
transplantes de ME d&o origem a uma subpopulacdo de
hibridas  esquelo-cardiacas  de
desconhecido (Reinecke, et al. 2000).

células fenétipo

O valor clinico dos ME ainda ndo é completamente
conhecido. Varios estudos clinicos em fase | foram
Em 20083,

Menasche, et al. (2003), mostraram que a transplantacéo

publicados com resultados promisores.

autologa de ME em doentes com cardiomiopatia
isquémica grave, resulta num aumento da fragcdo de

ejecdo, com a desvantagem de potenciais eventos

arritmicos. Em 2004, Herreros et al. (2004), mostraram
que a injecdo de mioblastos esqueléticos em conjuncao
com bypass corondrio, em doentes com enfarte de
miocardio antigo, é segura e esta associada a um aumento
global da funcdo ventricular esquerda, sem inducdo de
arritmias. A funcdo cardiaca foi avaliada por
ecocardiografia, e a perfusdo miocardica através de PET
com Fluorodesoxiglucose (*®F) e ** N-aménia. No estudo
ndo existiu uma populacdo controlo, no entanto, houve
contaminacdo dos ME injetados num doente. Neste
doente ndo se verificou melhorias significativas da FEVE.
Os autores afirmam que apesar de se tratar de um achado
interessante, ndo permite tirar concluses.

No entanto, em 2008, Menasche et al. (2008)
publicam resultados do Estudo MAGIC, um estudo
multicéntrico, randomizado, controlado e duplamente
cego. Neste estudo foram incluidos doentes com
disfuncdo ventricular (Fracdo de Ejecdo <35%), enfarte
de miocéardio e com indicacdo para cirurgia corondria.
Neste estudo foram injetados no miocardio mioblastos
esqueléticos em 67 doentes, ndo tendo sido observada
melhoria da funcdo ventricular aos 6 meses. Foi ainda
verificada uma tendéncia para maior nimero de eventos
arritmicos no grupo em que se efetuou transplantacdo de

mioblastos.
Células estaminais embrionarias

As células estaminais embrionarias (CEE) podem ser
isoladas do embrido cinco dias apos a fertilizacdo. O seu
uso para regeneracdo do miocardio é bastante atrativo ja
que que sdo totipotentes, possuindo a capacidade de se
diferenciar em qualquer célula do ser humano (Lovell, et
al. 2010).

associados a sua utilizacdo como a rejeigdo imunoldgica e

No entanto, existem alguns obstaculos

a propenséo para o desenvolvimento de teratomas quando
sdo injetadas in vivo. Levanta-se ainda a questdo ética do
uso e obtencéo das CEE (Segers, et al. 2008).

Células pluripotentes induzidas

Takahashi et al. (2006) e Wernig, et al. (2007),

demonstraram que células diferenciadas, nomeadamente
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fibroblastos, podem ser reprogramados para um estado de

diferenciagdo indistinguivel das células estaminais
embrionarias através da introducdo de quatro fatores,
Oct3/4, Sox2, c-Myc e KIf4. Estas células, denominadas
de células pluripotentes induzidas (CPI), resolvem a
questdo ética da obtencdo de CEE e também a questdo da
imunosupressdo ja que as CPl sdo geradas apartir de
et al.
(2008)

podem-se diferenciar em

células somaticas adultas autélogas (Takahashi,
2006; Mauritz, et al. 2008). Mauritz et al.
demonstram que as CPI
cardiomidcitos funcionais. Em 2009, Nelson, et al. (2009)
mostraram que fibroblastos reprogramados para CPI,
adquirem potencial de reparagdo cardiaca no enfarte
agudo do miocéardio em ratos, estabelecendo as CPl como
células potenciais no tratamento da doenca cardiaca. No
entanto, neste mesmo estudo, foi observado que alguns
ratos desenvolveram tumores o que constitui um
problema a ultrapassar nas terapias baseadas em CPI antes

de se avangar para ensaios clinicos em humanos.

Mecanismos de acdo propostos das células
estaminais

Vaérios estudos pré-clinicos e em humanos utilizando
células estaminais mostraram melhoria da fun¢éo cardiaca
pos-EAM.

esta melhoria passavam pela

Inicialmente 0s mecanismos propostos para
regeneragdo celular
miocéardica. Todavia, a baixa taxa de retencdo celular e
baixo nimero de cardiomidcitos de novo demonstrados na
maior parte dos estudos torna dificil que a regeneracdo
celular miocardica seja responsavel pela melhoria da
funcdo cardiaca observada. Verifica-se ainda, em alguns
estudos, uma melhoria da fun¢&o cardiaca 72 horas apds a
administracdo celular, melhoria essa que é demasiado
precoce para que possa ser explicada por um mecanismo
de regeneracdo miocéardica (Shah et al. 2011).

A secrecdo paracrina de fatores pelas células
estaminais administradas surgiu assim como uma hipotese
para o0s resultados obtidos. De facto, as células
estaminais secretam citocinas variadas que induzem

efeitos benéficos como angiogénese, prevencdo da

apoptose, ativagdo e recrutamento das células estaminais e
progenitoras residentes e imunomodelagdo da leséo
(Lovell et al. 2010; Gnecchi et al. 2008).
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Fig 4 - Alguns mecanismos de agdo das células estaminais
propostos

Questoes em estudos futuros

O grande objetivo da terapéutica com celulas
estaminais no enfarte agudo de miocéardio é a recuperacéo
cardiaca através da

da funcdo regeneragdo dos

cardiomiécitos perdidos. Apesar deste objetivo ser
altamente desafiante, os estudos mais atuais apresentam
resultados encorajadores.

Os estudos de fase | e 1l mostraram que o tratamento
é seguro e que possui resultados positivos na melhoria da
fungdo cardiaca ap6s EAM. Os resultados ndo sdo todos
uniformes, muito provalvemente devido aos diferentes
tipos de populages e concentracbes celulares
administradas, ao processamento celular distinto e as
diferentes técnicas de administragdo. No entanto, estas
incertezas ndo devem desencorajar a investigacdo nesta
area.

A Task Force of the European Society of Cardiology
on stem cells and repair of the heart foi criada em 2006
com o objetivo de investigar o papel das células
estaminais e progenitoras no tratamento de doenga
cardiovascular (Bartunek et al. 2006). Nesta Task Force
foram definidas varias orientacdes para estudos futuros:

I. Estudos maiores, duplamente cegos,
randomizados controlados, sobre o uso de CMO autdlogas
no tratamento do EAM. A populacdo incluida nestes

estudos deve incluir doentes com EAM com menos de 12
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horas de evolucdo e tratados com revascularizagdo
imediata, seja angioplastia ou fibrindlise.

II. Um estudo duplamente cego, randomizado,
controlado, sobre o0 uso de CMO aut6logas no tratamento
de doentes com EAM com mais de 12 horas de evolucéo
ou naqueles sem resposta a terapia. Apesar destes doentes
representarem uma pequena fracdo dos doentes com
EAM, o seu progndstico é reservado.

I1l. Estudos duplamente cegos, randomizados e
controlados que abordem a utilizacdo de CMO auto6logas
e mioblastos esqueléticos no tratamento de insuficiéncia
cardiaca secundaria a doenga cardiaca isquémica. O papel
da terapéutica de células estaminais e progenitoras
necessita de ser avaliado no tratamento de
cardiomiopatias, em particular na cardiomiopatia dilatada.

IV. Estudos bem planeados que abordem a seguranca
e mecanismos de hipoteses especificas como por exemplo
estudos com células marcadas radioactivamente ou para
estudar mecanismos paracrinos e autocrinos.

V.  Estudos que confirmem a seguranca e beneficio
do uso de terapia baseada em administragdo unicamente
de citocinas (Ex: Facto G-CSF) ou citocinas em conjunto
com células estaminais ou progenitoras.

Esta Task Force foi criada h4 quase 6 anos, e desde
entdo varios estudos foram j& publicados e varios avangos
se fizeram na &rea da regeneracdo cardiaca.

Hoje em dia o foco dos estudos esta nos fatores que
sdo produzidos pelas células estaminais e na capacidade
que possuem de induzir neovascularizagdo, modular a
inflamagdo, fibrinogénese, metabolismo cardiaco e no
aumento da proliferagdo e ativacdo dos cardiomidcitos
existentes. Uma andlise destes fatores e citocinas levara a
um melhor entendimento dos mecanismos de acdo das
células estaminais.

Outro foco em estudo é o aperfeigoamento celular
por bioengenharia molecular. O conceito passa por
modificar as células estaminais e progenitoras antes da
sua administracdo, melhorando assim a sua poténcia e
eficdcia terapéutica. Por exemplo, Mias et al. (2008)

mostram que o pre tratamento de células estaminais

mesenquimatosas com melatonina melhora a sua

sobrevida e a sua capacidade proangiogénica e
mitogénica.

A bionanotecnologia com a engenharia de tecidos
tera também um papel preponderante no futuro. Ha
projetos para o desenvolvimento de biomateriais capazes
de suportar as células estaminais transplantadas
aumentando assim a sua retengdo. Nos biomateriais
poderdo também ser incorporados fatores e citocinas que
aumentem a sobrevida celular, a proliferacdo e
diferenciacéo.

Para finalizar, estdo a ser iniciados estudos na fase
111, randomizados, duplamente cegos e controlados. Estes
estudos vao esclarecer por fim qual o grau de eficécia da
terapéutica com células estaminais e confimar que
potencial existe para a regeneragdo cardiaca abrindo
assim caminhos para uma fascinante nova era da medicina

cardiovascular (Sanz-Ruiz et al, 2010).
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