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RESUMO

As células-tronco mesenquimais representam uma rara subpo-
pulacdo das células-tronco da medula 6ssea (< 0,01% das
células mononucleares da medula éssea) com capacidade
de expansdo mitdtica in vitro. Em decorréncia da facilidade
em se dividir e proliferar, concluiu-se que as células-tronco
mesenquimais seriam as células responsaveis pela manuten-
¢do e renovagdo dos tecidos mesenquimais adultos, incluindo
o musculo cardiaco. Esse tipo celular apresenta como uma
de suas virtudes consideravel atividade imunossupressora,
evitando assim efeitos adversos relacionados a rejeicao
entre o material infundido e o hospedeiro. As células-
tronco mesenquimais vém sendo cada vez mais estudadas,
tanto em ensaios pré-clinicos como clinicos. Acreditamos
que, superados alguns desafios em seu isolamento, prepa-
ro e modo de infusdo, essas células poderdo, em futuro
proximo, representar o tipo celular ideal para a regenera-
¢do cardiaca.

DESCRITORES: Células tronco. Células tronco mesenquimais.
Terapéutica. Miocardio.

s células-tronco sao células indiferenciadas, carac-

terizadas pela capacidade de autorrenovacao,

diferenciacao em diversos tipos celulares e re-
constituicdo funcional de determinados tecidos. Dida-
ticamente, sdo divididas em dois tipos principais: em-
brionarias e adultas.

As células-tronco embrionérias para terapia po-
dem ser derivadas da massa interna do blastocisto ou
do zigoto. As primeiras possuem capacidade ilimitada
de autorrenovagdo e sdo pluripotentes (capazes de se
diferenciar em qualquer linhagem derivada dos trés
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ABSTRACT

Mesenchymal Stem Cells:
Are They Appropriate for Cardiac Regeneration?

Mesenchymal stem cells represent a rare subpopulation of
bone marrow stem cells (< 0.01% of mononuclear cells
originated from bone marrow) with capacity for in vitro
mitotic expansion. Because they split and proliferate easily,
mesenchymal stem cells are believed to be responsible for
the maintenance and renovation of adult mesenchymal
tissues, including the cardiac muscle. One of the virtues
of this type of cell is their immunosuppressive activity,
avoiding therefore the adverse events related to graft
rejection by the host (graft versus host disease). Mesenchymal
stem cells have been extensively studied, both in pre-
clinical and clinical trials. We believe that once some
challenges regarding their isolation, preparation and mode
of delivery are overcome, these cells may, in the near
future, represent the ideal cell type for cardiac regeneration.

KEY-WORDS: Stem cells. Mesenchymal stem cells. The-
rapeutics. Myocardium.

folhetos embrionarios: endoderma, mesoderma e ecto-
derma). Ja as células com origem a partir do zigoto sido
classificadas como totipotentes, pois, além de se dife-
renciar nas células dos trés folhetos embrionérios,
originam os tecidos extraembrionarios. Em contraste,
as células-tronco adultas aparentemente tém capaci-
dade de autorrenovacdo limitada e sdo denominadas
multipotentes, pela capacidade limitada de diferencia-
¢do em poucos tipos celulares.

As células estromais da medula 6ssea foram primei-
ramente descritas como células progenitoras dsseas
presentes em sua fragao estromal. Estudos subsequen-
tes demonstraram que essas células possufam a capaci-
dade de se diferenciar em linhagens celulares meso-
dérmicas, incluindo condrécitos, osteoblastos, adipécitos
e mioblastos. Com base nessa capacidade de diferen-
ciacdo em multilinhagens, Caplan, em 1991, introdu-
ziu o termo célula-tronco mesenquimal.’
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As células-tronco mesenquimais representam uma
rara subpopulacdo das células-tronco da medula éssea
(< 0,01% das células mononucleares da medula 6ssea)
que podem ser expandidas mitoticamente em meio de
cultura. Em decorréncia da facilidade em se dividir e
proliferar, concluiu-se que as células-tronco mesenqui-
mais seriam as células responsaveis pela manutengao
e renovagao dos tecidos mesenquimais adultos, incluin-
do o musculo cardiaco.? Dessa maneira, até o momento,
essas células representam a fonte mais promissora para
regeneracao e reparo de diversos tecidos celulares.

Tradicionalmente, as células-tronco mesenquimais
sdo isoladas a partir de células da medula 6ssea. En-
tretanto, elas também podem ser isoladas a partir do
cordao umbilical, do tecido sinovial, do tecido adiposo
e, em frequéncia extremamente menor, do sangue pe-
riférico de adultos.?

A observacdo de que as células-tronco mesen-
quimais derivadas da medula 6ssea poderiam ser
ativadas com o objetivo de secretar citocinas e fato-
res de crescimento corrobora a ideia de que a princi-
pal funcdo das células-tronco mesenquimais seria atuar
na reposicao de diferentes partes para o tecido mesen-
quimal.’ Essa observacao foi utilizada para sugerir
que as células-tronco mesenquimais poderiam ser
utilizadas de forma terapéutica como células alogé-
nicas, também chamadas “células universais”, ou seja,
células capazes de atuar no interior de qualquer hos-
pedeiro. A fim de confirmar tal suposicao, foi posterior-
mente documentado que as células-tronco mesenqui-
mais expandidas em meio de cultura ndo expressam
moléculas do complexo de histocompatibilidade de
classe Il (MHC 1), apenas de classe | (MHC I), além
de também nao apresentarem moléculas coestimula-
torias, tais como B7-1, B7-2, CD40 e CD40 ligante.*
Dessa maneira, as células-tronco mesenquimais nao
podem atuar como células apresentadoras de antigenos
e, assim, falham em ativar o sistema imunolégico do
hospedeiro.®

As células-tronco mesenquimais podem ser facil-
mente isoladas e rapidamente expandidas ex vivo.
Sua atuacdo na restauracido de tecido miocardico
defeituoso ocorre por meio de diversos mecanismos.
No principal deles, desencadeado apés o transplan-
te, essas células iniciam a producdo de fatores de
crescimento reparadores, objetivando a producao, lo-
calmente, de fatores de crescimento e citocinas. Além
disso, elas podem suprimir a inflamacao local e repor
células danificadas. Por fim, essas células sdao capa-
zes de contribuir para a criagdo de um ambiente
favoravel ao reparo de tecido cardiaco endégeno.
Por esses motivos, as células-tronco mesenquimais
foram identificadas como células promissoras no trata-
mento de diversas afecgdes cardiovasculares que
tenham como denominador comum o prejuizo ao te-
cido cardfaco.

ISOLAMENTO E CARACTERIZAGAO

O termo célula-tronco mesenquimal é normalmente
aplicado a preparados de células com a propriedade
de serem plastico-aderentes, isoladas a partir da medula
6ssea ou outros tecidos, positivos para um painel de
marcadores de membrana especifico e que sejam aptos
a se diferenciar em diversos tipos celulares sob condi-
¢oes especificas, tanto in vitro como in vivo.°

ISOLAMENTO DE DIFERENTES FONTES

Inicialmente, as células-tronco mesenquimais fo-
ram isoladas da medula éssea, porém populagoes si-
milares também foram isoladas de tecido adiposo’,
sangue de cordao umbilical®, sangue periférico’, teci-
do de conexao da derme'® e de musculo-esquelético''.
Isso evidencia que as células-tronco mesenquimais
estdo presentes em quase todos os 6rgaos do corpo.
Apesar de nao existirem duvidas quanto a existéncia
de células-tronco mesenquimais em vérios tecidos, o
mais provavel é que essas células-tronco ja tenham
predisposicdo em se diferenciar em uma certa linha-
gem a fim de formar células especificas de determi-
nado tecido. Assim, as células isoladas desses vérios
6rgaos sao capazes de produzir subpopulagées dife-
rentes de células-tronco mesenquimais, com caracterfs-
ticas e comportamento diretamente afetados pelas suas
origens.'>"?

CARACTERIZAGAO DAS
CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS

A ampliagao do uso das células-tronco mesenqui-
mais e a posterior comparagao dos resultados obtidos
em diferentes grupos sao afetadas pela falta de especi-
ficidade e padronizagdo dos marcadores moleculares
dessas células. A fim de solucionar tal problema, a Socie-
dade Internacional de Terapia Celular (International
Society for Cellular Therapy) propos trés critérios basi-
cos para que se possa definir uma célula como sendo
célula-tronco mesenquimal. Assim, as células-tronco
mesenquimais devem ser: (1) plastico-aderentes caso
mantidas em condicdes basicas 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, adipécitos e condroblastos
quando expostas in vitro as linhagens correspondentes.®

Entretanto, tais critérios nao parecem ser tao especi-
ficos das células-tronco mesenquimais. Por esse moti-
vo, eles ndo sdo considerados importantes na caracteri-
zagdo das células-tronco mesenquimais, porém outras
caracteristicas devem ser definidas para se obter controle
de qualidade adequado. A identificacdo de marcadores
especificos pode facilitar o isolamento de uma popu-
lagdo homogénea a partir de determinado material. Os
marcadores que tém sido utilizados para melhor sele-
¢do de células-tronco mesenquimais sdo STRO-T,
CD271,CD73 (ecto-5"-nucleotidase, SH3 e SH4) e CD105
(endoglina, SH2).™
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ATIVIDADE IMUNOSSUPRESSORA DAS
CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS

As células-tronco mesenquimais possuem a capa-
cidade de se acumular ao redor de processos inflamato-
rios e tumorais quando administradas in vivo. Por esse
motivo, essas células podem ser utilizadas em situa-
¢oes clinicas como terapia regenerativa, tratamento da
doenca do enxerto contra hospedeiro e terapia génica
para o cancer.

Atualmente sabe-se que as células-tronco mesen-
quimais podem imunomodular tipos celulares tanto
do sistema imune inato como do sistema imune adap-
tativo, tais como células dendriticas, células NK, neu-
tréfilos, linfocitos T e B, e células T regulatorias.

Na presenca de células-tronco mesenquimais,
as células dendriticas maduras diminuem a expres-
sdo de moléculas de superficie, tais como MCH I,
CD11¢, CD83 e moléculas coestimulatérias, além
da diminuicdo da secrecdo de IL-12. A diminuicao
da expressao dessas moléculas e da secrecdo dessa
citocina prejudica a apresentagdo antigénica por essa
célula.”™

A inibicdo de células T por células-tronco mesen-
quimais leva a diminui¢do da producdo de INF-¥ tanto
in vitro como in vivo e ao aumento da producdo de IL-4,
caracterizando uma alteracdo no perfil da reposta imu-
ne de pré-inflamatério para anti-inflamatério.'®

A maioria dos estudos realizados até o momento
concorda que ha participagdo de fatores soltveis envol-
vidos na imunossupressao, uma vez que o uso do sistema
transwell (sistema que separa polimorfonucleares das células-
tronco mesenquimais por uma membrana semipermea-
vel) ndo impede a inibicdo da proliferacdo. Esses resulta-
dos também deixam claro que, para ocorrer imunossupres-
sdo, ndo é necessario o contato célula-célula.

Dentre os fatores soltveis secretados pelas célu-
las-tronco mesenquimais objetivando a imunomodu-
lacdo destacam-se: fator de crescimento transformante,
fator de crescimento dos hepatécitos, indoleamina 2,3-
dioxigenase, prostaglandina 2 e 6xido nitrico.

CAPACIDADE DE HOMING DAS
CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS

Homing é definido como a captura das células-
tronco mesenquimais pela vasculatura de um tecido,
seguido de sua transmigracdo através do endotélio.!”
Embora esse processo ainda nao esteja totalmente es-
clarecido, muito se tem investigado a respeito da mobi-
lizacdo de células-tronco mesenquimais nativas e do
homing das células-tronco mesenquimais exégenas in-
fundidas por diversas vias em resposta a um insulto
isquémico/inflamatério.

Diversos estudos demonstraram a capacidade de
as células-tronco mesenquimais migrarem e se dirigi-
rem para determinados 6rgdos e tecidos. Allers et al.'
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avaliaram a biodistribuicdo de células-tronco mesen-
quimais humanas apds infusdao venosa em ratos adul-
tos ndo condicionados previamente. Nesse estudo, foi
demonstrado que as células-tronco mesenquimais se
dirigiram para a medula éssea, para o bago e para os
tecidos mesenquimais desses animais. Devine et al.",
por sua vez, avaliaram a distribuicao das células-tron-
co mesenquimais em outros 6rgaos apés infusao venosa.
Esses autores marcaram as células-tronco mesenquimais
com proteina verde fluorescente e infundiram essas célu-
las em babuinos, apés prévio condicionamento (irra-
diacao letal e suporte hematopoiético) e sem condi-
cionamento. Tanto as células-tronco mesenquimais alo-
génicas como as autélogas foram detectadas em diver-
sos tecidos, com nivel de fixagdo variando entre 0,1%
e 2,7% (os animais sem condicionamento prévio apre-
sentaram menores niveis de fixacdo)." Tais dados cor-
roboram a ideia de que as células-tronco mesenqui-
mais participam da reposicdo celular em uma varieda-
de de tecidos, preferencialmente em tecidos que sofre-
ram injdria.

O homing das células-tronco mesenquimais apos
infarto do miocardio foi demonstrado em estudo com
ratos.”® As células foram infundidas no ventriculo esquer-
do de ratos submetidos a infarto do miocardio e em
ratos normais ou saudaveis (controle). A infusdo des-
sas células nos ratos submetidos a infarto do miocardio
resultou em captacdo significativamente maior que a
observada nos ratos controle. Porém, menos de 1%
das células infundidas ainda residiam no coracao in-
fartado quatro horas apés a infusdo. A infusdo preco-
ce (2 dias vs. 14 dias pés-infarto agudo do miocardio)
também foi avaliada nesse mesmo estudo e provou
resultar em maior captagao celular pelo miocardio.
Entretanto, é importante ressaltar que as células-tron-
co mesenquimais migravam preferencialmente para o
tecido isquémico. Isso sugere que tecidos afetados
passam a expressar receptores ou ligantes especificos
que facilitam o trafego, a adesdo e a infiltracdo das
células-tronco mesenquimais nos sitios de injaria, po-
rém esses fatores podem estar suprimidos pouco tem-
po apods a injdria.

ADMINISTRACAO DAS
CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS

Além das caracteristicas préprias das células-tron-
co mesenquimais, deve-se ressaltar o impacto de diver-
sas variaveis nos resultados de estudos pré-clinicos e
clinicos, tais como o momento da injecao das células,
o ntimero de células injetadas e o sitio de injecdo. Chen
et al.?’ demonstraram que grande ndmero de células
injetadas precocemente apds um evento isquémico
resulta em melhores indices de fixacdo. As células-
tronco mesenquimais demonstraram se fixar melhor ao
miocéardio quando injetadas no primeiro dia apds o
infarto agudo do miocardio, comparativamente a inje-
¢do no 14¢ dia, sugerindo que essas células agem espe-

cificamente em resposta a isquemia.?? Embora possa-
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mos esperar que maior nimero de células infundidas
acarrete melhores taxas de fixagao e, consequentemente,
melhores resultados, existe um limite apés o qual maior
nimero de células ndo resulta em qualquer beneficio.
Como exemplo, em um modelo de isquemia cerebral
em ratos, houve significativa melhora dos resultados
quando foram injetadas doses de 1 x 10° células, ao
passo que quando esse nimero foi aumentado para
3 x 10° células ndao houve qualquer melhoria. Os es-
tudos que tentaram aperfeicoar a administracao das
células-tronco mesenquimais em termos de nGmero e
tempo de infusdo concluiram que maior niimero de
células e infusdo precoce, logo ap6s o insulto isquémico,
resultam em maiores indices de fixagdo, porém nao foi
possivel detectar qualquer beneficio em termos de
resultados finais.?

O meio de administracdo das células-tronco me-
senquimais também pode influenciar o caminho que
essas células percorrem até atingir o 6rgao-alvo. A admi-
nistracdo pode ser intravenosa, intraperitoneal, intra-
arterial ou intracardiaca. A via intravenosa €, certamente,
a menos invasiva, porém as vias intra-arterial e intra-
cardiaca proporcionaram melhores indices de fixacao
em certos modelos de infarto agudo do miocardio.?*?
As injegoes intra-arterial e intracardiaca também po-
dem resultar em menor actimulo de células-tronco mesen-
quimais no interior dos 6rgaos que atuam como fil-
tros, tais como pulmao, figado e baco (fato geralmente
observado ap6s a infusao venosa), resultando em maior
disponibilidade de células para os sitios de isquemia.**
Uma duvida ainda ndo esclarecida refere-se a possivel
ocorréncia de oclusdes microvasculares apés injecao
intra-arterial das células-tronco mesenquimais. Embo-
ra esse fenomeno tenha sido descrito previamente*, o
classico trabalho de Chen et al.”, publicado em 2004,
ndao demonstrou tal efeito adverso, apesar da infusado
de grande nimero de células.

A via intra-arterial foi descrita por Katritsis et al.?. Para
o procedimento, a artéria coronaria esquerda era ca-
teterizada e posicionado um baldo over-the-wire no
stent, insuflado a 6 atm por 2 minutos. Durante esse
periodo, 1,5 ml de células em suspensdo, contendo
1-2 x 10° células, era infundido distalmente ao baldo
através de seu limen central. Esse procedimento era
repetido 3 minutos apds a desinsuflacio do baldo e
restauracdo do fluxo coronério.

MECANISMOS DE REPARO MIOCARDICO

Existem trés mecanismos ja estabelecidos através
dos quais as células-tronco mesenquimais atuam no
reparo miocardico: regeneragao dos cardiomiécitos,
vasculogénese e efeito paracrino.”

DIFERENCIAGAO DAS CELULAS-TRONCO
MESENQUIMAIS EM CARDIOMIOCITOS

As células-tronco mesenquimais exibem conside-
ravel capacidade de expansao in vitro e, mais importante

que isso, potencial de diferenciagdo em diversas linha-
gens mesodérmicas, incluindo osteoblastos, adipécitos
e condrécitos. Embora haja relatos de que as células-
tronco mesenquimais podem se diferenciar em linha-
gens endodérmica (células hepatécito-like) e ectodérmica
(neurdnios e células neurogliais), ha discussées con-
troversas.*® Inicialmente, acreditava-se que o principal
mecanismo de acdo das células-tronco mesenquimais
no miocardio seria por meio dessa propriedade de
diferenciagdo. Diversos estudos chegaram a demons-
trar esse fendbmeno, tanto in vitro como in vivo.?'??
Entretanto, estudos mais recentes®~* provaram que,
na realidade, a diferenciacdo das células-tronco mesen-
quimais injetadas é um evento raro, ocorrendo em
pequena proporcdo (apenas 0,07% das células-tronco
mesenquimais gera cardiomiécitos in vitro). Essa
constatacdo indica que as células-tronco mesenquimais
ndo sdo capazes de gerar cardiomiécitos em quanti-
dade suficiente para reparar o miocéardio lesado ape-
nas por meio desse mecanismo.

EFEITO PARACRINO

As células-tronco mesenquimais secretam uma varie-
dade de citocinas e fatores de crescimento que pos-
suem atividade tanto paracrina como autécrina. Acredita-
se que essa propriedade seja de fundamental importan-
cia para a explicacdo dos efeitos terapéuticos obser-
vados com essas células. Esses fatores secretados pelas
células-tronco mesenquimais exercem agdo antiapop-
tética, proé-angiogénica e efeito reparador endogeno.”
Além disso, a isquemia aumenta a produgao de diver-
sos fatores. A concentracdo tecidual de proteinas, tais
como fator de crescimento vascular endotelial, fator
de crescimento de fibroblasto basico, fator de crescimen-
to dos hepatdcitos, fator de crescimento insulina-like |
e adrenomedulina, encontra-se em niveis significativa-
mente maiores em tecido cardiaco isquémico tratado
com células-tronco mesenquimais.?>3°

Tais fatores podem influenciar as células adjacen-
tes e exercer seus efeitos por meio de diversos mecanis-
mos, sendo a protecdo miocardica e a neovasculari-
zagao os dois mais estudados. Além disso, os proces-
sos inflamatérios e de fibrose que ocorrem no periodo
pos-infarto, o metabolismo cardiaco, a contratilidade
cardiaca e a regeneracdo cardiaca endogena também
podem sofrer influéncia positiva dos efeitos paracrinos
desses fatores. Acredita-se que esses mediadores sejam
expressos e liberados temporalmente, de modo que
eles exercam diferentes efeitos dependendo do microam-
biente existente apds a injuria isquémica. Além disso,
tais fatores também podem apresentar a¢des autécrinas
na biologia das préprias células-tronco.’

Protecao miocardica

Um efeito paracrino imediato das células-tronco
mesenquimais quando presentes em um microambiente

isquémico é a liberacdo de moléculas citoprotetoras,
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que aumentam a taxa de sobrevivéncia dos cardio-
miécitos. Gnecchi et al.*® demonstraram que as células-
tronco mesenquimais exercem agao citoprotetora dire-
ta sobre os cardiomiécitos isquémicos e, além disso,
os meios de cultura condicionados para hipéxia sao
capazes de reduzir a apoptose e a necrose de cardio-
midcitos de ratos expostos a baixas tensdes de oxigé-
nio. Nesse mesmo estudo, os autores demonstraram
que o efeito citoprotetor pode ser potencializado nas
células-tronco mesenquimais que superexpressaram o
gene Akt-1 (Akt-CTMs) in vitro. Esses dados comprova-
ram que as células-tronco mesenquimais exercem seu
efeito protetor no miocardio pela liberagdao de fatores
paracrinos e que a ativacao da via de Akt potencializa
a producdo e a liberagdo desses fatores.

Neovascularizacao

Outro importante processo biolégico positivamente
influenciado pelas células-tronco mesenquimais por
meio de seus efeitos paracrinos é a neovascularizagao.
Apesar do conceito de que as células-tronco mesen-
quimais sdo incorporadas pelas estruturas vasculares,
diversos estudos sugeriram que apenas uma pequena
porcdo desses vasos possuia células do doador. O
processo molecular que leva a angiogénese e a arterio-
génese envolve mediadores como 6xido nitrico, fator
de crescimento vascular endotelial, fator de crescimento
de fibroblasto basico, fator de crescimento dos hepa-
tocitos e angiopoietina, entre outros. A acdo desses
mediadores provoca migragao e proliferacao das célu-
las endoteliais e das células musculares lisas vasculares,
aumento e maturacdo dos vasos, e sintese de matriz
extracelular. Dessa maneira, as células-tronco mesen-
quimais atuariam na promog¢do da densidade capilar
e no desenvolvimento de vasos colaterais observados
em tecidos isquémicos de animais submetidos a sua
infusao.

Remodelamento cardiaco

Além da citoprotecdo e da neovascularizagdo, os
fatores paréacrinos liberados pelas células-tronco me-
senquimais podem alterar a matriz extracelular, resultan-
do em efeitos favoraveis no remodelamento pés-infarto.
Ja foi demonstrado que a injecdo direta de células-
tronco mesenquimais em coragdes isquémicos de ratos
promoveu decréscimo da fibrose, apoptose e dilata-
¢do ventricular esquerda, além de aumentar a espessura
miocardica. Tais efeitos resultam na preservacdo das
fungoes sistélica e diastlica do coracdo sem evidén-
cias de regeneracdo miocardica.** Além disso, as célu-
las-tronco mesenquimais expressam algumas molécu-
las envolvidas na biogénese da matriz extracelular,
tais como colagenases, metaloproteinases, serina-pro-
teases e inibidores da serina-protease, sugerindo que
as células-tronco mesenquimais transplantadas podem
inibir a fibrose por meio de efeitos paracrinos.** Dados
que corroboram o efeito antirremodelamento exercido
pelas células-tronco mesenquimais por via paracrina
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tiveram origem em estudos que testaram as células-tron-
co mesenquimais no tratamento da cardiomiopatia de
etiologia ndo-isquémica. Nagaya et al.* injetaram cé-
lulas-tronco mesenquimais no miocéardio de ratos que
apresentavam cardiomiopatia dilatada secundaria a
miocardite experimental. Quando comparados ao gru-
po controle, aqueles que receberam células-tronco mesen-
quimais apresentaram consideravel melhora da densida-
de capilar e reducdo da deposicdo de colageno no
miocardio, resultando em decréscimo da pressao dias-
tolica final e aumento do dP/dt maximo do ventriculo
esquerdo.

Contratilidade

Algumas evidéncias sugerem que as células-tron-
co mesenquimais exercem efeito positivo na contrati-
lidade cardiaca. Como exemplo, pode-se analisar a
melhora funcional observada no miocardio de ratos
submetidos a injecdo de Akt-CTMs. Nesses animais,
tal efeito benéfico poderia ter sido consequéncia do
efeito miocardico protetor das células-tronco mesen-
quimais, levando a limitacao do tamanho do infarto e/ou
da acdo direta de fatores inotrépicos liberados por
essas células. Estudos preliminares em cardiomidcitos
isolados de ratos adultos expostos a diferentes concen-
tracdes de células-tronco mesenquimais e Akt-CTMs
parecem confirmar que as células-tronco mesenquimais
sdo capazes de liberar fatores que atuam positivamen-
te na modulacdo da contratilidade celular.*

Regeneracao cardiaca

Tem sido proposto que as células-tronco mesen-
quimais, quando injetadas no miocardio isquémico,
apresentam a propriedade de se proliferar e transdife-
renciar em cardiomiécitos ou entdo fundir-se com os
cardiomiécitos nativos a fim de regenerar o miocardio
perdido. A partir desse conceito, surgiu a hipétese de
que o transplante de células-tronco mesenquimais exo-
genas poderia ativar as células-tronco cardiacas e/ou
estimular a replicacdo dos cardiomiécitos por meio de
efeitos paracrinos, permitindo assim a regeneracao car-
diaca enddgena. Tal hipétese torna-se concebivel a
partir da demonstracdo de que alguns fatores libera-
dos pelas células-tronco mesenquimais podem melhorar
a proliferacdo, a mobilizagao, a diferenciacdo, a so-
brevivéncia e o funcionamento dos progenitores car-
diacos endégenos. Até o momento, ndo existem estu-
dos avaliando os efeitos das células-tronco mesenqui-
mais transplantadas sobre tais progenitores, porém exis-
tem evidéncias sugerindo tais efeitos. Foi demonstrado
que a administracdo intramiocardica de fator de cresci-
mento dos hepatécitos e fator de crescimento insuli-
na-like | na borda do infarto induz migragao, prolifera-
cdo e diferenciacdo das células-tronco cardiacas.*” Uma
vez que as células-tronco mesenquimais liberam tanto
fator de crescimento dos hepatdcitos quanto fator de
crescimento insulina-like | em situagdes de isquemia,
pode-se aventar a hipétese de que as células-tronco
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mesenquimais injetadas em coragdes isquémicos pos-
sam atrair e ativar as células-tronco cardiacas residentes.

REGENERACAO DOS VASOS SANGUINEOS

Diversas evidéncias indicam que as células-tron-
co mesenquimais sdo capazes de estabilizar a forma-
¢do de vasos sanguineos e aumentar a angiogénese
apo6s a ocorréncia da injaria cardiaca**** tanto in vitro
como in vivo.” Existe estreita relagdo entre as células-
tronco mesenquimais e a vasculatura, inclusive ja ten-
do sido demonstrado que essas células residem na
zona perivascular da medula 6ssea.*® Essa proximidade
fisica entre as células-tronco mesenquimais e o sitio
perivascular possui papel critico no turnover celular e
no reparo de 6rgaos. Uma vez sofrida injdria, essas
células seriam ativadas a partir do sitio perivascular,
proliferariam e secretariam fatores tréficos que atuariam
no reparo tecidual. Os pericitos (células indiferenciadas
presentes na parede vascular) sao células do tipo
mesenquimal que surgem como possivel fonte in vivo
de células-tronco mesenquimais terapéuticas.

ESTUDOS PRE-CLINICOS

Os estudos pré-clinicos com células-tronco me-
senquimais tiveram como principal objetivo avaliar
seus efeitos na funcdo miocardica e identificar como
essas células exerciam tais efeitos. Certamente, os prin-
cipais itens avaliados foram o destino das células-
tronco mesenquimais transplantadas, sua complexa inte-
racdo com o tecido do hospedeiro e eventuais efeitos
adversos indesejados.

Diversos estudos foram realizados em animais de
pequeno e de grande portes. Um estudo recente?’
utilizando modelo de porco demonstrou que 8 sema-
nas ap6s a infusdo intramiocardica de células-tronco
mesenquimais houve ganho significativo da fungao
ventricular esquerda. Os pesquisadores observaram
que, logo na primeira semana apds o transplante, os
animais apresentaram melhora do fluxo sanguineo mio-
cardico durante a diastole, o que foi diretamente cor-
relacionado ao aumento do tamanho dos vasos san-
guineos do grupo tratado com células-tronco mesen-
quimais. Tais achados indicaram a ocorréncia do pro-
cesso de neovascularizagdo como consequéncia de
significativa cardiomiogénese, compativel, assim, com
a hipdtese da secrecao de fatores por essas células.

As células-tronco mesenquimais também foram tes-
tadas quanto a possivel aplicagdo terapéutica na car-
diomiopatia chagasica. Em estudo conduzido por Gua-
rita-Souza et al.*®, 11 ratos submetidos a um modelo
experimental de cardiomiopatia dilatada causada pela
doenca de Chagas receberam a infusao conjunta de mio-
blastos e células-tronco mesenquimais autélogas. Quan-
do comparados com o grupo-controle, 4 semanas ap6s
a infusdo, esses animais demonstraram melhora da fracao
de ejecdo do ventriculo esquerdo e reducdo dos diame-
tros sist6lico e diastdlico finais do ventriculo esquerdo.

Outro estudo pré-clinico, também desenvolvido em
laboratério nacional*’, avaliou a morfologia e o fun-
cionamento cardiacos assim como as alteragdes histo-
l6gicas induzidas por células-tronco da medula 6ssea
e células-tronco mesenquimais injetadas no miocardio
de ratos hipertensos. Depois de 24 horas da indugao
de isquemia, os animais foram tratados com a infusao
de um de trés meios (normal ou controle, células-tron-
co mesenquimais ou célula de medula éssea). Apés 30
dias, o ecocardiograma e a analise histolégica revela-
ram que aqueles tratados com células-tronco mesen-
quimais apresentavam melhora da fragcao de ejecao do
ventriculo esquerdo e redugdo da area do ventriculo
esquerdo infartada.

Em relagao ao possivel processo de integracao das
células transplantadas no tecido hospedeiro e posterior
transdiferenciacao, estudos pré-clinicos apresentaram
resultados discrepantes. Os achados em relacao a re-
dugdo do tamanho do infarto variaram entre pouco
significativos® e bastante representativos®. Em um mo-
delo de insuficiéncia cardiaca cronica induzida por
doxorrubicina em coelhos®?, os pesquisadores demons-
traram os efeitos das células-tronco mesenquimais em
reduzir a fibrose miocéardica, em aumentar a agdo das
metaloproteinases 1 e 2, e em diminuir a atividade dos
inibidores teciduais.

Ainda que efeitos imunossupressores e imunomo-
duladores tenham sido atribuidos as células-tronco
mesenquimais, os estudos pré-clinicos ndo obtiveram
bons resultados ao avaliar o efeito do transplante dessas
células em modelos de miocardite. No estudo mais
representativo, Ohnishi et al.>* relataram efeitos positi-
vos da injecdo intravenosa de células-tronco mesen-
quimais ap6s a inducdo de miocardite em ratos. Tais
beneficios foram secundarios a reducdo do nimero
de células inflamatérias CD68+ e menor expressdo da
proteina-1 quimiotatica de mondcitos, que resultaram
em melhora da fungdo cardiaca.

Também foi postulado que as células-tronco me-
senquimais possuem efeito preventivo na ocorréncia
de rejeicao crénica poés-transplante cardiaco, por meio
da supressdao de células T-CD4+.>

Estudos de seguranca em animais de grande porte
avaliando possiveis efeitos adversos dose-dependente
das células-tronco mesenquimais nao revelaram qual-
quer ocorréncia até o momento.>> O uso off the shelf
das células-tronco mesenquimais alogénicas em um
estudo de seguranca em suinos com altas doses repetidas
de células-tronco mesenquimais (até 800 x 10° célu-
las-tronco mesenquimais) nao revelou qualquer efeito
adverso quanto a arritmia ventricular, anafilaxia ou
aumento significativo de enzimas cardfacas. Além dis-
so, a avaliacdo histopatolégica a longo prazo nao
evidenciou rejeicdo, calcificagdo, tumorigénese ou
infarto miocardico.

A partir do conjunto desses resultados pré-clini-
cos foram desenvolvidas estratégias promissoras quanto
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ao uso clinico das células-tronco mesenquimais, nao
s6 para situacdes de isquemia miocardica mas tam-
bém para outras afec¢des cardiovasculares.

ESTUDOS CLIiNICOS

A aplicagdo clinica das células-tronco teve inicio
em 2002, época em que diversos trabalhos foram
realizados com o objetivo de testar a seguranca e a
eficacia das células mononuclares autélogas da medula
6ssea no tratamento do infarto agudo do miocardio.
Como os resultados iniciais foram extremamente anima-
dores, houve grande interesse em tentar utilizar as
células-tronco mesenquimais como fonte para o
transplante. Entretanto, comparadas as células mononu-
clares aut6logas da medula 6ssea, as quais sao isola-
das diretamente da medula 6ssea, as células-tronco
mesenquimais necessitam de determinado tempo em
meio de cultura a fim de permitir seu isolamento e expan-
sdo até que um namero adequado de células seja
atingido antes do transplante. Isso acarreta um sério
problema, uma vez que esse longo tempo de cultivo
celular pode resultar em contaminagdo microbiana
das células, levando a perda do preparo celular. Além
desse obstaculo, outra questdo a ser citada é o diame-
tro médio das células-tronco mesenquimais. O diame-
tro dessas células é muito maior que o das células
mononucleares autélogas da medula 6ssea (20 pm vs.
10-12 pm), o que representa grave problema quando
a via escolhida para injecao é a intra-arterial, ja que
as células podem provocar embolia e microinfarto coro-
néario. Em decorréncia dos fatores citados, a aplicagao
clinica das células-tronco mesenquimais encontra-se,
nos dias de hoje, restrita a pequenos e poucos estu-
dos fase I-II.

O primeiro estudo clinico utilizando células-tron-
co mesenquimais foi realizado em 2004, na China,
por Chen et al.”, que infundiram células-tronco me-
senquimais autélogas por via intracoronaria em pacien-
tes vitimas de infarto agudo do miocardio. Nesse estu-
do, 69 pacientes que haviam sido submetidos a an-
gioplastia primaria dentro de 12 horas apds o diag-
noéstico do infarto agudo do miocardio foram rando-
mizados para receber infusdo intracoronaria de célu-
las-tronco mesenquimais ou solucdo salina. No oitavo
dia pos-intervencdo, os pacientes receberam solugio
composta de 8-10 x 10° células/ml. Durante o seguimen-
to, ficou evidente que os pacientes que receberam
células-tronco mesenquimais apresentaram redugdo do
porcentual de segmentos hipocinéticos, acinéticos ou
discinéticos, além de melhora da fracdo de ejecdo.

Um segundo estudo de grande impacto clinico,
realizado na Grécia, em 2005%, utilizou células-tron-
co mesenquimais cultivadas in vitro por 7 dias em
meio de cultura com 10% de soro fetal de vitela sob
boas condicoes laboratoriais. Nesse estudo, 1-2 x 10°
células foram infundidas em 11 pacientes por via
intracoronaria (todos os pacientes haviam sido previa-
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mente submetidos a cateterismo e angioplastia com stent
da artéria descendente anterior), porém antes de se-
rem infundidas essas células foram analisadas. Essa
andlise revelou que 66 + 19% das células cultivadas
eram positivas para os biomarcadores das células-tronco
mesenquimais. Além disso, os autores selecionaram 5
pacientes portadores de cardiodesfibrilador implantavel
para avaliar possivel efeito pré-arritmico da terapia com
células-tronco mesenquimais. Apés acompanhamento
de 16-36 meses nao houve qualquer evidéncia de
arritmias nesses pacientes, podendo-se concluir que o
transplante de células-tronco mesenquimais ndo apa-
renta resultar em qualquer risco de arritmias para os
pacientes.

Atualmente, existem trés estudos fase-1-1l em anda-
mento com o objetivo de avaliar o uso das células-
tronco mesenquimais em afecgdes cardiovasculares.
Nesses estudos, serdo estudados, no total, 140 pacientes
com infarto agudo do miocardio na Europa e nos
Estados Unidos, e a publicagdo dos resultados sera de
grande importancia na validagao ou nao das células-
tronco mesenquimais como fonte para a terapia celular.

CONSIDERAGOES FINAIS

Apesar de todas as aparentes vantagens das célu-
las-tronco mesenquimais, algumas dividas e desafios
permanecem no caminho para seu futuro uso na tera-
pia celular. Talvez a preocupagao mais consistente
seja seu potencial em se diferenciar em outras linha-
gens mesenquimais, tais como osso e tecido adiposo.
Ha& trabalhos demonstrando que as células-tronco me-
senquimais eram capazes de formar ossificacdo tanto
ectépica como heterotépica, assim como tumores de
tecido adiposo. Em trabalho recente® foi possivel observar
que, apbs a aplicagdo de células-tronco mesenquimais,
houve formacdo de estruturas encapsuladas, intramio-
cérdicas, contendo calcificagdes em seu interior.

No que se refere ao potencial de as células-tronco
mesenquimais se diferenciarem em adipdcitos, ainda
nao ha qualquer relato desse fendmeno em coragoes
humanos que receberam transplante dessas células.
Porém, diante de resultados obtidos em outros 6rgaos,
essa é uma preocupacao relevante e que deve ser
mais bem avaliada.

Estratégias para prevenir a diferenciagdo intramio-
cardica das células-tronco mesenquimais injetadas em
tipos celulares nao desejados, tais como osso, cartila-
gem ou tecido adiposo, incluem o estimulo a diferencia-
cdo das células-tronco mesenquimais, ex vivo ou in-
situ, utilizando-se diversos fatores ou genes. Idealmente,
esse estimulo das células melhoraria seu potencial
terapéutico e, simultaneamente, limitaria sua diferencia-
¢do em tecidos indesejaveis. Bartunek et al.>” demonstra-
ram que a estimulagdo ex vivo de células-tronco me-
senquimais com fatores de crescimento antes da inje-
¢do em cachorros com infarto crénico provocou a expres-
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sdo de genes cardiomidcito-especificos nas células-
tronco mesenquimais, assim como melhor desempe-
nho contratil dos coragdes tratados com essas células,
comparativamente aqueles que receberam células-tron-
co mesenquimais sem estimulo prévio. Uma aborda-
gem alternativa, objetivando-se a diferenciagao dessas
células, é a terapia génica ex vivo. Ja foi demonstrado
que a introducdo da miocardina (um fator de transcri-
¢ao miocardiogénico) nas células-tronco mesenquimais
provocou a expressdo de um amplo painel de genes,
resultando no surgimento de células com fenétipo
parcial de cardiomidcitos.®

Outra preocupacgao relacionada as células-tronco
mesenquimais é quanto a instabilidade genética e ao
potencial de transformagdo maligna. Um recente estu-
do avaliou a estabilidade genética de amostras de cé-
lulas-tronco mesenquimais derivadas do tecido adiposo
humano e que foram mantidas em cultura in vitro por
tempo prolongado.” Ap6s periodo de expansdo de 4-5
meses, todas as amostras cultivadas apresentaram anor-
malidades cromossomiais generalizadas, assim como
um fendtipo modificado e mudangas na morfologia.
Além disso, tais células passaram a apresentar mdalti-
plas anormalidades no cariétipo, incluindo trissomias,
tetraploidias e rearranjos cromossomiais. Quando inje-
tadas em modelos de ratos imunodeficientes, tais célu-
las provocaram a formagao de tumores em quase todos
os 6rgaos desses animais. Isso nos leva a concluir que
as células-tronco mesenquimais podem ser manejadas
em cultura, com seguranga, por um periodo de 6-8
semanas, porém se mantidas por um periodo maior
podem passar por transformacdes deletérias

Certamente, em futuro préximo, essas questdes
serdo abordadas em estudos clinicos e poderdao defi-
nir melhor o papel que as células mesenquimais de-
sempenharao na terapia de afecgdes diversas, incluin-
do aquelas do aparelho cardiovascular.
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