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Introdugao

As doengas cardiovasculares permanecem como uma grande
causa de mortalidade na populagdo de nosso pais, sendo o que o
infarto agudo do miocardio (IAM) se sobressai entre elas. Entre os
sobreviventes do infarto do miocardio, muitos desenvolvem como
sequela a insuficiéncia cardiaca (IC), o que gera grande morbidade
com piora da qualidade de vida destes pacientes e um enorme
consumo de recursos do sistema de saude publico e privado. A
probabilidade de evoluir com IC apds um IAM é maior nos pacientes
nao submetidos a terapia de reperfusdo nas primeiras horas apds o
inicio dos sintomas ou naqueles em que houve insucesso na tentativa
de reperfusdo miocardica." Por outro lado, pacientes com 1AM
submetidos a reperfusdo miocardica bem suscedida, que ocorre em
80% dos casos com o uso de tromboliticos e em mais de 90% com a
angioplastia primaria, apresentam mortalidade intra-hospitalar inferior
a 5%,2 evoluem com menor remodelamento cardiaco, maior fragéo de
ejecdo do VE e menos comumente cursam com IC.3 Pacientes
submetidos a terapia de reperfusdo apresentam grau de salvamento
miocardico variavel relacionado principalmente ao tempo de isquemia
miocadica e a efetividade da terapia de reperfusao.*®

A IC, que tem entre suas causas mais freqiientes a cardiomiopatia
isquemica, € um mal epidémico neste inicio de século, que afeta de 2
a 4 milhdes de pessoas nos Estados Unidos (EUA), e cerca de 15
milhdes de pessoas ao redor do planeta. No Brasil, segundo o
DATASUS, a IC gera mais de 400.000 internagdes/ano, sendo a quarta
maior causa de internagao hospitalar (3,58% de todas as internagdes
feitas em 1997). Este total representa cerca de 37% de todas as
internagbes por doengas circulatérias, sendo que a mortalidade
hospitalar foi de 6,39%. Dos pouco mais de R$ 3 bilhdes gastos
naquele ano com internagdes hospitalares pelo Sistema Unico de
Saude (SUS), cerca de R$ 150 milhdes foram destinados as
internagdes devido a IC.

Terapia Celular

Hoje, pacientes que evoluem com disfungao sistélica pos-IAM
sdo tratados com inibidores da enzima de converséao da angiotensina
e beta-bloqueadores, a fim de modular a ativagao neuro-hormonal e
o remodelamento miocardico.®” Estas estratégias visam a melhorar a
resposta de reparagéo do infarto. Mais recentemente, uma nova
perspectiva vem sendo pesquisada a fim de repor a perda celular
associada ao infarto: a regeneragéo tecidual. Com este objetivo,
terapias com aplicagdo de células para o tratamento de doencgas
cardiovasculares encontram-se sob investigagdo em varios centros
no mundo, usando variadas linhagens celulares em modelos
experimentais.®1?

As células-tronco (CT) sdo o tipo celular com maior potencial e
interesse na atualidade. As CT se caracterizam por serem células
indiferenciadas, capazes de se auto-regenerarem, e de produzirem
um grande numero de células diferenciadas funcionais. As CT
podem ter origem embrionaria ou adulta.

De acordo com a sua capacidade de auto-renovacgéo e
diferenciagdo, as CT podem ser classificadas como toti-potentes,
pluri-potentes ou multi-potentes:

- Células toti-potentes tém a capacidade de gerarem sozinhas
um novo embrido.

- Células pluri-potentes podem proliferar-se indefinidamente in
vitro sem se diferenciar, mas também podem diferenciar-se em
diferentes linhagens celulares se as condi¢des de cultivo das células
forem modificadas. S&o tipicamente as células-tronco embrionarias
(ES). Recentemente varias evidéncias indicam que algumas células-
tronco adultas também possuem esta propriedade.

- Células multi-potentes tém capacidade mais reduzida para
diferenciagdo, estando destinada a linhagens celulares especificas,
como por exemplo as células progenitoras de linhagens especificas.

Alguns trabalhos in vivo do final da década de 90 utilizaram um
outro tipo celular para aplicagdo cardiaca : as células satélites do
musculo esquelético em transplantes celulares.'"'® O implante de
mioblastos nas areas de fibrose, realizado durante a cirurgia de
revascularizagdo miocardica, foi a primeira descricdo de terapia
celular em humanos para tratamento de doengas cardiacas.™'® A
reparacao tecidual por meio do implante destes mioblastos tem por
objetivo aumentar a contratilidade segmentar e reduzir a tensdo da
parede ventricular e foi realizado por intermédio de injegdes
transepicardicas sob visualizagédo direta. No entanto, existe uma
preocupacao crescente sobre o comportamento eletrofisiolégico
destas ilhas de miocardio esquelético em meio a fibrose e mesmo
sobre o acoplamento destas novas células com os cardiomiécitos
nativos. Arritmias ventriculares malignas foram descritas por alguns
centros europeus '® , sendo atualmente recomendavel o uso de
desfibriladores implantaveis ou drogas anti-arritmicas nestes estudos.

Células Tronco Embrionarias

Em 1981, dois grupos independentes conseguiram imortalizar
células derivadas da massa celular interna de blastocistos de embrides
de camundongos. Estas células, denominadas de células ES - do
inglés “embryonic stem cells” (células- tronco embrionarias) - séo
denominadas de pluripotentes e € necessario cultiva-las sob
condicdes especiais para que elas permanegam indiferenciadas.
Outra caracteristica especial destas células é que elas podem ser
reintroduzidas em embrides de camundongos, dando origem a células
em todos os tecidos do animal adulto, inclusive a células germinativas
(6vulos e espermatozéides, que constituem a chamada linhagem
germinal). A disponibilidade de células ES de camundongos tornou
corrigueira a manipulagao genética destes animais. A possibilidade
de introduzir genes exégenos ou deletar genes enddgenos nas células
ES in vitro e depois reimplanta-las nos embrides, dando inclusive
origem a células germinativas nos animais adultos, tornou possivel a
geragdo de camundongos transgénicos, expressando novos genes
ou desprovidos de genes normalmente presentes no animal normal
(os animais “knockouts”). Estes camundongos transgénicos tém
possibilitado a caracterizagao de muitas doengas humanas resultantes
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de alteracdes genéticas.

O fato de as células ES se integrarem a todos os tecidos do
animal adulto, apds sua reintrodugéo nos embrides de camundongo,
revela que, potencialmente, elas podem se diferenciar in vitro em
qualquer célula do organismo, de uma célula da pele a um neurénio.
Na realidade, diversos laboratérios obtiveram sucesso com o cultivo
e diferenciagdo das células ES de camundongos em tipos celulares
tdo distintos quanto as células hematopoiéticas (produtoras de
sangue) e células do sistema nervoso (neurbnios, astrécitos e
oligodendrdcitos), dentre outras. A capacidade de direcionar este
processo de diferenciagédo permitiria que, a partir das ES, pudéssemos
cultivar controladamente os mais diferentes tipos celulares, abrindo
a possibilidade de construir in vitro, na placa de cultura, tecidos e
6rgéos, tornando viavel a bioengenharia tecidual.

Em 1998, James Thomson e colaboradores conseguiram
imortalizar células ES de embrides humanos. No mesmo ano, células
embriondrias germinativas humanas (EG do inglés “embryonic germ
cells”), derivadas das células reprodutivas primordiais de fetos, foram
imortalizadas por John Gearhart e colaboradores. Estas células, como
as células ES, sao pluripotentes, podendo se diferenciar em qualquer
célula do organismo adulto.

A disponibilidade de células ES e EG humanas abriu horizontes
inimaginaveis para a medicina, mas também trouxe consigo complexos
problemas ético-religiosos. Se pudermos imaginar o cultivo de células
ES humanas gerando neurbnios em culturas que substituiriam as
células nervosas danificadas, em doengas como o mal de Parkinson
e a doenga de Alzheimer, ndo poderemos nos esquecer de que tais
células foram geradas a partir de embrides humanos, que, ao servirem
como fonte de células ES, foram sacrificados. Ao mesmo tempo, a
disponibilidade de células ES humanas e os experimentos de
transferéncia nuclear tornaram a clonagem de seres humanos uma
possibilidade cada vez mais real. Diante de questdes tao polémicas,
é necessario que a sociedade como um todo se manifeste, por meio
de seus legisladores, para balizar o que se tornara socialmente
aceitavel no uso de CT embrionarias humanas para fins médicos.

Atualmente a maioria dos estudos em humanos se concentra em
células de origem adulta e autdloga, em oposigao ao uso de células
de origem embrionaria.

Células-Tronco Adultas

Na década de 60 foi descoberto que organismos adultos tém
capacidade de auto-regenerar determinados tecidos, como a pele, o
epitélio intestinal e principalmente o sangue, que tem suas células
constantemente destruidas e renovadas, num complexo e finamente
regulado processo de proliferagédo e diferenciagdo celular. Durante
muitas décadas estudou-se o processo de hematopoiese (processo
de producdo das células sanguineas) a partir de CT multipotentes,
localizadas no interior dos ossos, que sdo capazes de dar origem a
células progressivamente mais diferenciadas e com menor
capacidade proliferativa. As células mesenquimais da medula éssea,
as CT multipotentes, geram as linhagens progenitoras mieléide e
linféide, que terminam por dar origem a todos os nove tipos celulares
presentes no sangue, de hemacias a linfécitos. O processo de
renovagdo celular é tdo intenso que diariamente 2" novas células
sanguineas entram na circulagdo. E assombroso que o organismo
consiga manter um processo proliferativo tdo exuberante sob controle,
impedindo, em circunstancias normais, que o niumero de células
produzidas exceda o necessario e que as células liberadas na
circulagdo estejam no estagio correto de diferenciacéo.

A nocgéo de que varios tecidos e 6rgdos do corpo humano, como
o figado, musculo esquelético, pancreas, e sistema nervoso, tém um
estoque de células-tronco, com uma capacidade limitada de
regeneracao tecidual apds injuria, é recente. Ainda mais recente é a
idéia de que as células-tronco presentes nestes varios 6rgaos néo
s&o apenas multipotentes, no sentido de que podem gerar as células
constitutivas daquele 6rgédo especifico, mas também pluripotentes,
no sentido de que também podem gerar células de outros 6rgéos e
tecidos."-?° Obviamente, a possibilidade de utilizar as proprias células
de individuos adultos resolvia simultaneamente os dois principais
problemas enfrentados pela bioengenharia: a rejeicdo imunolégica
de transplantes heterdlogos e as objecdes ético-religiosas do uso de
material fetal. O primeiro relato incontestavel desta propriedade das
CT adultas foi feito em 1998, por um grupo de cientistas italianos que

estudaram a regeneracdo do musculo esquelético por células
derivadas da medula éssea.?!

Varios estudos recentes vém demonstrando, de forma cada
vez mais consistente, que células originadas na MO participam de
maneira intensa da regeneracéo de varias estruturas do sistema
cardiovascular.

Células da Medula Ossea e Cardiomidcitos

Estudos in vitro demonstraram que células mononucleares da
medula 6ssea podem se diferenciar em cardiomidcitos, cuja atividade
elétrica espontanea e os receptores funcionais adrenérgicos e
muscarinicos foram detectados.???* Embora os trabalhos de Makino e
Tomita e colaboradores tenham utilizado condi¢des de cultivo dos
aspirados de medula 6ssea que favorecem a selegdo de células de
estroma, em nenhum dos dois trabalhos os autores se preocuparam
com uma caracterizagao fenotipica mais exata do(s) tipo(s) celular(es)
que eram capazes de se diferenciar em cardiomidcitos em cultura.

Estudos in vivo foram conduzidos em modelos com ratos, caes
e porcos, em modelos de coragdo normal, pés-IAM e crioinjuria. Orlic
et al demonstraram em ratos que células de medula dssea injetadas
na borda de areas infartadas se transformaram em cardiomidcitos.?
Jackson et al demonstraram que apos o IAM células marcadas de MO
em ratos povoaram a area das bordas do infarto.? Toma et al
demonstraram que células mesenquimais de medula éssea de
humanos transplantadas em coragdo normal de ratos se
transformaram em cardiomiécitos.?” Estes resultados foram
reproduzidos em modelos suinos de IAM, onde cardiomidcitos,
juntamente com novos vasos originados de medula éssea, foram
identificados.?? Em recente série de casos de analise histopatoldgica
de autodpsias de coragdo de mulheres submetidas a transplante de
medula 6ssea de doadores homens, Deb et al observaram a presenga
de cardiomiécitos com cromossomas XY, ou seja, cardiomiocitos
com origem na medula éssea.?® Outros estudos ja haviam descrito a
origem extra-cardiaca de novos cardiomidcitos,*** mas este foi o
primeiro a identificar a MO como fonte de novos cardiomidcitos,
revolucionando assim o conceito até entdo vigente de que nédo ha
regeneracdo da musculatura cardiaca.

Células Precursoras Endoteliais (CPE) se Originam
da Medula Ossea e Participam da Angiogénese

O paradigma de que as células endoteliais eram geradas por
replicagéo de células endoteliais maduras foi revolucionado. Asahara
et al observaram que grande parte das células envolvidas no processo
de angiogénese tinham origem na MO.3 Mais ainda, possibilitaram a
descoberta de que ha vasculogénese na vida adulta, ou seja, que
ocorre surgimento de novos vasos na vida adulta e ndo somente a
replicagéo de capilares a partir de vasos ja existentes, conceito que
responde por angiogénese. Apds esta publicagdo muitas outras se
seguiram, confirmando estes resultados.®4

As células precursoras endoteliais, originadas na medula 6ssea,
poderiam ser identificadas como CD34+ e VEGFR2+, embora outros
marcadores como o AC133+ e CD31+ tenham sido descritos.4¢4”
Durante a isquemia tecidual, com a queda dos niveis de oxigénio,
ocorre aumento da produgédo de HIF-1, que por sua vez desencadeara
o aumento de varios fatores de crescimento, mais notadamente o
VEGF. O aumento de VEGF vai ser o principal estimulo para a
mobilizagdo das células da MO, assim como o principal sinal para o
“homing” destas células nos tecidos isquémicos e sua posterior
diferenciacdo em células endoteliais em estruturas tubulares.®® A
aplicagdo intra-miocardica cirdrgica de plasmideo de DNA codificado
para VEGF para a neovascularizagdo terapéutica mobilizou as CPE
num estudo clinico.*

Shintani et al estudaram pacientes com IAM submetidos a
angioplastia primaria com sucesso e observaram significativa
elevagao das CPE (mononucleares CD34+,KDR+) originadas da MO,
que apresentaram pico sérico no sétimo dia pdés-IAM. Os niveis de
CPE tiveram relagdo com os niveis de séricos de VEGF (r=0,35 ,
p=0,01).%% Kocher et al sugeriram que a neovascularizagdo que
ocorre naturalmente apés o IAM seria insuficiente para suprir células
ainda vivas sob risco e a maior oferta de CPE poderia potencializar
esta resposta.*®

A utilizagdo de células originadas da MO em experimentos de
neovascularizagéo ja conta com literatura consistente,no quais foram
utilizados modelos de isquemia miocardica aguda e crénica que foram
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conduzidos em diversos animais, utilizando a via intra-coronarana,
via transendocardica e a via transepicardica.®4647.51-5

O implante de células-tronco originadas na medula 6ssea (CT-
MO) foi capaz de melhorar a contragdo e a perfusdo miocéardica em
modelos animais de infarto miocardico e isquemia cronica. 928465860
Modelos de membro isquémico em animais também foram bem
suscedidos na neovascularizagao utilizando células de MO.53%

Técnica de Obtencao e Transplante do Material
Celular

As CT-MO sao normalmente retiradas da crista iliaca posterior
dos pacientes sob anestesia local na Unidade Coronariana. Um
volume total aproximado de 200 ml é aspirado por pungdes nas cristas
iliacas e o material sera enviado a um laboratério especializado, onde
células mononucleares serdo selecionadas e, entédo, reenviadas ao
Hospital responsavel pelo transplante

A medula 6ssea constitui fonte permanente de elementos celulares
para estudos de células hematopoiéticas clonais, histologia,
imunocitologia, citogenética e analises moleculares. E um meio facil,
seguro e relativamente barato de diagnosticar importantes
anormalidades do sistema hematopoiético. O aspirado de MO pode
ser obtido sem risco significativo (porém com discreto desconforto),
facil e prontamente processado para exame.

O aspirado de MO é realizado em ambiente de terapia intensiva
ou bloco cirdrgico, com sedagéo e analgesia do paciente, a fim de
minimizar a ansiedade e a dor. Existem diversos tipos de agulhas
para este procedimento, a maioria das quais satisfatorias, sendo
recomendavel uma agulha de 1,8 milimetros de didmetro.

O procedimento de aspiragdo é relativamente simples,
envolvendo basicamente material cirurgico de pequeno porte e uma
agulha apropriada, que pode ser descartavel e/ou agulha de Jamshidi.
Apds a anti-sepsia adequada da pele, é feita anestesia local com
Lidocaina a 1% sem vasoconstritor - ndo devendo ultrapassar um
volume de 20ml- a partir da pele, passando pelo tecido subcutaneo,
atingindo o periésteo, em forma de botéo. Feito isso, aspira-se um
volume com quantidade média de 0.2 a 0.5ml de aspirado, com seringa
de 10 ou 20ml, de acordo com as necessidades. A aspiragao pode
desencadear uma sensagédo de dor transitéria na maioria dos
pacientes. Feito o aspirado, pressionar o local por pelo menos 5
minutos; em relagdo aos pacientes trombocitopénicos, deve-se
pressionar por durante 10 a 15 minutos. Obtido o aspirado, o mesmo
podera ser imerso em meio anticoagulante-preservativo, tais como
EDTA.

Uma vez coletado o aspirado medular, procurar-se-a enriquecer
o conteudo de células-tronco, separando-as de células ja
diferenciadas contidas naquele aspirado.

O material sera filtrado no kit de coleta de medula 6ssea (Baxter)
para eliminar fragmentos de osso e grumos celulares. O material sera
em seguida submetido a separagéo de eritrécitos, por sedimentagéo,
usando o HESPAN (30 min). A fracdo superior sera colhida, a as
células serdo submetidas a selecdo negativa das populagdes que
expressam marcadores membranais de diferencilcdo: Glyco A, CD4,
CD8, CD3, CD14, CD16, CD19, CD24 e CD56. As células serédo
encubadas com esferas magnéticas acopladas com anticorpos
especificos para os antigenos citados, e as células reconhecidas
serdo separadas por campo magnético (tempo estimado 60 min). As
células linhagem-negativas (lin") serdo colhidas e usadas para a
injecdo no musculo cardiaco.

Estudos Clinicos com Células Mononucleares da MO
na Doenc¢a Arterial Coronariana e na Doenga Arterial
Periférica.

O primeiro relato de caso do uso de CT-MO foi realizado na
Alemanha pelo Dr Budo Strauer, em agosto de 2001, que realizou a
injecdo de CT-MO por via coronariana em um paciente apés o I1AM
com seguranga.t’ No més seguinte, Hamano et al relataram cinco
casos realizados no Japao, onde o transplante intra-miocardico das
CT-MO foi realizado durante cirurgia de revascularizagdo miocardica
em territérios ndo revascularizaveis, quando 3 de 5 pacientes
obtiveram melhora da perfusdo miocardica nos territérios injetados.5?
Recentemente, estes resultados foram reproduzidos na Alemanha.®

Na primeira série de casos de transplante de células por via

coronariana pos-IAM, Strauer et al selecionaram 10 pacientes com
IAM tratados por angioplastia primaria tardiamente (12 horas). Entre
os critérios de inclusdo ndo constaram viabilidade miocardica na
area infartada ou fracdo de ejegdo do VE. Os pacientes foram
submetidos ao transplante de células entre 5 e 9 dias apds o IAM. As
células foram injetadas pelo lumen de um baldo de angioplastia, o qual
foi insuflado no local da lesdo responsavel pelo IAM, e o nimero
médio de células foi de 28 + 22 x 10° , fracionadas em 6 a 7 injecdes.
Os procedimentos foram realizados com seguranga em todos os
pacientes. Ao final de 3 meses, os pacientes apresentaram melhora
da contratilidade na area infartada, assim como redugéo do volume
sistolico final (redugdo de 18%), sugerindo um efeito benéfico no
remodelamento cardiaco. Na analise da perfusdo em repouso com
talio, houve redugdo da area com defeito de perfusdo em 26%.%

No estudo TOPCARE, também realizado na Alemanha, o uso de
CT-MO (n=9) e CT selecionadas no sangue periférico (n=11) por
infusdo intra-coronariana 4 dias apds o IAM tratados por angioplastia
primaria sugeriu reducdo da area de necrose ao final de 4 meses.
Nos pacientes avaliados por tomografia com emissdo de pdsitrons
houve aumento de 15% na captacdo de FDG-18 na area infartada.
Paralelamente, houve significativa redugao de 25% no volume sistético
final, associado a melhora da FE, ambos ndo observados num grupo
controle ndo randomizado (n=11). Ressalta-se que houve melhora
da contratilidade regional, mesmo em pacientes que nao tiveram
critérios de viabilidade miocardica ao ecocardiograma com
dobutamina.®

No Japao, a aplicagdo de CT-MO para angiogénese em pacientes
com doenca arterial de membros inferiores grave obteve resultados
impressionantes com aplicagdes musculares no gastrocnémio.®

O grupo do Hospital Procardiaco no Rio de Janeiro, em parceria
com o Texas Heart Institute, a Universidade Federal do Rio de Janeiro
e o Instituto do Milénio, iniciou o Projeto Células-Tronco, com um
estudo autorizado pelo Comité Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP)
para o transplante transendocardico por cateter de CT-MO em
pacientes com grave cardiomiopatia isquémica sem possibilidade de
revascularizagdo miocardica convencional. Quatorze pacientes
foram submetidos a terapia celular. Os transplantes de células foram
realizados com o uso dos cateres NOGA e os procedimentos foram
realizados sem complicagdes maiores, sendo que todos os pacientes
receberam alta hospitalar em 48 horas. Em dois meses de
acompanhamento houve significativa melhora dos sintomas. Houve
melhora da perfusdo miocardica, com reducéo da area de isquemia
miocardica de 15,1% para 4,5% da area do VE (p=0,02), redugéo do
volume sistdlico final em 15% e melhora relativa de 31% na FE.?,
com resultados mantidos no seguimento de 6 e 12 meses .

Tse et al também realizaram transplantes de CT-MO utilizando
cateteres NOGA e observaram redugdo da area de isquemia a
ressonancia magnética, avaliando a perfusédo miocardica (de 8,8%
para 5,0% ; p=0,004) ap6s 3 meses. Houve melhora da contratilidade
regional na area injetada.®

No Instituto de Cardiologia, um grupo de pesquisa multidisciplinar
foi criado e varios projetos estdo em criagdo e desenvolvimento. No
mais adiantado deles, pacientes com miocardiopatia isquémica crénica
de grau avangado, vém sendo submetidos a procedimentos de
revascularizagdo miocardica cirdrgica associada a terapia celular
com injecao direta da fragdo mono-celular de células de medula 6ssea
autélogas em areas de infarto sub-endocardico e transmural sem
condigdes de receberem enxertos venosos ou arteriais. O seguimento
é clinico e com cintilografia miocardica e os resultados tém sido
promissores, nos remetendo a importantes consideragoes e reflexdes
técnicas e mecanisticas sobre essa patologia e novas possibilidades
terapéuticas.

Conclusao e Perspectivas Futuras

A terapia celular e génica tem-se mostrado muito promissora
como opgéo de tratamento. Reside aqui, provavelmente, a maior
perspectiva de uso clinico desta moderna tecnologia, surgindo como
alternativa de “solugdo” para o “paciente sem solugdes”. Obviamente,
ainda nos encontramos em fase inicial de investigagéo e pesquisa, e
os resultados obtidos no mundo ainda s&o preliminares. Por outro
lado, o progresso da cardiologia nos ultimos tempos € impressionante,
tornando-se evidente que esta area sera ainda mais lapidada e
evoluida. Novos paradigmas podem firmar-se com o desenvolvimento
desses novos recursos. Neste particular, a terapia celular fornece
alguns dos substratos necessarios as realizagbes desses
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experimentos. Entretanto, serdo necessarios, ainda, estudos futuros
com esforgos colaborativos que unam agdes governamentais, da
sociedade civil e de entidades de pesquisa basica e clinica para uma
completa validagao e plena difusdo do método como uso terapéutico.
Um grande investimento com aporte de recursos financeiros e
subsidios serdo imprescindiveis. Serdo fundamentais: ética,
transparéncia e cuidado na aferigcdo e escrutinio dos resultados e
paciéncia para sua completa incorporagéo ao arsenal terapéutico do
cardiologista.
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