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Resumo

A doenga isquémica do miocdrdio é causa crescente de
insuficiéncia cardiaca e considerada, hd muito, situacao
irreversivel devido ao fato de que os cardiomidcitos
adultos sdo células terminalmente diferenciadas e sem
capacidade proliferativa. Para a reversdo da insuficiéncia
cardiaca, seria necessdrio reposi¢do dos midcitos
danificados e restauracdo do fluxo sanguineo. Nos
altimos anos, especial atenc¢do tem sido dada a capacidade
potencial da terapia celular em reparar o miocdrdio
injuriado devido a sua habilidade de diferenciacao in
vitro em cardiomidcitos e células endoteliais. As células-
tronco sdo células indiferenciadas, capazes de
autorrenovagao, proliferacdo e diferenciagdo em
multiplas linhagens. O objetivo final de sua utilizagdo é
aregeneracao tecidual. As células-tronco hematopoiéticas
foram as primeiras a serem identificadas como potencial
fonte celular. Em seguida, diversos outros tipos celulares
foram reconhecidos, assim como as células progenitoras
parcialmente diferenciadas capazes de proliferacdo e
diferencia¢do em multiplas linhagens. O objetivo deste
artigo é descrever em detalhes os mioblastos esqueléticos,
células que surgiram nos anos 90 como potencial fonte
celular para a regeneracdo cardiaca, mas que, com os
resultados dos primeiros estudos, mostraram limita¢des
proibitivas ao seu uso mais extenso, principalmente
relacionadas a questdes de seguranca.

Palavras-chave: Transplante de células; Mioblastos
esqueléticos/transplante; Infarto do miocdardio;
Insuficiéncia cardiaca; Regeneragdo tecidual dirigida

Abstract

Myocardial ischemia is an increasingly frequent
cause of heart failure and has long been considered
irreversible, as adult cardiomyocytes are terminally
differentiated cells with no proliferative capacity. In
order to reverse heart failure, damaged myocytes
would have to be replaced and blood flow restored.
In recent years, special attention has been paid to the
potential ability of cell therapy to repair an injured
myocardium, due to the in vitro ability to distinguish
between the develop of cardiomyocytes and
endothelial cells. Stem cells are undifferentiated cells
capable of self-renewal, proliferation and
differentiation into multiple lineages. The ultimate
goal of their use is tissue regeneration. Hematopoietic
stem cells were the first to be identified as a potential
cell source, followed by several other cell types, as
well as partially differentiated progenitor cells
capable of proliferation and differentiation into
multiple lineages. This paper offers a detailed
description of skeletal myoblasts - cells that were
viewed during the 1990s as a potential cell source for
cardiac regeneration but which were subject to
prohibitive constraints on more extensive use, shown
through the findings of early studies and related
mainly to security issues.

Keywords: Cell transplantation; Myoblasts, skeletal;/
transplantation; Myocardial infarction; Heart failure;
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Introducao da formacdo de tumores secunddrios ao processo

As células satélites foram inicialmente descritas em
1961 como as células precursoras residentes no
musculo esquelético’. A func¢do bésica dessas células
é a restauracgdo da funcdo do musculo esquelético
em casos de injuria. Elas servem como reserva de
células mononucleares musculares precursoras em
estado quiescente. Apds ativagdo, podem proliferar
e diferenciar em novas fibras musculares.

Os mioblastos sdo precursores das células satélites,
obtidos através de biopsia do musculo esquelético,
seguido de cultura in vitro. Estas sdo células de
pequenas dimensdes, mononucleares, localizadas
entre a lamina basal e o sarcolema na periferia da fibra
muscular esquelética madura. Eles permanecem ali
em estado quiescente e, em caso de lesdo muscular,
sdo rapidamente mobilizados, proliferam e se fundem
com as células lesadas a fim de atuar no reparo do
tecido muscular.

Os mioblastos sdo obtidos apds a realizagdo de biopsia
muscular, geralmente do musculo gastrocnémio,
sendo retirados cerca de 0,5-5g de fragmento. Apds a
biopsia, a matriz extracelular é digerida e as células
lavadas e processadas. Posteriormente, elas sdo
encubadas e cultivadas em meio especifico, dando
origem a aproximadamente um bilhédo de células ap6s
2-3 semanas de cultivo®.

A Grande Expectativa Inicial

Inicialmente utilizadas no tratamento da distrofia
muscular, os mioblastos foram testados na
cardiologia por Marelli et al.?, em 1992, em modelo
de crioinjdria em cédes. Os resultados animadores
permitiram o desenvolvimento de estudos pré-
clinicos e clinicos com o objetivo de comprovar os
beneficios atingidos.

Quando comparados com os outros tipos celulares

utilizados no tratamento de doencgas cardiovasculares,

os mioblastos apresentam algumas caracteristicas que

os colocam como potencial fonte de substrato para a

terapia celular no futuro. As principais sdo*:

* apresentam uma origem autdloga: isto evita que
ocorram problemas relacionados a questdes éticas,
disponibilidade e imunogenicidade;

* sdo células facilmente multiplicadas quando em
cultura, permitindo que milhdes de células sejam
produzidas a partir de um pequeno fragmento
muscular;

* encontram-se em um estado avancado de
diferenciacdo. Ao mesmo tempo em que isto
representa vantagem (jd que ndo hd a possibilidade
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de diferencia¢do), também representa desvantagem,
uma vez que essas células ndo conseguem se
diferenciar em cardiomidcitos;

* possuem grande resisténcia a isquemia, o que é
crucial para a sua utilizagdo, ja que eles sdo
injetados em dreas de cicatriz pés-infarto, ou seja,
dreas de pouco suprimento vascular.

Mecanismo de A¢ao

Os mecanismos pelos quais os mioblastos atuam
melhorando a performance miocdrdica ndo estdo
totalmente elucidados. Ainda que, apds sua injegdo
e adesdo aos midcitos, estas células apresentem
propriedades contrdteis, a pequena quantidade de
mioblastos que sobrevive ap6s o transplante,
associada a falta de conexdes eletromecéanicas com
os cardiomidcitos do hospedeiro, torna improvével
a ocorréncia de uma contragdo sincronizada entre
as células doadas e as do hospedeiro®. Por esse
motivo, é sabido que os mioblastos ndo atuam
diretamente na melhora da fungéo sistélica global
do ventriculo esquerdo.

Um mecanismo proposto para a agdo dos mioblastos
seria a limitagdo mecénica ao remodelamento do
ventriculo esquerdo (VE) provocado por um efeito
de contraforca causado pelas células transplantadas,
que resultaria em maior elasticidade da parede
infartada. A consequéncia da atenuacdo do
remodelamento seria a redugdo no estresse sobre o
miocdrdio. Isto contribui para a restauragdo dos
sinais aos mecanotransdutores de superficie a niveis
proximos do normal, melhorando, assim, a fun¢do
cardfaca®.

Outro possivel mecanismo de agdo seria a liberagdo
de citocinas e fatores de crescimento por essas
células, resultando em um efeito pardcrino. Ainda
que esse efeito seja mais pronunciado ap6s o uso de
células-tronco mesenquimais, estudos recentes
obtiveram sucesso em demonstrar que os mioblastos
eram capazes de liberar fatores que estimulariam a
angiogénese e favoreceriam a sobrevivéncia dos
cardiomiécitos. Além disso, héd evidéncias que
suportam a hipé6tese de que os mioblastos liberam
fator de crescimento endotelial vascular (vascular
endothelial growth factor — VEGF)” e reduzem a
expressdo das metaloproteinases da matriz (matrix
metalloproteinases — MMP) 2 e 9 8. O down-regulation
das MMP resulta em redugdo da fibrose, ja que os
seus produtos de degradagdo representam
importante estimulo a sintese de coldgeno, e o
transplante dos mioblastos estd justamente associado
a reducdo da fibrose pés-infarto®'°.



Souza et al.
Mioblasto Esquelético: um justo abandono?
Artigo de Revisao

Rev Bras Cardiol. 201 1;24(2):105-1 1 |
marco/abril

Estudos Pré-clinicos

Diversos estudos experimentais foram conduzidos,
tanto em animais de pequeno quanto de grande
porte, a fim de demonstrar que a injegdo de mioblastos
em dreas de miocdrdio isquémico poderia resultar
em melhora da contratilidade do ventriculo esquerdo
e limitagdo do processo de remodelamento
ventricular’.

O primeiro estudo publicado'* utilizou um modelo de
cdes com isquemia cronica, provocada por repetidas
microemboliza¢des coronarianas. Apds a injegdo de
2.7x10% a 8.3x10° células e um seguimento de 10
semanas, os pesquisadores demonstraram, através de
ecocardiograma, significativa melhora na relagdo
pressdo sistdlica final x volume sistélico final. Em
coelhos submetidos a crioinjuria e avaliados por
ressonancia nuclear magnética apds injecao de 2x10°
células’, pesquisadores também puderam demonstrar
melhorias no espessamento regional da parede do VE
(porém sem diferencas na fragdo de ejecdo global) e
uma atenuacdo no processo de remodelamento. Esse
efeito benéfico no remodelamento pode ser
demonstrado em um modelo de isquemia cronica em
ovelhas ap6s a injecdo de 3x10° células®. O grupo
tratado, seis semanas apds o transplante, apresentou
atenuagdo do processo de remodelamento que foi
diretamente relacionado a sobrevivéncia dos
mioblastos.

Em estudo recente'!, compararam-se os métodos de
injegdo por via intramiocdrdica e por via percutanea
em modelo animal de doenga arterial coronariana
cronica. Em 10 modelos animais (mini-pigs) foi
realizada injecdo de mioblastos autdélogos
percutanea através do sistema NOGA® ou por via
cirtrgica. Apés avaliacdo por ressondncia nuclear
magnética, em seis meses de seguimento, foi
observada melhora na fracdo de ejecdo do ventriculo
esquerdo (FEVE) (15,8-28,4%; p=0,03), ndo havendo
diferenca quanto a via de administragdo das
células™.

Uma questao discutida recentemente foi a possibilidade
de que midiltiplas inje¢des de mioblastos autélogos
pudessem resultar em melhores resultados a longo
prazo quando comparado com inje¢do tinica. Em
estudo com 20 modelos de porco foi comparado o
esquema com uma, duas ou trés inje¢ées, além de um
grupo-controle. Apds o seguimento de sete meses,
constatou-se que o grupo transplantado com mioblasto
autdlogo apresentava melhora importante na fungdo
ventricular esquerda e que o grupo que recebeu trés
injegoes evoluiu com melhora significativa quando
comparado com o grupo transplantado com apenas
uma injecdo’.

Esses dados, quando analisados em conjunto,
demonstraram que o efeito primdrio dos mioblastos
é reduzir o remodelamento do VE. Entretanto, esses
mesmos dados revelaram que a acdo dos mioblastos
sobre a funcao sistdlica global é menos consistente e
de menor representatividade, evidenciando assim a
escassez de beneficios clinicos com seu uso.

Estudos clinicos

Apesar da demonstragdo de poucos beneficios nos
estudos pré-clinicos, os mioblastos foram utilizados
em estudos clinicos. O primeiro estudo realizado', em
junho 2000, incluiu 10 pacientes com isquemia cronica
que preenchiam os seguintes critérios: disfungdo grave
de VE (fracdo de ejecdo <35%), histéria prévia de
infarto agudo do miocdrdio (IAM) com fibrose e
auséncia de viabilidade (documentada por
ecocardiograma com dobutamina) e indicagdo de
bypass cirtirgico em dreas que ndo seriam transplantadas.
Apés seguimento de 52 meses (18-58 meses), os
pacientes apresentaram melhora sintomédtica, com
baixa incidéncia de hospitalizag¢do por insuficiéncia
cardiaca (0,13 pacientes/ano). A fragdo de ejecéo,
avaliada pelo ecocardiograma, aumentou de 24,3+4%
para 31+4,1% (p=0,001). Esse mesmo estudo, por ser
o primeiro estudo clinico com mioblastos, demonstrou
o potencial arritmogénico dessas células. Dos 10
pacientes transplantados, 5 apresentaram episédios
recorrentes de taquicardia ventricular e necessitaram
de um cardiodesfibrilador implantavel (CDI).

Outros estudos'”? realizados posteriormente também
obtiveram sucesso em demonstrar beneficios clinicos
dos mioblastos, porém o potencial arritmogénico era
constante no relato dos eventos adversos.

Em estudo conduzido por Gavira et al."?, 12 pacientes
receberam, em média, 221 milhdes de mioblastos e
apds um ano, eles apresentaram significativa melhora
na fragdo de ejecdo (de 35,5+2,3% para 55,1+8,2%,
p<0,01) e importante melhora na contratilidade
regional do VE (redugdo do indice de mobilidade da
parede induzido por estresse de 3,02+0,17 para
1,3640,14, p<0,0001). O PET Scan também revelou
melhoras na viabilidade e perfusdo dos segmentos
miocdrdicos transplantados. Além disso, é importante
ressaltar que, diferentemente dos estudos anteriores,
nesses 12 pacientes, os pesquisadores ndo detectaram
a ocorréncia de qualquer tipo de arritmia.

Além dos estudos baseados na injegdo intramiocardica,
trés estudos clinicos contemplaram a inje¢do por
cateter. Um deles utilizou a injegdo através do seio
coronariano em 10 pacientes, sendo bem-sucedido em
demonstrar a seguranga e confiabilidade do dispositivo
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utilizado (foi adotado um cateter que continha uma
agulha expansivel em sua ponta utilizada para
perfurar a parede venosa e através do qual era
ultrapassado um microcateter responsdvel pela
injecdo das células na drea-alvo)™®. Os outros dois
estudos'®? utilizaram a inje¢do guiada por um
sistema de mapeamento eletromecanico e também
conseguiram demonstrar beneficios com a terapia
celular.

Magic Trial

Ap0s a realizagdo dos estudos clinicos citados, ficou
clara a necessidade da melhor documentacao dos
beneficios clinicos dos mioblastos e dos riscos
associados. Foi entdo desenhado o estudo MAGIC
(Myoblast Autologous Grafting in Ischemic
Cardiomyopathy)?!, que incluiu pacientes com os
mesmos critérios de inclusdo daqueles anteriormente
estudados, a saber: (1) idade entre 18-80 anos; (2)
indicagdo de revascularizagdo miocdrdica cirtirgica;
(3) disfungéo sistélica do VE definida por uma fragio
de ejecdo entre 15-35% pelo ecocardiograma; (4)
histéria prévia de IAM pelo menos quatro semanas
antes do screening com acinesia residual afetando dois
segmentos contiguos do VE sem viabilidade apds
estimulo com baixa dose de dobutamina; e (5)
insuficiéncia cardiaca congestiva classes I-1II em
vigéncia de terapia medicamentosa otimizada,
incluindo IECA e betabloqueadores. Nesse estudo,
foram incluidos 97 pacientes, submetidos a biopsia
muscular e randomizados da seguinte maneira: 33
receberam 400 milhdes de células, 34 receberam 800
milhdes e 30 receberam placebo.

Os desfechos primdrios do estudo baseavam-se em
seguranga (ocorréncia de eventos adversos cardfacos
e arritmias ventriculares nos primeiros seis meses) e
eficdcia (melhora na fungdo global e segmentar do
VE avaliada pelo ecocardiograma). Todos os
pacientes incluidos receberam o implante de um CD],
tanto por razdes de seguranga como para melhor
documentagdo da ocorréncia de arritmia. Apds o
seguimento de seis meses, foi possivel demonstrar a
seguranca do uso dos mioblastos, uma vez que o
grupo tratado ndo apresentou incidéncia de eventos
adversos e/ou arritmias maior do que o grupo-
controle. Entretanto, ndo foi possivel demonstrar
qualquer beneficio em relagdo a eficdcia dos
mioblastos jd que os pacientes tratados nao
apresentaram melhores resultados do que aqueles
do grupo-controle. A mudanca absoluta da fracdo de
ejecdo entre os valores basais e aqueles obtidos ap6s
seis meses foi 4,4%, 3,4% e 5,2% no grupo-placebo,
no de baixa dose e no de alta dose, respectivamente
(p=0,95).
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Mioblastos e o Potencial Arritmogénico

Uma das desvantagens dos mioblastos em relagao aos
outros tipos celulares utilizados em cardiologia é que
essas células sdo diferentes eletromecanicamente dos
cardiomidcitos®. Na arquitetura do miocardio, os
cardiomidcitos se encontram interligados através de
jungdes celulares denominadas discos intercalares.
Essas estruturas, juntamente com as proteinas de
adesdo conexina-43 e N-caderina sdo as responsaveis
pela ligacdo elétrica e mecénica dos cardiomidcitos®.
Nao se deve esperar, entretanto, que os mioblastos
transplantados sejam capazes de desenvolver os discos
intercalares com as células do hospedeiro, pois ainda
que essas células possuam tal capacidade, sofrem um
down-regulation durante o processo de diferenciacao®.
Assim, os mioblastos maduros que sdo utilizados
durante o transplante celular ndo serdo capazes de
desenvolver jung¢des eletromecanicas com o miocdrdio
do hospedeiro. Isso resulta em isolamento elétrico dos
mioblastos transplantados com consequente reducao
na velocidade de conducdo, favorecendo assim o
fendmeno da reentrada e o surgimento de arritmias>?*,

Na tentativa de contornar tal situacdo, tentou-se
provocar uma superexpressao da protefna conexina-43
através da transfeccdo do gene dessa proteina para o
mioblasto*. Feito isso, os clones produzidos foram
capazes de demonstrar uma maior capacidade de
formar discos intercalares com os cardiomidcitos.
Além disso, tais clones também apresentaram
beneficios na propagacdo do impulso elétrico e
reducdo do potencial arritmogénico®.

A questdo da seguranca relacionada ao uso dos
mioblastos surgiu apds a ocorréncia de episédios de
taquicardia ventricular sustentada no pés-operatério
dos pacientes transplantados'®. Desde entdo, os
experimentos in vivo apresentaram resultados
divergentes quanto a esse assunto. Enquanto alguns
demonstram a ocorréncia de arritmias ventriculares
relacionadas ao transplante dos mioblastos®, outro
estudo” demonstrou que tal evento estd relacionado
primariamente ao infarto, ndo havendo acentuagdo
ap6s a injecdo das células. Menasché® sugere que a
discrepancia nos dados observados surgiu uma vez
que a prevaléncia e gravidade das arritmias
ventriculares podem ser justificadas por dois fatores
de dificil controle. O primeiro seria o tamanho do
enxerto® e a localizagdo da injegdo do mioblasto
(aqueles realizados no centro da cicatriz parecem ser
menos arritmogénicos do que os realizados no limite
com o miocardio néo fibrético®). O autor cita ainda o
fato de que durante o intraoperatério, os locais
infartados apresentam dreas entremeadas de miocardio
normal e de miocardio fibrético. Devido a isso, ocorre
a inje¢do de células em tecido fibrético e também em
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tecido vidvel, resultando assim em potencial
arritmogénico. O segundo fator que justificaria os
dados discrepantes seria o estdgio avangado de
disfungdo ventricular esquerda que os pacientes
estudados apresentavam. Esse fato, somado a auséncia
de grupo-controle, tornou praticamente impossivel
determinar se as arritmias encontradas eram
secunddrias a injecdo dos mioblastos ou ao substrato
arritmogénico inerente a isquemia miocdrdica.

Limitacoes

Apesar dos resultados positivos (apenas em relagdo a
seguranca) obtidos com o estudo MAGIC e com os
estudos prévios, hd evidéncias de que o uso dos
mioblastos apresenta desvantagens importantes
quando comparado com outros tipos celulares.
Entretanto, alguns aspectos relacionados ao seu uso,
se avaliados e decifrados, podem recolocar esta célula
no arsenal terapéutico da terapia celular em cardiologia.
Entre eles temos:

1. Limitac¢ao da diferencia¢io dos mioblastos

Uma das principais limitagdes dos mioblastos é a sua
incapacidade de se diferenciar e dar origem a novos
cardiomidcitos ou até mesmo de se ligar as células do
hospedeiro através das jun¢des celulares®. Ainda que
a superexpressdo da conexina-43 possa ser realizada
com seguranga, isto ndo garante que a distribuigdo do
gene serd feita de maneira suficientemente homogénea
a fim de permitir a contragdo sincronizada entre a
célula transplantada e os cardiomidcitos do hospedeiro.
Além disso, também ndo é possivel afirmar que a
funcdo cardiaca serd melhorada sem o aumento no
risco de arritmias.

Essa questdo suscita divida sobre qual o verdadeiro
mecanismo de acdo que se espera observar com o
transplante celular. Se, primordialmente, objetiva-se
que as células exercam seu efeito através de uma acao
pardcrina, entdo os mioblastos surgem como uma boa
opgdo para serem as células de escolha, bastando para
isso que se prove sua capacidade de produzir e liberar
os devidos fatores pardcrinos. Entretanto, acreditando
que os beneficios da terapia celular sejam secunddrios
a alteragGes estruturais, ou seja, devido a
transdiferenciacdo das células transplantadas em
novos cardiomidcitos com consequente melhora da
fungdo ventricular, entdo os mioblastos ndo seriam as
células de primeira linha.

2. Baixo indice de fixa¢ao

Um achado consistente com a maioria dos estudos em
terapia celular é o baixo indice de fixagao das células
transplantadas ao tecido do hospedeiro. Até 90% dos
mioblastos transplantados morrem durante os

primeiros dias pés-transplante®. Diferentemente
das células mononucleares autélogas da medula
Ossea em que a quantidade de células infundidas
ndo altera o resultado final, com os mioblastos ja
estd provado que o maior ntimero de células resulta
em melhores resultados finais em termos de fixagdo
celular®.

Esse baixo indice de fixacdo dos mioblastos pode
ser explicado por dois eventos sequenciais:
inicialmente ocorre uma perda mecéanica de células
e, em seguida, uma perda “biolégica”. A perda
mecdanica pode representar até 30% do total de
células, dependendo basicamente do estado do
miocdrdio no momento da inje¢do (quando a injegdo
é feita com o coragdo contraindo, como durante a
cirurgia de revascularizag¢do, a perda é até duas
vezes maior do que quando realizada p6s-IAM, com
o miocdrdio “parado”®). Essa perda mecénica, além
de reduzir o pool de células disponiveis para o
tecido-alvo, permite a disseminacdo sistémica desse
material. Ainda que essa disseminagdo sistémica
ndo tenha resultado em efeitos adversos no caso
dos mioblastos, este ndo é o caso quando a célula
injetada é a célula mesenquimal e, por esse motivo,
permanece sendo um assunto a ser equacionado.

Ja a perda “bioldégica” dos mioblastos, que ocorre
apo6s a sua fixagdo ao tecido do hospedeiro, pode
ser explicada pela ocorréncia de fatores como
inflamacédo, apoptose, hipéxia e a auséncia de sinais
necessdrios para a sobrevivéncia celular disparados
pela interagdo célula-célula®.

Conclusao

Apbs o exposto, com andlise minuciosa dos
principais estudos avaliando o uso dos mioblastos,
fica facil entender os motivos pelos quais esta célula
tem sido gradualmente abandonada na cardiologia.
Certamente os resultados desanimadores quanto a
seguranca de seu uso foram determinantes para
essa situagdo. Além disso, o fato de os mioblastos
ndo apresentarem capacidade de diferenciacdo em
cardiomidcitos compromete consideravelmente
seus beneficios sobre a fung¢do ventricular. Por isso,
os resultados mais promissores dos estudos jd
realizados foram discretos quando comparados
aqueles obtidos com outros tipos celulares.

Fica claro que muito ainda deve ser feito a fim de
que os mioblastos representem, definitivamente,
uma opgdo para a terapia celular na cardiologia.
Nesse sentido, a terapia génica surge como possivel
solucdo para as questdes levantadas. Porém, é
evidente que se o seu potencial arritmogénico ndo
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for contornado, seu uso tornar-se-4 proibitivo e seu
esquecimento progressivamente maior, chegando em
pouco tempo, ao abandono definitivo.

Potencial Conflito de Interesses
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