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RESUMO

As doencas cardiovasculares estdo entre as principais causas de mortalidade no mundo e o
infarto agudo do miocéardio, a mais comum doenca do coracdo. As principais opcbes de
tratamento, clinicas e cirurgicas, tratam das consequéncias, e ndo a causa, que consiste na
perda de cardiomidcitos. Nas ultimas décadas, varios estudos pré-clinicos e clinicos sugeriram
que o coracdo poderia ser reparado com a terapia de células-tronco. Esta revisdo narrativa
busca analisar os efeitos da funcdo cardiaca e regeneracdo do miocardio a partir da

administracdo de células-tronco.

PALAVRAS CHAVE: células-tronco, infarto agudo do miocardio, regeneracao cardiaca.

1 INTRODUCAO
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As doencas cardiovasculares (DCV) sdo as principais causas de morte no mundo,
sendo o infarto agudo do miocéardio (IAM) a mais frequente doenca isquémica do coracéo
(COSMO et al., 2012). A causa mais comum de infarto do miocéardio € a ruptura da placa
asterosclerdtica coronariana, ocasionando na formacao de trombos. Os fatores de risco sao:
sexo, idade, dieta inadequada, sedentarismo, hipertensao, fatores genéticos, etc (KRISHNA et
al., 2011). As principais opcdes terapéuticas atuais, clinicas e cirdrgicas, ttm como objetivo
tratar as consequéncias do 1AM, e ndo a causa, que consiste na perda da célula contratil,
conhecida como cardiémiocito (CMC) (GUARITA-SOUZA et al., 2005).

Grande parte dos cardiomidcitos ndo tém capacidade de regeneragdo apo6s o IAM e
quando ocorre, existe uma deterioracdo da atividade contratil e quando a area é extensa, ha a
possibilidade de ocorrer o remodelamento ventricular (COSMO et al., 2012). Nas ultimas
décadas, a medicina cardiovascular passou por uma extraordinaria revolucdo: varios estudos
pré-clinicos e clinicos sugerem a hipotese de que o tecido cardiaco lesado pode ser reparado
com a administracdo de células progenitoras ou células-tronco (CT), gerando novos vasos e
cardiomiécitos (ANGELI e DE OLIVEIRA, 2007).

As células-tronco sdo células indiferenciadas, com capacidade ilimitada de
diferenciacdo em diversos tipos celulares, caracterizada pela auto-renovagéo, se multiplicando
e mantendo a caracteristica indiferenciada (DE SA et al., 2018). As CT sdo divididas de
acordo com a sua poténcia: (1) totipotentes, que originam qualquer tipo celular do concepto;
(2) pluripotentes, que sdo as células derivadas do blastocisto (massa celular interna), dando
origem a trés folhetos embrionarios; e (3) multipotentes, encontradas em pequena quantidade
no corpo humano adulto, originando um numero limitado de células especializadas
(BARBOSA et al., 2018).

A justificativa para a realizacdo deste trabalho € que as doencas cardiovasculares estdo
aumentando em todo mundo e que o transplante de coracdo é bem menos ofertado do que a
demanda, necessitando novos tipos de tratamento para a regeneracdo do miocardio infartado.
Neste breve artigo, o objetivo foi fazer uma revisdo sistematica sobre a terapia celular no
infarto do miocérdio, abordando estudos pré-clinicos e clinicos, analisando a funcdo cardiaca,
bem como a fragdo de ejecdo do ventriculo esquerdo (FEVE) e se houve regeneracdo dos

cardiomiocitos.
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2 METODOLOGIA

Foi utilizada a pesquisa bibliografica mediante a busca eletrénica de artigos indexados
em bases de dados como MedLine, Scielo e Google Académico. As palavras-chave referidas
na busca foram a regeneracdo cardiaca, infarto do miocéardio, coracdo, células-tronco, células-
tronco da medula 6ssea, células-tronco mesenquimais, células-tronco pluripotentes induzidas,
isquemia e reperfusdo, sendo a maioria das buscas realizadas intercepcdes das descritas. Os
artigos cientificos abordaram o periodo de 1996 a 2019.

Foram selecionados artigos escritos na lingua portuguesa e inglesa. Estéo incluidos os
estudos experimentais (ensaios clinicos, randomizados ou ndo), realizados em humanos e

animais (camundongos e suinos), associados a atividade fisica ou néo.

3 DESENVOLVIMENTO

3.1 Aspectos Basicos da Lesdo de Isquemia-Reperfusao

A lesdo de reperfusdo é o termo utilizado para descrever as alteracfes, funcionais e
estruturais, que sdo aparentes durante o restabelecimento do fluxo sanguineo apds o periodo
de uma isquemia (EVORA et al., 1996). Isquemia significa que ha uma interrupgdo no
fornecimento de sangue em um tecido, ocasionando morte celular (SANTOS et al., 2006). Na
tentativa de reverter a isquemia, a reparacdo do fluxo sanguineo pode resultar em alguns
efeitos deletérios: necrose de células irreversivelmente lesadas, edema celular (cell swelling) e
restauracdo ndo uniforme do fluxo para as devidas porc¢des do tecido (EVORA et al., 1996).
As consequéncias da isquemia, em diferentes tecidos, dependem do seu tempo de duracéo e
muitas das vezes, as lesGes sdo estendidas durante o periodo de reoxigenagdo decorrente da
reperfusdo tecidual (SILVA JUNIOR et al., 2002; SANTOS et al., 2006). Durante a isquemia,
ocorre 0 metabolismo anaerobico, com o aumento de lactato e fosfato inorgénico e
diminuicdo do pH, do trifosfato adenosina (ATP) e da creatina (FRANCISCHETTI et al.,

2010). O mecanismo responsavel pelo agravamento das lesGes durante a reperfusdo tecidual
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seria a geracdo de radicais livres, que sdo moléculas instaveis, sem um par de elétrons nas
suas Orbitas exteriores, alterando as estruturas das células e causando morte celular (NETO et
al., 2005). A producdo de radicais livres promove a infiltracdo de leucocitos inflamatérios,
contribuindo para um microambiente inflamatério no segmento do coracdo infartado,
formando uma lesdo prejudicial (MARDANPOUR et al., 2019).
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Figura 1: Panorama esquematico dos eventos apds IAM e alvos experimentais para terapia
com células-tronco. Fonte: OLIVEIRA e CAMPOS, 20009.

3.2 Células-Tronco Embrionarias

Em 1981, Evans e Kaufman conseguiram imortalizar células derivadas da massa
celular interna de blastocistos de embrides diretamente de camundongos, que sdo atualmente
conhecidas como células-tronco embrionarias (CTES) (SOARES e SANTOS, 2002; OKANO

e SHIBA, 2019). Uma vantagem principal do uso de CTEs é a capacidade dos cardiomiocitos
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derivados de CTE (CTE-CMCs) se unirem eletricamente ao musculo cardiaco, que em um
modelo de suino de um bloqueio atrioventricular, os CTE-CMCs humanos transplantados
indicaram um acoplamento elétrico e uma reversdo do bloqueio (DIXIT e KATAR, 2015).
Confere-se vantagem no uso de células-tronco embrionarias, devido a sua pluripotencialidade,
enquanto as células-tronco multipotentes somaticas possuem capacidade de diferenciacdo
mais limitada.

Um desafio inicial encarado na pesquisa com CTEs foi a obtencdo de alta pureza de
populacdes de células heterogéneas (MADIGAN e ATOUI, 2018). Estratégias como a
modificacdo genética, métodos de cultura especializados e o tratamento com fatores quimicos
e bioldgicos tém sido utilizados para enriquecer, purificar e selecionar populacGes
homogéneas e funcionalmente ilesas de CTE-CMCs, gerados a partir de CTE heterogéneas
(DIXIT e KATAR, 2015; MADIGAN e ATOUI, 2018). Segundo Dixit e Katar (2015), um
grupo de pesquisadores conseguiu gerar cardiomidcitos de CTE em larga escala, que foram
capazes de enxertar e reparar com sucesso 0 miocardio lesado em um modelo de infarto do
miocéardio de primata.

O primeiro ensaio clinico em pacientes cardiacos aconteceu em 2015. O estudo de fase
I, ESCORT, NCT02057900, utilizou células progenitoras cardiacas derivadas de CTES que
foram aplicadas a pacientes com insuficiéncia cardiaca grave (MULLER, LEMCKLE e
DAVID, 2018). Foi constatado, em 2015, que o primeiro paciente ndo teve problemas como
arritmias e tumor, enquanto a FEVE aumentou em 10% em relacdo aos valores basais aos 3
meses de seguimento (MADIGAN e ATOUI, 2018; MULLER, LEMCKLE e DAVID, 2018).
Recentemente, seis pacientes com disfuncéo ventricular esquerda isquémica grave receberam
uma dose de 8 milhdes de progenitores cardiovasculares derivados de CTES humanos com
adesivo de fibrina durante um procedimento de reovascularizacdo do miocardio e houve uma
melhora da sistole e nenhum tumor e arritmia foram encontrados (RIKHTEGAR et al., 2019).
Entretanto, ensaios clinicos tém sido embaragados por questdes éticas, variabilidade genética,
risco de rejeicdo do sistema imune e possivel geracdo de tumor (DIXIT e KATAR, 2015;
RIKHTEGAR et al., 2019).

3.3 Células-Tronco Pluripotentes Induzidas
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Como forma de contornar tais limitacdes éticas, em 2006, Takahashi e Yamanaka
introduziram quatro fatores (Oct3 / 4, Sox2, c-Myc e KIf4) em fibroblastos de camundongos
por infeccdo retroviral, que reprogramaram com éxito diretamente células somaticas adultas
diferenciadas para o estagio embrionario, e foram designadas como células-tronco
pluripotentes induzidas (iPSCs) (KRISHNA et al., 2011; OKANO e SHIBA, 2019). As
caracteristicas das iPSCs sdo quase semelhantes as CTE na capacidade de diferenciacdo e
auto-renovacao, e tornou possivel o uso de células especificas para pacientes para terapia,
eliminando as preocupacdes como rejeicdo imunolégica (PARK e YOON, 2018). Os
primeiros estudos no Brasil foram produzidos por pesquisadores da UFRJ e os resultados
apresentados em 2008, tornando-o o quinto pais do mundo a produzir tecnologia para a
criacdo de iPSCs (DEL CARLO et al., 2009).

Apesar da intervencdo cirurgica e farmacoldgica em DCV, o transplante cardiaco
continua sendo a Unica opcao de tratamento no estagio final para insuficiéncia cardiaca. A
nova estratégia terapéutica que pode revolucionar a medicina cardiovascular é a diferenciacdo
de iPSCs em CMCs (ABOU-SALEH et al., 2018). Duas abordagens basicas sdo amplamente
utilizadas na diferenciacdo de iPSCs de CMCs: a cultura tridimensional mediada por corpos
embrionérios (EB) e a cultura bidimensional de matriz extracelular (PARK e YOON, 2018).
Apo6s a diferenciacdo, varios métodos de purificagdo como isolamento de marcadores de
superficie, enriquecimento manual ou centrifugacdo por gradiente de densidade, foram
estabelecidos para assegurar que células indiferenciadas ou cancerigenas, ndo sejam
transplantadas coletivamente com o produto final das células (LEMCKLE et al., 2018). Para
melhorar a pureza dos CMCs derivados de iPSCs, varios métodos tém sido utilizados para
imitar o ambiente embrionario de desenvolvimento cardiaco (OKANO e SHIBA, 2019).
Esses métodos usam proteinas associadas ao desenvolvimento cardiaco para aumentar a
eficacia da cardiogénese induzida por iPSCs, estimulando ou suprimindo transduc@es de sinal
nodal/ativina, proteina morfoldgica éssea (BMP), TGF-beta e sinalizacdo Wnt/ beta-catenina
(GAPSKA e KURPISZ, 2017; OKANO e SHIBA, 2019).

Em um modelo de camundongos com leséo cardiaca, houve a implantacdo de CMCs
derivados de iPSCs e 0s pesquisadores observaram longo prazo de sobrevivéncia das células e
uma melhora significativa na funcédo cardiaca dos animais apos o implante (MARDANPOUR
et al., 2019). Em um modelo de infarto do miocardio de porco, foram transplantados CMCs

derivados de iPSCs, acompanhado por células musculares lisas e endoteliais, com o adesivo
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de Fator de Crescimento da Insulina 1 (IGF-1) por via intramiocéardica e foi observado a
melhora da fungéo ventricular esquerda (VE), diminui¢do do tamanho do infarto, melhora do
metabolismo cardiaco e ndo houve arritmias no modelo suino (RIKHTEGAR et al., 2019).
Construcdes cardiacas tridimensionais humanas consistindo de CMCs derivados de iPSCS e
células endoteliais foram utilizadas para reparacao de grandes defeitos cardiacos, melhorando
a funcdo cardiaca, proliferacdo de midcitos, acoplamento elétrico e vascularizagdo do coracéo
(ABOU-SALEH et al., 2018).

3.4 Células-Tronco Mesenquimais

Inicialmente, acreditava-se que as células-tronco somaticas (CTS) haviam seu
potencial de diferenciagdo restrito somente as células do tecido no qual se encontravam, mas
nos ultimos anos, varias pesquisas tém demonstrado que algumas linhagens de CTS sdo
capazes de originar tecidos diferentes de sua formacdo embrionaria (DEL CARLO et al.,
2009). A presenca de células-tronco ndo hematopoéticas na medula 6ssea foi primeiramente
expressa pelo patologista aleméo Julius Clonheim, em 1867 e o seu trabalho trouxe a
possibilidade de que a medula 6ssea pudesse ser a fonte de fibroblastos que depositam fibras
colagenas como parte do processo normal de reparo (BYDLOWSKI et al., 2009). As células-
tronco mesenquimais (CTMs), foram caracterizadas por sua capacidade de desenvolver
colénias aderentes in vitro, que, fenotipicamente, se aparentam a fibroblastos (unidades
formadoras de colbnias de fibroblasto - CFU-Fs) e que na medula éssea adulta, a frequéncia
de CFU-Fs clonogénicas varia de 1-20x10° células mononucleares e sdo heterogéneas em
tamanho, morfologia, proliferacdo e capacidade de diferenciacdo (SCHUSTER, MARTENS e
ITESCU, 2008).

Dentre todas as linhagens de CTS estudadas até o presente momento, as CTMs
expressam maior plasticidade, promovendo tecidos mesodermais e ndo mesodermais,
podendo ser transplantadas para os sitios lesionais logo apds a ocorréncia da lesdo tecidual e
podem ser aplicadas na forma indiferenciada, ganhando o estimulo do meio para posterior
diferenciacéo, ou sofrer diferenciacdo em cultura antes mesmo da implantacdo (DEL CARLO
et al., 2009). As celulas estromais da medula déssea sdo raras e heterogéneas, sendo uma

combinacdo de progenitores em diferentes estdgios de comprometimento com a linhagem
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mesodérmica; apenas uma pequena quantidade tem capacidade multipotencial e de
autorrenovacdo (BYDLOWSKI et al., 2009). As CTMs sdo celulas multipotentes, ou seja,
células que podem se diferenciar em varios tipos de células como adipdécitos, osteoblastos,
condracitos e linhagem miogénica, tornando-se um agente terapéutico sedutor (SINGH et al.,
2016).

As CTMs encontram-se principalmente na medula dssea, mas também podem ser
localizadas em outros tecidos, como tecido adiposo, polpa dentaria, pele e, em menor grau,
nas extremidades encapsuladas dos nervos (SCHUSTER, MARTENS e ITESCU, 2008). As
CTMs tornaram-se centro de atencdo terapéutica, motivo de seu potencial imunomodulatorio,
embora 0s mecanismos de imunossupressao sobre a resposta inflamatéria e sobre 0os meios de
rejeicdo ao transplante ndo estejam totalmente elucidados (MONTEIRO, NETO e DEL
CARLO, 2009).

Na Coreia, foi realizado um estudo que comprovou que as CTMs sdo seguras e
eficientes na melhoria da FEVE para o tratamento de infarto agudo do miocéardio (SINGH et
al., 2016). Em um estudo de escalonamento de dose de CTMs alogénicas em pacientes com
intervencdo corondria percutanea (ICP) para infarto agudo do miocardio, observaram a
melhora da FEVE aos 3, 6 e 12 meses no grupo de CTMs comparado ao grupo placebo
(WARD, ABADEH e CONNELLY, 2018). Um estudo demonstrou que as células
mesenquimais do tecido adiposo tém a capacidade de dar origem a células funcionais
semelhantes a cardiomiocitos (KRISHNA et al., 2011).

3.5 Caracterizacao das Células-Tronco Mesenquimais

A expansdo da utilizacdo das células-tronco mesenquimais e a posterior comparacao
dos resultados obtidos em diferentes grupos sdo afetadas pela falta de especificidade e
padronizacdo dos marcadores moleculares dessas células (SOUZA et al., 2010). A fim de
sanar tal problema, a Sociedade Internacional de Terapia Celular (International Society for
Cellular Therapy) propds trés fundamentos basicos para que se possa determinar uma célula
como célula-tronco mesenquimal: (1) plastico-aderentes caso mantidas em condicdes
fundamentais de cultura; (2) positivas para CD105, CD73 e CD90 e negativas para CD45,
CD34, CD14 e CD11b; e (3) capazes de se diferenciar em fibroblastos, osteoblastos,
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adipdcitos e condroblastos quando expostas in vitro as linhagens condizentes (SOUZA et al.,
2010; SINGH et al., 2016).

Um grande problema na caracterizacdo das CTMSs € que ndo ha um marcador positivo
estabelecido e determinante para elas e ha uma gama ampla de marcadores positivos
descritos, mas cada grupo de pesquisadores utiliza diferentes marcadores, nenhum deles
especifico ou exclusivo (BYDLOWSKI et al., 2009). Talvez as diferencas entre os estudos
possam ser destinadas a variacbes nos procedimentos de cultura ou ao estagio de
diferenciacdo das células e sem marcadores definidos, os estudos in vivo das linhagens
celulares tornam-se muito dificeis (BYDLOWSKI et al., 2009).

3.6 Mioblastos Esqueléticos

Os mioblastos esqueléticos, também conhecidas como células satélites, foram o
primeiro tipo celular conhecido com potencial para aplicacdo no tratamento de DCV em
animais e humanos, abundantes no corpo humano, possuem propriedades miogénicas, sao
aptas de proliferacdo / expansao in vitro, dispdem capacidade contratil e tém capacidade de
resistir a insultos isquémicos (ATOUI e MADIGAN, 2018; RIKHTEGAR et al., 2019).

Estudos proporcionaram evidéncias para a criagdo de miotubos por transplante de
mioblastos contendo células satélites em um modelo de infarto de miocéardio, reduzindo a
fibrose miocéardica, atenuar o remodelamento ventricular e aprimorar o desempenho
miocérdico (SINGH et al., 2016; MULLER, LEMCKLE e DAVID, 2018). Assim, bastantes
estudos pequenos ndo randomizados revelaram melhora da fracdo de ejecdo do ventriculo
esquerdo (FEVE) e classe funcional da Associacdo de Coracao de Nova lorque (NYHA), bem
como aumento do movimento regional da parede apOs o transplante de mioblastos
esqueléticos, porém, na maior parte desses estudos, foi detectada uma alta incidéncia de
arritmias ventriculares em pacientes tratados com células (MULLER, LEMCKLE e DAVID,
2018). Logo apo6s o processo de diferenciacdo, os midtubos esqueléticos perdem a capacidade
de formar junc¢Ges comunicantes por causa da deficiencia em expressar as proteinas da juncéo
hiato, 0 que resulta na falta de integracdo elétrica, aumentando as chances de arritmia

ventricular (RIKHTEGAR et al., 2019). E importante ressaltar que essas células mostraram
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melhora na FEVE de ratos com infarto agudo do miocardio, mas ndo se transformaram em
cardiomidcitos (SINGH et al., 2016).

3.7 Efeito Paracrino

As células transplantadas, podem secretar fatores paracrinos para ativar as células-
tronco residentes para promover 0 crescimento vascular, dando origem a um novo reparo
cardiaco, em vez de criar novos cardiomiocitos (ZHONG et al., 2017). Moléculas como o
fator de crescimento transformador (TGF), o fator de crescimento endotelial (VEGF) e o fator
derivado de células estromais (SDF), podem ser secretadas, promovendo processos
regenerativos, neovascularizacdo, apoptose reduzida de cardiomiocitos enddgenos, ativacdo
de células progenitoras intrinsecas ou recrutamento de células benéficas para o reparo tecidual
(MULLER, LEMCKLE e DAVID, 2018). Segundo Lemckle e colaboradores (2018), o pré-
tratamento de células com agentes farmacol6gicos como o SDF, é uma abordagem simples e
econbmica, visando a melhora terapéutica com a liberacdo de fatores paracrinos, além de ser
capaz de melhorar a diferenciagdo miogénica. Muitas tentativas foram feitas para proteger o
coracao contra a isquemia atravées de pré-condicionamento, aumentando os niveis de VEGF e
interleucina 8, juntamente com o recrutamento e migracdo de CTMs para a regido lesionada
(SINGH et al., 2016).

Os exossomos sdo vesiculas extracelulares, envoltos por uma membrana bicamada
lipidica e sdo conhecidos por terém um potencial efeito paracrino (DAVIDSON e YELLON,
2018). Vérios estudos pré-clinicos demonstraram os benéficios da administragdo de
exossomos, reduzindo a aréa de infarto em 50% quando injetados em coragdes de ratos,
promovendo a neoangiogénese em até 40% e diminuindo a infiltracdo de células inflamatdrias
no tecido lesionado (LEMCKLE et al., 2018). Dentro dos exossomos, foram encontrados
micro-RNAs (miRNA), como miR221 e miR-19, que estéo relacionados com a supressao da
apoptose ou estimulacdo de Akt (um potente mediador de sobrevivéncia) em muitas células,
como os cardiomiocitos (WARD, ABADEH e CONNELLY, 2018). Os miRNAs também
atuam como efetores de sinalizacdo intracelular e sdo considerados importantes reguladores
da diferenciacdo, desenvolvimento celular e metabolismo nos organismos multicelulares
(WERNLY et al., 2019).
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4 CONSIDERACOES FINAIS

O transplante das células-tronco surgiu como um novo tratamento para a restauracao
do tecido miocérdico danificado. Com a estimulacdo de estudos pré-clinicos que relataram a
melhora da fungdo cardiaca mediada por células-tronco, novos estudos clinicos poderam ser
feitos em humanos. Infelizmente, muitos estudos sdo contraditorios, mostrando pouca ou
nenhuma diferenca na terapia com CT, além de algumas terapias com determinadas células
causarem arritmias, tumores, problemas de imunogenicidade e questdes éticas.

Os estudos futuros devem ter hipdteses mais precisas como o tipo de células
(alogénico x autdlogo), pré-condicionamento das células, métodos de entrega e o tempo,
caractéristicas do paciente (idade, sexo, estado de sdude) etc. As futuras metodologias devem
ter o desenvolvimento de técnicas padronizadas, afim de os resultados poderem ser
comparados. O profissional biomédico pode atuar na administragdo de células-tronco no

futuro, quando a terapia se tornar uma realidade nas clinicas médicas.
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