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RESUMO

As doencas cardiovasculares (DCV) representam uma das principais causas
de morbimortalidade global, impulsionando a busca por estratégias
terapéuticas inovadoras. Nesse contexto, as terapias génicas e celulares tém
emergido como promissoras abordagens para a regeneracdo do tecido
cardiaco, oferecendo novas perspectivas para pacientes com insuficiéncia
cardiaca, infarto do miocardio e outras condicdes debilitantes. A terapia
celular baseia-se na utlizacdo de células-tronco ou progenitoras para
promover a regeneragdo do miocardio danificado. Células-tronco
mesenquimais, células derivadas da medula 6ssea e células progenitoras
endoteliais sdo algumas das principais fontes estudadas, visando melhorar a
funcéo cardiaca por meio da diferenciacdo celular e da liberacdo de fatores
paracrinos que estimulam a angiogénese e reduzem a inflamacéo. Ensaios
clinicos demonstram beneficios modestos, sugerindo a necessidade de
aprimoramento na retencao e integracdo celular ao tecido-alvo. Ja a terapia
génica busca modificar a expressao de genes envolvidos na homeostase
cardiaca, utilizando vetores virais ou nao virais para introduzir material
genético no coragdo. Estratégias incluem a entrega de fatores de
crescimento, como VEGF e FGF, para promover a revascularizacdo, ou a
modulagdo de genes que regulam a apoptose e a contratilidade miocardica.
Avancos recentes na tecnologia CRISPR-Cas9 também possibilitam a
correcdo de mutacdes associadas a cardiomiopatias hereditarias, ampliando
0 potencial terapéutico dessa abordagem. Apesar dos avancos, desafios
persistem, como a seguranca na manipulagdo genética, o risco de resposta
imunoldgica adversa e a eficicia limitada da integracdo celular no tecido
cardiaco. A combinacdo de terapia génica com terapia celular tem sido
explorada como estratégia sinérgica para superar essas limita¢des. O futuro
das terapias génicas e celulares na cardiologia regenerativa depende de
pesquisas que aprimorem a especificidade e a durabilidade dos efeitos
terapéuticos. O desenvolvimento de biomateriais para melhorar a retencao
celular e novas abordagens de edi¢do génica pode revolucionar o tratamento
das doencas cardiovasculares, oferecendo esperanca para milhGes de
pacientes no mundo.
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1. TERAPIAS REGENERATIVAS CARDIACAS BASEADAS EM CELULAS

Nos ultimos 25 anos, estudos regenerativos baseados em células se
concentraram em restaurar a funcdo de um coragcdo lesionado pela
administracdo de células-tronco/progenitoras exégenas ou outras células
somaticas adultas. Diferentes fontes celulares foram investigadas, incluindo
células-tronco adultas derivadas da medula 6ssea e células adiposas, células
derivadas da cardiosfera, mioblastos esqueléticos e células-tronco
pluripotentes. O objetivo principal desses estudos era de que essas células
se diferenciassem em novos cardiomidcitos e se integrassem ao miocardio
hospedeiro lesionado, melhorando a funcéo cardiaca. Ao longo dos anos, em
meio a tentativas e desafios, 0s pesquisadores identificaram varios
mecanismos de funcdo cardiaca melhorada com transplante celular, seja
mediado pelo efeito paracrino ou pela substituicdo celular direta de
cardiomidcitos junto com a neovascularizagdo®*.

2. CELULAS-TRONCO ADULTAS PARA REGENERAGCAO CARDIACA

2.1 Células derivadas da medula éssea

Uma das primeiras fontes de células para regeneracéo cardiaca a ser
investigada foram as células derivadas da medula 6ssea. Considerava-se que
essa fonte era a candidata mais adequada, dada a presenca de células-
tronco adultas na medula 6ssea e sua suposta capacidade de se diferenciar
em outras linhagens celulares. Estudos em animais relataram que: os
hemangioblastos da medula 6ssea contribuiram para a formacéo de novos
vasos; as células-tronco hematopoiéticas da medula 6ssea eram capazes de
se diferenciar em cardiomidcitos, endotélio e células musculares lisas®®; as
células da medula 6ssea deram origem a células progenitoras mesodérmicas
gue se diferenciaram em células endoteliais’; e os progenitores endoteliais
transdiferenciaram-se em cardiomiécitos pulsantes®.

Os primeiros estudos alegando que o transplante de células
derivadas da medula éssea em cora¢gBes de camundongos lesionados
poderia regenerar o tecido miocardico ndo eram reproduziveis e careciam de
base cientifica rigorosa. No entanto, a aplicacdo de células derivadas de
medula 6ssea de estudos pré-clinicos para clinicos progrediu mais
rapidamente do que o previsto®!!. Esses estudos se concentraram
principalmente na terapia celular para infarto do miocardio (IM) agudo por
meio de injecdo intracoronéria de células derivadas de medula éssea. Porém,
a capacidade regenerativa das células mononucleares derivadas de medula
0ssea (MNCs) ainda nao foi cientificamente estabelecida. Ensaios clinicos
demonstraram melhora na fungdo cardiaca ap6s o transplante de MNCs*?14,
Por outro lado, estudos falharam em revelar o efeito terapéutico das MNCs
derivadas de medula 6ssea’>'’.
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Dos estudos que identificaram melhora em curto prazo na funcéo
global e regional, ndo houve beneficios em longo prazo do transplante de
células de medula 6ssea, indicando que as células de medula 6ssea podem
acelerar a recuperacdo da fungdo, mas n&o fornecem um efeito sustentado
em longo prazo. E importante ressaltar que estudos subsequentes
contradizem as descobertas iniciais em estudos com animais e mostraram,
por meio de rastreamento genético, que as células-tronco hematopoiéticas
ndo se transdiferenciam em cardiomidcitos e que o transplante de células de
medula 6ssea ndo gerou um aumento significativo em cardiomiécitos em
comparacdo com coracdes enxertados simulados. Experimentos bem
planejados também revelaram que o transplante de células-tronco
hematopoiéticas em coracdes lesionados levou apenas a geracao de células
de linhagem hematopoiética. Esses estudos confirmaram que a medula
6ssea ndo serve como reservatorio para células precursoras cardiacas®2°,

2.2 Adipécitos

Para encontrar outra fonte de células-tronco adultas, pesquisadores
sugeriram que o tecido adiposo poderia ser uma fonte de células-tronco
adultas com potencial de diferenciacdo multipotente?!. Zuk et al?? avaliaram
uma populagdo putativa de células-tronco com lipoaspirados humanos,
capazes de diferenciarin vitro em linhagens osteogénica, adipogénica,
miogénica e condrogénica, quando tratadas com fatores especificos de
linhagem estabelecidos. Varios estudos relataram a capacidade das células
adiposas de melhorar a funcdo cardiaca e reduzir a remodelacdo cardiaca e
o tamanho do infarto em varios modelos animais?32°,

Hong et al?® analisaram a area de defeito de perfusdo miocéardica e a
reserva de fluxo coronario em um modelo de IM suino 28 dias ap6s a
administracdo intramiocéardica de bolus Unico ou doses divididas de células-
tronco derivadas de tecido adiposo humano. Eles verificaram que os animais
gue receberam injecdes celulares tiveram fracdo de ejecéo significativamente
melhorada e &rea de defeito de perfusdo reduzida em comparagdo ao
placebo, possivelmente mediada por efeitos moduladores imunoldgicos,
aumento da angiogénese e brotamento de nervos miocéardicos. Embora
outras equipes tenham demonstrado resultados semelhantes em ensaios
clinicos controlados por placebo?, os dois ensaios clinicos mais extensos
falharam em detectar mudancas significativas nas fun¢bes cardiacas pos-
transplante de células derivadas de tecido adiposo?”-2.

2.3 Células derivadas da cardiosfera

Alguns pesquisadores também comecaram a usar tecido cardiaco
como fonte de células-tronco, postulando que células derivadas do coracao
poderiam ser adequadas para regeneragdo miocardica. Espécimes de
biopsia endomiocérdica percutanea foram cultivados em cultura primaria,
revelando sua capacidade de desenvolver células multicelulares semelhantes
ao estroma ap06s varios dias. Células ao redor dos explantes foram coletadas
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para produzir uma populacdo heterogénea de células cardiacas com
propriedades de células-tronco clonogénicas, denominadas células derivadas
da cardiosfera (CDCs)?*3!. Quando as CDCs foram injetadas no miocardio
infartado de camundongo, rato ou porco, eles observaram melhora da funcéo
cardiaca e redugéo do volume da cicatriz3'-35,

Apesar dos resultados promissores em modelos animais, 0 ensaio
clinico Intracoronary ALLogeneic heart STem cells to Achieve Myocardial
Regeneration (ALLSTAR), que avaliou a administracdo intracoronaria de
CDCs alogénicos em pacientes, mostrou melhora nos volumes diastélico final
e sistolico final do ventriculo esquerdo, mas nao melhorou a fragéo de ejecao
ou o tamanho da cicatriz em relagdo ao placebo em 6 meses®*3¢. Outro ensaio
clinico em humanos, CADUCEUS (Cardiosphere-Derived Autologous Stem
Cells to Reverse Ventricular Dysfunction) administrou CDCs autélogos por
infusdo intracoronaria em pacientes com IM agudo. Os resultados
identificaram melhora no tamanho da cicatriz e na espessura da parede
radiograficamente, mas nenhuma alteracdo significativa nos volumes
diastolico final ou sistélico do ventriculo esquerdo ou na fracéo de ejecdo3"8.

2.4 Musculo esquelético

Os mioblastos — ou células satélites — apresentam varias
propriedades interessantes para uso clinico: origem autéloga, facilidade de
expanséo in vitro, diferenciacdo exclusiva em células de fibras musculares e
alta resisténcia a isquemia®. Estudos descreveram a eficacia do transplante
intramiocardico de mioblastos esqueléticos autélogos em modelos animais de
insuficiéncia cardiaca (IC) isquémica, com melhora funcional e evidéncia
histoldgica de diferenciacdo de mioblastos em miotubos**-*3. Desde o primeiro
transplante clinico de mioblastos, realizado em 20013, varios ensaios clinicos
de fase | foram desenvolvidos, envolvendo, principalmente, doenga cardiaca
isguémica crénica com células mioblasticas injetadas em regides de cicatriz*+
49

Menasché et al®® implantaram mioblastos esqueléticos autélogos na
area de cicatriz pés-infarto de pacientes submetidos a enxerto de
revascularizacdo da artéria coronéaria. Cinco meses depois, houve evidéncia
de contracdo e viabilidade na cicatriz enxertada na ecocardiografia e
tomografia por emissao de positrons. Porém, no estudo de acompanhamento
de Hagege et al*, cinco de nove pacientes desenvolveram taquicardias
ventriculares (TV) apds o transplante de células.

Posteriormente, Menasché et al*° concluiram um estudo multicéntrico
de fase Il — conhecido como — Myoblast Autologous Grafting in Ischemic
Cardiomyopathy (MAGIC) — que incluiu 120 pacientes. Nele, os pacientes
foram separados em grupo de células placebo, dose baixa e dose alta,
indicando que o transplante de mioblastos esqueléticos ndo melhorou a
funcgéo cardiaca e mostrou maior incidéncia de eventos arritmicos. Apesar da
controversa melhora na funcdo cardiaca, a aplicacdo de mioblastos
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esqueléticos para regeneracao cardiaca € limitada pelo efeito adverso das
arritmias.

2.5 Células-tronco embrionarias e pluripotentes induzidas e
regeneracao

Nas Ultimas décadas, a medicina regenerativa passou por uma
mudanca drastica do uso de células-tronco adultas para células-tronco
pluripotentes (PSCs). Cardiomidcitos derivados de células-tronco
pluripotentes emergentes (PSC-CMs) com capacidade de proliferacdo
indefinida se tornaram os candidatos ideais para a medicina regenerativa. Os
PSCs sédo caracterizados por autorrenovacdo — a capacidade de proliferar
indefinidamente — e poténcia — a capacidade de se diferenciar em diferentes
tipos de células —, sendo, com isso, 0s principais meios para regeneracao de
tecidos apods lesédo®L.

A derivagdo e caracterizacdo de células-tronco embrionarias
humanas (hESC) da massa celular interna do blastocisto comecou no final da
década de 1990°. A aplicagdo inicial de hESC para transplante cardiaco
utilizou injecdo miocérdica direta de hESCs indiferenciadas, o que levou a
formacdo de teratoma®2. Como resultado, os pesquisadores mudaram seu
foco para o desenvolvimento de novas estratégias para isolar e gerar
progenitores cardiacos derivados de ESC ou cardiomidcitos. Protocolos in
vitro foram estabelecidos para diferenciar ESCs de camundongo e humanas
em células progenitoras cardiacas (CPCs) e/ou cardiomidcitos®54,

Estudos pré-clinicos iniciais avaliaram o efeito do transplante de
CPCs e/ou cardiomiocitos em modelos de isquemia aguda e cronica. Os
resultados mostraram efeitos benéficos em modelos isquémicos agudos e
subagudos®®®, porém, nenhum beneficio foi observado em modelos de
isguemia cronica®” %8, Alguns pesquisadores também utilizaram hiPSC-CMs
incorporados em uma lamina epicéardica para transplante em um modelo de
IM suino e mostraram efeitos benéficos de longo prazo, mesmo um més apos
o |M59’60.

Um desafio adicional do transplante celular é o desenvolvimento de
arritmias fatais logo apds o procedimento. A maioria dos estudos pré-clinicos
em primatas ndo humanos e porcos revelou o desenvolvimento de arritmias
apoés a administragéo intramiocérdica de cardiomiécitos derivados de PSC. A
origem dessas arritmias pode ser a contamina¢éo das células transplantadas
com células marcapasso (automaticidade) ou a falta de integracdo dessas
células no miocardio do hospedeiro devido a sua imaturidade. Arritmias
ventriculares transitérias devido a células transplantadas dificultam a
aplicacdo clinica de cardiomiécitos derivados de PSC na medicina
regenerativa®®52,

No Transplantation of Human Embryonic Stem Cell-derived
Progenitors in Severe Heart Failure (ESCORT)® — um dos primeiros ensaios
clinicos —, progenitores cardiacos derivados de ESC humanos (CD15 * Is-1 ¥)
foram incorporados em uma matriz de fibrina e aplicados pericardicos durante
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0 enxerto de revascularizagdo do miocardio (CABG) em pacientes com
histérico de IM (menos de 6 meses) e fragcao de ejecao do ventriculo esquerdo
prejudicada (FEVE < 35%). 100% dos pacientes apresentaram melhora leve
da funcado cardiaca, com apenas um paciente desenvolvendo arritmias. O
beneficio clinico da cirurgia de CABG concomitante, no entanto, impactou a
interpretacdo deste estudo. Uma diferenca importante entre os modelos pré-
clinicos e este estudo clinico foi 0 método de administracdo de células,
indicando que o modo de administracdo desempenha um papel fundamental
ndo apenas na retencdo celular (efeito de longo prazo), mas também na
arritmogenicidade da terapia baseada em células.

3. TERAPIA BASEADA EM CELULAS E DOENGCAS
CARDIOSVASCULARES
3.1 Infarto agudo do miocardio

A aplicacdo da terapia baseada em células na medicina clinica
comecou em grande parte com ensaios investigando IAM. O objetivo era usar
a infusdo intracoronaria de células-tronco como um complemento a
intervencgdo coronéria percutanea para limitar a necrose dos cardiomidcitos e
prevenir a progressdo para IC, uma estratégia também conhecida como
cardioprotecdo. Os produtos mais comumente usados nesse caso Sao as
células mononucleares da medula 6ssea (BMMNCSs), coletadas de pacientes
de 1 a 12 dias ap0s a intervencdo coronaria percutanea e administradas no
mesmo dia. As BMMNCs tém a vantagem de ndo exigir expansao da cultura
e podem ser coletadas, isoladas e reinfundidas rapidamente®*.

Os primeiros ensaios Transplantation of Progenitor Cells and
Regeneration Enhancement in Acute Myocardial Infarction (TOPCARE-
AMI®® e Bone Marrow Transfer to Enhance ST-Elevation Infarct
Regeneration (BOOST)®” avaliaram BMMNCs administradas, em media, 5
dias apés um IAM. Ambos os ensaios relataram melhorias nha FEVE nos
grupos tratados com BMMNC durante um curto periodo de acompanhamento
(4 a 6 meses), além de melhorias relacionadas diretamente & remodelacdo
cardiaca, incluindo reducéo do tamanho do infarto, estimulando o entusiasmo
pela terapia com BMMNC. Considera-se, no entanto, que o TOPCARE-AMI
nao incluiu um grupo de controle e, embora o ensaio BOOST tenha
comparado pacientes tratados com células a pacientes de controle que
receberam o padrdo de tratamento, este estudo foi aberto, pois os pacientes
de controle ndo passaram por nenhum procedimento adicional. Os ensaios
Leuven-AMI®® e FINCELL®® (estudo Finish Stem Cell), que foram duplo-
cegos, também relataram melhorias na FEVE em resposta a infusdo de
BMMNC.

O estudo The Reinfusion of Enriched Progenitor Cells and Infarct
Remodeling in Acute Myocardial Infarction (REPAIR-AMI)", um ensaio
clinico de fase lll, duplo-cego e controlado por placebo, € 0 maior ensaio
clinico para IAM até o momento e foi projetado para avaliar a eficicia das
BMMNCs. Este estudo randomizou pacientes para receber células ou
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placebo de 3 a 7 dias apds o IAM. Em 4 meses, a FEVE foi significativamente
melhorada em uma média de 5,5% no grupo BMMNC em comparagédo com
apenas 3,0% no grupo placebo. Em 1 ano, o composto de morte, IM e
necessidade de revascularizacéo repetida foi menor no grupo BMMNC™, e
esse efeito na mortalidade, mas ndo na melhora da FEVE, foi mantido em 5
anos’?.

Apesar das descobertas, outros ensaios produziram resultados
contraditérios, moderando as expectativas relacionadas as BMMNCs. Os
ensaios multicéntricos, duplo-cegos e controlados por placebo TIME™ e
LateTIME", realizados por pesquisadores da Cardiovascular Cell Therapy
Research Network (CCTRN) ndo encontraram melhorias na FEVE, volumes
do VE ou movimento da parede, conforme medido por cMRI, entre 0s grupos
BMMNC e placebo. O acompanhamento de dois anos dos 120 pacientes do
estudo TIME ndo mostrou melhorias em relagéo ao placebo na fun¢éo do VE,
conforme medido por ressonancia magnética cardiaca’™.

O estudo Swiss Multicenter Intracoronary Stem Cells Study in Acute
Myocardial Infarction (SWISS AMI)™, que analisou a administracdo de
BMMNC em 2 intervalos p6s-IAM (5 a 7 dias e 3 a 4 semanas) em 192
pacientes, ndo encontrou nenhuma diferenca na funcdo cardiaca, volumes
cardiacos ou tamanho da cicatriz em comparacdo com os controles. O estudo
BOOST-27% examinou o efeito da administracdo de BMMNCs 1 a 2 dias ap6s
a intervencao coronaria percutanea em 153 pacientes e ndo conseguiu repetir
0os resultados positivos encontrados no estudo BOOST original. Os
pesquisadores compararam doses altas e baixas de placebo, BMMNCs e
BMMNCs irradiadas com radiacdo y. O ultimo grupo foi adicionado, pois a
radiacdo y inibe a mitose e previne a diferenciacdo de células-tronco,
permitindo testar se a mitose é necessaria para. Ndo houve diferenca na
FEVE, volumes do VE ou massa da cicatriz em 6 meses entre nenhum dos
grupos.

O ensaio randomizado, duplo-cego e controlado por placebo
investigando BMMNCs para IAM, o ensaio MiHeart/AMI""também n&o
observou melhora nos marcadores de remodelacdo do VE ou FEVE. Embora
0 REPAIR-AMI tenha registrado melhora em endpoints clinicos rigidos, a
meta-analise de dados individuais de pacientes e dados agregados de
ensaios de controle randomizados em IAM ndo encontraram beneficios da
terapia celular intracoronaria em eventos clinicos ou FEVE™®,

Considerando-se que as BMMNCs sdo uma populacdo néo
selecionada, a subpopulacéo selecionada de progenitores endoteliais CD34+
também foi avaliada como terapéutica para IAM, devido & sua capacidade
angiogénica aumentada’™. O estudo The NBS10 Versus Placebo Post ST
Segment Elevation Myocardial Infarction (PreSERVE-AMI)®°, o maior estudo
de células-tronco para IAM, examinou células CD34+ isoladas da medula
0ssea em comparacdo com placebo. Em um ano, a terapia celular nédo
melhorou a FEVE ou a perfusdo miocérdica em repouso. Porém, quando os
ajustes foram feitos para a duracdo da isquemia, houve uma melhora
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dependente da dose na FEVE, tamanho do infarto e sobrevivéncia, indicando
gue esta populagédo purificada de células pode exercer efeitos benéficos.

Os primeiros ensaios em IMA sdo marcados por um grande grau de
heterogeneidade, destacando a importancia do rigor e das técnicas
padronizadas em ensaios clinicos. O manuseio e o isolamento das células
variaram muito entre os ensaios, 0 que impacta o nimero total de células, as
unidades formadoras de colénias e a capacidade migratoria. Essas
descobertas destacam ainda mais a heterogeneidade das BMMNCs e o
impacto de diferentes meios de isolamento e armazenamento em sua
atividade biolégica. Também apoiam a necessidade de ensaios para
determinar a funcdo das células antes de seu uso em ensaios clinicos, um
conceito que ainda nao chegou a pratica. Os ensaios futuros devem aderir a
técnicas rigorosas de manuseio de células que sejam claras e reprodutiveis®®.

As técnicas de imagem também variaram entre os estudos. Nos
primeiros ensaios positivos, a FEVE e a funcdo cardiaca foram avaliadas
usando ventriculografia esquerda ou ecocardiografia, ambas repletas de
problemas de variabilidade e precisdo inter-observador. A ressonéncia
magnética cardiaca é considerada o padrdo ouro para imagens cardiacas,
devido a sua maior precisdo e capacidade de medir tecido cicatricial com o
uso de realce tardio de gadolinio®. Em uma meta-analise de ensaios de IAM,
a FEVE foi significativamente melhorada pela terapia BMMNC em estudos
usando ecocardiografia ou ventriculografia esquerda, mas ndo naqueles que
usaram tomografia computadorizada por emissdo de féton Unico ou
cMRI®. Outra meta-andlise usando apenas resultados de cMRI ndo mostrou
beneficio significativo da administracdo de BMMNC apés IAM na FEVE,
volumes de VE ou tamanho do infarto®. Essas descobertas sdo consistentes
com ensaios mais recentes usando ressonancia magnética cardiaca, que nao
conseguiram mostrar um beneficio de BMMNCs”378,

Varios de experiéncia clinica forneceram licbes importantes. A
consisténcia na medicdo de pontos finais melhorou, com a maioria das
investigacBes adotando ressonéncia magnética cardiaca para avaliacdo
anatémica e funcional. Da mesma forma, a padronizacdo em técnicas de
isolamento e manuseio de células foi defendida por consércios como o
CCTRN. Com essas melhorias, 0s ensaios mais recentes usando BMMNCs
para IAM ndo conseguiram mostrar nenhum beneficio. E possivel que o
ambiente pés-infarto inflamatério e hipdxico possa ser letal para a maioria das
células transplantadas, limitando sua sobrevivéncia e eficacia reparadora®
84

BMMNCs ndo demonstraram muita efichcia em ensaios mais
recentes, o que levou a esforcos para encontrar tipos de células mais
eficazes, e MSCs parecem ser bons candidatos. De fato, ensaios que avaliam
outros tipos de células, como células mononucleares da medula éssea
alogénicas para |AM produziram resultados promissores. Hare et
al®s relataram que a administragdo intravenosa de células mononucleares da
medula Ossea alogénicas foi segura e reduziu episodios de taquicardia
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ventricular e melhorou a FEVE, especialmente em pacientes com IM anterior.
Gao et al®¥’, por sua vez, randomizaram 116 pacientes para tratamento com
placebo intracorondrio ou células mononucleares da medula 6ssea derivadas
do corddo umbilical (UC-MSC) de 5 a 7 dias ap6s IAM e notaram reducdes
no tamanho da cicatriz e um aumento médio na FEVE absoluta de 7,8% (5%
maior do que no placebo).

3.2 Angina refrataria

A angina refrataria € um problema crescente entre sobreviventes de
eventos cardiacos isquémicos, contabilizando até 1,8 milhGes de pacientes
somente nos Estados Unidos. Esses pacientes clinicamente desafiadores,
muitas vezes, ndo sao elegiveis ou ndo se beneficiam de revascularizacéo
adicional devido a doenca microvascular, além de existirem poucos
tratamentos eficazes disponiveis para seus sintomas®®. As células-tronco séo
uma opcao terapéutica nesses casos, pois estimulam a neoangiogénese para
melhorar a perfusdo®. BMMNCs foram utilizadas nessa populacdo de
pacientes, por meio de infusdo coronaria ou injecdo transendocardica de
células-tronco (TESI). Da mesma forma, populacdes purificadas de células
CD34+ e CD133+ foram testadas, devido a sua capacidade de angiogénese
e perfusdo melhorada’. Losordo et al® avaliaram o potencial da injecéo
endomiocérdica de uma dose baixa ou alta de células progenitoras
circulantes CD34+ versus placebo em 167 pacientes com angina refrataria. A
frequéncia de angina foi significativamente menor no grupo tratado com
células em comparacdo com o grupo placebo apés 12 meses (6,3 versus 11
eventos/semana, respectivamente). Além disso, houve uma melhora
importante na tolerancia ao exercicio nos pacientes que receberam a dose
menor de células.

O estudo Efficacy and Safety of Targeted Intramyocardial Delivery of
Auto CD34+ Stem Cells for Improving Exercise Capacity in Subjects With
Refractory Angina (RENEW)® foi inicialmente planejado como um estudo de
fase Il para avaliar a eficacia de células CD34+ autdlogas isoladas do sangue
periférico. O estudo ficou aquém da projecéo de 444 pacientes inscritos, em
decorréncia do encerramento por consideragfes financeiras, inscrevendo
apenas 112 pacientes. Apesar do tamanho pequeno, os resultados
registraram melhorias no tempo total de exercicio em relagdo ao placebo em
trés meses e na frequéncia de angina em seis meses em pacientes que
receberam injecdes de células endomiocardicas em comparagdo com
nenhuma intervencdo. Nao houve melhora significativa no tempo de exercicio
nos pacientes tratados com células em 6 e 12 meses.

Uma analise agrupada em nivel de paciente de 304 pacientes de trés
ensaios clinicos randomizados, duplo-cegos e controlados por placebo de
TESI de células CD34+, por sua vez, verificou que a terapia resultou em
melhorias clinicamente significativas e duradouras (até 12 meses) no tempo
total de exercicio e na frequéncia de angina. Além disso, houve reducéo da
mortalidade na populacéo tratada em 24 meses®.
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Outra meta-andlise de seis ensaios clinicos usando células-tronco
para angina refrataria apoia a terapia com células CD34+, pois reduz o
nimero de episédios de angina e melhora a tolerdncia ao exercicio e a
perfusdo miocéardica. Considerando todos os dados conjuntamente, esses
estudos indicam que a terapia com células CD34+ pode fornecer uma solucao
clinicamente significativa nessa populacdo de pacientes, mesmo sem
evidéncias definitivas de reducéo da mortalidade de um Gnico ensaio®'.

3.3 Cardiomiopatiaisquémica

A doenga cardiaca isquémica é atualmente uma das principais
causas de morte no mundo. Apos o IM, a extensdo da lesdo se correlaciona
com o grau de remodelacdo cardiaca, que por sua vez € o substrato para
insuficiéncia cardiaca (IC) e morte cardiaca subita. Como a medicina
regenerativa cardiaca visa reparar a lesao tecidual e restaurar a funcéo do
miocardio danificado, ela representa um tratamento potencialmente curativo,
em vez de paliativo, para a cardiomiopatia isquémica (CMI) crbnica. Por se
tratar de um disturbio crénico, a DCI permite tempo para a coleta, purificacdo
e expansao in vitro de células autdlogas. Portanto, os ensaios em CMI s&do
relevantes, pelo uso de uma gama mais diversificada de tipos de células,
incluindo subpopulaces purificadas e expandidas em cultura de BMMNCs
(como MSCs) e a introducéo de células de segunda geracéo. Além disso, as
licdes aprendidas com grandes ensaios clinicos de produtos farmacéuticos
para IC encorajaram a ampliacdo dos pontos finais substitutos avaliados para
incluir funcdo e anatomia cardiacas, qualidade de vida e capacidade
funcional®2.

A aplicacao clinica da terapia celular para DCV comec¢ou no cenario
da CMI em 2001, com o transplante de mioblastos esqueléticos em miocérdio
danificado no momento do enxerto de revascularizagdo da artéria
corondria®®. Apesar do entusiasmo inicial por essas células e sua suposta
capacidade de enxertar e funcionar dentro do miocardio doente, elas foram
abandonadas devido ao aumento de taquiarritmias ventriculares e a falta de
eficacia®. Essas células ndo tém expressdo de juncdo comunicante apos a
diferenciacé@o, impedindo assim o acoplamento elétrico aos cardiomidcitos
residentes e aumentando a propensao a arritmias®.

3.4 Cardiomiopatia dilatada ndo isquémica

Cardiomiopatia dilatada nado isquémica (CMDNI) é uma sindrome
grave e progressiva que demanda urgentemente tratamentos alternativos.
Embora menos prevalente em relagdo a CMI, a CMDNI atualmente € o
principal diagnostico entre receptores de transplante cardiaco adulto®. Em
contraste a CMI, a CMDNI é caracterizada por um componente imunolégico
significativo, uma menor carga de cicatriz e uma maior proporcdo de
miocardio viavel disfuncional (MVD), que € um alvo terapéutico potencial para
terapias baseadas em células. Usando ressonancia magnética cardiaca para
medir a extensdo da cicatriz e MVD, Bello et al®® descobriram que a
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quantidade de MVD é um preditor independente de melhorias na FEVE,
pontuacdo de movimento da parede e indice de volume sistélico final do
ventriculo esquerdo (LVESVI). Como a terapia com células-tronco e
progenitoras funciona, pelo menos em parte, devido a sinalizacéo
imunomoduladora, a reversdo da disfuncdo miocardica € uma meta mais
atingivel do que a substituicdo da cicatriz, tornando a CMDNI em principal
condicdo para a aplicacéo de terapias baseadas em células.

A aplicacéo clinica de terapias baseadas em células para CMDNI
certamente estd em um estagio inicial de desenvolvimento em comparacao
com IMA e CMI. Porém, a quantidade de ensaios que avaliam células-tronco
nessas populacbes tem aumentado rapidamente, obtendo resultados
promissores. BMMNCs foram as primeiras células testadas nessa populacéo,
com os ensaios Transplantation of Progenitor Cells and Recovery of Left
Ventricular Function in Patients With Non Ischemic Dilatative (TOPCARE-
DCM)®%, Autologous Bone Marrow Cells in Dilated Cardiomyopathy
(ABCD)®® e MiHeart®, produzindo resultados conflitantes.

Os ensaios de tratamento com células CD34+ observaram melhorias
mais consistentes na FEVE192 No entanto, a patogénese da CMDNI
nesses ensaios variou amplamente, com alguns deles incluindo apenas
aqueles com patogéneses idiopaticas®1% e outros, principalmente, pacientes
com CMDNI viral'® ou induzida por Chagas'®. Independentemente da
patogénese, uma meta-analise de ensaios clinicos randomizados de terapia
baseada em células em cardiomiopatia dilatada (CMD) descobriu que a
terapia celular derivada da medula 6ssea melhorou a FEVE em um ano em
3,53%, mas ndo alterou significativamente os volumes das cadmaras ou a
capacidade funcional do paciente®.

Ao contrario da CMI — na qual a terapia baseada em células
normalmente registra apenas melhorias modestas na FEVE e mudancas mais
marcantes na remodelacéo reversa —, 0 maior impacto na FEVE visto em
ensaios de CMDNI pode ser resultado de MVD mais abundante. Em ambas
as cardiomiopatias, a inflamagdo desempenha um papel importante na
formagcdo e manutencdo de MVD, portanto, células-tronco com maiores
efeitos anti-inflamatérios, como MSCs, podem ser mais benéficas para essa
populagdo, conforme sugerido por 2 ensaios usando MSCs que relataram
melhorias marcantes na FEVE!031%,

O estudo Percutaneous Stem Cells Injection Delivery Effects on
Neomyogenesis in Dilated Cardiomyopathy (POSEIDON-DCM)® ¢ (nico
entre os estudos para CMDNI, pois comparou o efeito terapéutico de
BMMSCs alogénicas e autblogas. Trinta e sete pacientes com CMDNI
idiopatica foram alocados aleatoriamente 1:1 para receber TESI de MSCs
alogénicas ou autélogas. Aos 12 meses, a FEVE melhorou de 27% para 35%
no grupo alogénico, mas ndo melhorou significativamente no grupo autélogo.
Essa melhora marcante na FEVE ndo foi acompanhada por reducdes
significativas nos volumes do VE, sugerindo que a remodelacéo reversa nao
€ o principal meio de melhora funcional cardiaca nesse caso.
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Importante ressaltar que o tratamento com MSC levou a declinios
substanciais e sustentados nos niveis de TNF-a, que foram reduzidos em
maior extensdo pela terapia alogénica do que pela autdloga. Além disso, o
6MWD no grupo alogénico melhorou significativamente mais do que no grupo
autélogo, e a taxa de hospitalizacao por todas as causas e a incidéncia de
eventos cardiacos adversos relevantes foram significativamente menores no
grupo alogénico. Este estudo confirma a baixa imunogenicidade de MSCs
alogénicos e apoia sua superioridade sobre MSCs autdlogos, devido,
provavelmente, a bioatividade reduzida entre células autélogas e ao
envelhecimento e comorbidades. Embora esses resultados sejam positivos,
o0 estudo é limitado pela falta de um grupo de controle e requer comprovacao
em um estudo maior®3,

No estudo piloto de Butler et al*’’”, BMMSCs foram isoladas de
doadores saudaveis e cultivadas em condi¢es hipoxicas, o que melhora sua
capacidade migratéria e secretora. Elas foram entregues a 22 pacientes com
CMDNI. Considerando-se que a inflamacdo é um dos principais
impulsionadores do agravamento da IC e resulta em niveis sistémicos
elevados de marcadores inflamatorios, incluindo TNF-0l os autores
levantaram a hipotese de que a administracdo intravenosa produziria
beneficios cardiacos para pacientes com CMI. Embora nenhuma melhora na
anatomia ou funcéo do VE tenha sido observada, as pontuaces de 6MWD e
QoL melhoraram significativamente em resposta ao tratamento, mesmo com
0 pequeno tamanho da amostra. Este estudo também observou mudancas
na porcentagem de células imunes, semelhantes aos ensaios POSEIDON-
DCM!% e TRIDENT!® e reducBes no TNF-a sistémico em resposta ao
tratamento celular.

4. DESAFIOS ATUAIS E DIRECOES FUTURAS

Em relacdo ao futuro das terapias celulares para doencas cardiacas,
isso certamente depende dos resultados de ensaios clinicos usando
cardiomiécitos derivados de células-tronco pluripotentes (PSCs). Mesmo com
essas células, as barreiras a serem superadas ndo sdo simples. A primeira é
a rejeicdo imunolégica, e para isso estdo sendo organizados biobancos
nacionais de células células-tronco pluripotentes induzidas (iPS) homozigotas
(triplas ou quintuplas). Embora isso possa ndo impedir a rejei¢do imunoldgica
completamente, é capaz de reduzir a necessidade de supressao imunoldgica.
Também ha grupos trabalhando na producdo uma linhagem celular iPS
universal por meio da exclusdo genética das principais moléculas HLA,

O segundo obstaculo que essas terapias enfrentam é o custo, sendo
a disponibilidade de uma célula iPS universal capaz de reduzi-lo de forma
significativa. A proxima barreira € o enxerto e a sobrevivéncia das células
injetadas. Foi demonstrado que cardiomidcitos derivados de células PS
humanas e de macaco injetadas em coracdes de primatas ndo humanos
sobreviveram por pelo menos trés meses, mas as células enxertadas nao
apresentaram um fenétipo de cardiomidcito maduro e, embora acopladas ao
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miocardio nativo, conforme demonstrado pela propagacao de ondas de
calcio entre o miocéardio doador e o hospedeiro, 0os animais apresentaram
arritmias transitérias apds o transplante de células de cardiomiécitos
embrionarios humanos ou derivados de iPS de macaco!'%112,

O fendétipo imaturo dos cardiomidcitos injetados foi sugerido como a
possivel causa das arritmias e grande esforco foi feito para derivar
cardiomidcitos com um fenétipo maduro*®114, Alternativas como cultura de
longo  prazo, engenharia de tecidos tridimensional, carga
mecanica, estimulagdo elétrica, modulacdo da rigidez do substrato e
tratamento com fatores neuro-hormonais foram usadas para obter um
fendtipo mais maduro*®. Além disso, o transplante de remendos de andaimes
artificiais ou naturais contendo as células est4 sendo testado atualmente,
assim como a injecdo de esferoides de cardiomiocitos derivados de
iPS'5, Mas todas essas alternativas s6 serdo Uteis se as células injetadas
atuarem substituindo os cardiomidcitos perdidos por lesdo, ou seja, se 0
mecanismo de acdo da terapia celular proposta for a substituicdo celular'®*
115

Grupos distintos também propuseram o uso de vesiculas
extracelulares (EVs) de progenitores de cardiomidcitos derivados de
PSCs!® ou de cardiomidcitos projetados em um patch de hidrogel*'” como
uma alternativa aos cardiomiécitos derivados de PSCs, em modelos pré-
clinicos de doenca cardiaca isquémica. O uso dessas terapias acelulares
oferece muitas vantagens sobre as celulares, como disponibilidade pronta
para uso, escala de fabricacdo, custo e evaséo imunoldgicals117,

No entanto, 0 uso e 0 sucesso das terapias acelulares dependem, em
Ultima andlise, do mecanismo de a¢éo das terapias celulares. A esse respeito,
recentemente foi realizado um experimento que injetou cardiomidcitos
derivados de PSC, contendo um gene de troponina reguladora desativado.
Os cardiomidcitos injetados foram incapazes de contribuir com unidades de
contragcdo adicionais em coracdes de primatas ndo humanos lesionados.
Porém, os cardiomiécitos ndo contrateis apresentaram o mesmo efeito na
melhora da fun¢éo cardiaca que os do tipo selvagem, sugerindo assim um
mecanismo paracrino de acdo das células injetadas ou de suas vesiculas
extracelulares. Terapias combinadas, usando diferentes tipos de células
derivadas de PSC ou de suas vesiculas extracelulares, também foram
examinadas. Em coragbes suinos, grandes manchas de fibrina
contendo musculo cardiaco, muasculo liso e células endoteliais derivadas
de PSC humana melhoraram a funcdo cardiaca e o tamanho da cicatriz
avaliados por ressonancia magnética®*8,

Lou et al'*® relataram que adesivos contendo todos os quatro tipos de
células presentes no coracdo — cardiomidcitos, células endoteliais, células
musculares lisas e fibroblastos derivados de PSC humana — s&o mais
eficazes na restauracdo da funcéo cardiaca e na reducdo do tamanho da
cicatriz em coragfes de camundongos infartados do que adesivos contendo
menos tipos de células. Exossomos derivados de cardiomidcitos, células
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musculares lisas e células endoteliais geradas de PSC humana mostraram-
se igualmente eficazes a terapia combinada usando os trés tipos de células
em coragées suinos infartados**.

5. ALEM DAS TERAPIAS CELULARES

Outros produtos medicinais de terapia avancada estdo sendo
desenvolvidos para o tratamento de doencas cardiacas isquémicas e nao
isquémicas. Eles envolvem alteracbes genéticas de células residentes
usando terapias genéticas. Uma abordagem promissora para doencgas do
coracao que levam a substituicdo de cardiomidcitos por tecido cicatricial € a
reprogramacdo direta de fibroblastos em cardiomidcitos tanto in
vitro quanto in vivo, conforme proposto pela primeira vez pelo grupo de
Srivastava!?%12!,

Para converter fibroblastos cardiacos ou dérmicos em cardiomidcitos,
foram usados trés fatores de transcricdo (Gata4, Mef2c e Thx5), mostrando
gque a administracdo retroviral dos fatores diretamente no coracdo do
camundongo lesionado poderia reduzir a area da cicatriz e melhorar a funcao
cardiaca'?'. Usando uma abordagem baseada na regulagdo de fatores do
ciclo celular, o grupo mostrou que a superexpressao da cinase dependente
de ciclina 1 (CDK1), CDKA4, ciclina B1 e ciclina D1 induziu eficientemente a
divisdo celular em cardiomiocitos pds-mitdticos de camundongos, ratos e
humanos. Além disso, 15% a 20% dos cardiomidcitos adultos que expressam
0s quatro fatores passaram por divisdo celular estavel, com melhora
significativa na funcdo cardiaca apds infarto agudo ou subagudo do
miocardio?2.

O advento da tecnologia CRISPR (Clustered Mostly Interspaced
Short Palindromic Repeats)-Cas permitiu reescrever o cédigo genético e,
assim, tratar vérias doencgas corrigindo ou removendo mutagfes prejudiciais
ou introduzindo alteragBes protetoras no genoma do paciente. Todas as
doengas cardiovasculares monogénicas poderiam ser potencialmente
curadas por essas técnicas. Elas incluem um amplo espectro de doencas
hereditarias que abrangem cardiomiopatias dilatadas e hipertréficas,
sindromes de QT longo e Marfan, hipertenséo pulmonar familiar e distrofias
musculares. Melhoras na entrega dos agentes terapéuticos ao coragéo
ou vasculatura e na eficiéncia do processo de edi¢do fardo com que essas
terapias facam parte do cenario clinico!?3125,

Na verdade, um ensaio clinico CRISPR-Cas9, interrompendo a
transtirretina (TTR) no figado, foi conduzido para tratara
amiloidose TTR, uma doenca fatal que afeta os nervos e o coragéo, devido
ao acumulo de fibrilas amiloides da proteina TTR mal dobrada. Uma
Unica injecdo intravenosa do agente terapéutico reduziu os niveis de TTR em
87% nos pacientes tratados com altas doses, fornecendo prova de conceito
de que a interrupcéo direcionada de genes in vivo em humanos € viavel'?¢,

Outros exemplos deinterrupcdo genética para atingir efeitos
terapéuticos envolvem aablacdo genética de enzimas relacionadas
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ao metabolismo do colesterol de lipoproteina de baixa
densidade, como PCSK9, por um editor de base CRISPR. Uma pequena
porcentagem da populacéo tem baixos niveis de colesterol devido a perda de
mutacdes de funcdo nesta enzima e isso ndo parece causar nenhum
problema relacionado a salde, tornando esta terapia de dose Unica uma
alternativa ao uso continuo de estatinas, siRNA ou anticorpos para prevenir o
colesterol alto, especialmente na hipercolesterolemia familiar?’.

A distrofia muscular de Duchene (DMD), uma doenca recessiva
ligada ao cromossomo X que atrofia muscular e afeta o coragéo, também
pode se beneficiar de técnicas de interrupcdo genética. Embora a interrupcao
genética possa ser possivel no coracdo adulto, a correcdo de mutacdes
pontuais pela tecnologia CRISPR-Cas envolve reparo direcionado por
homologia (HDR) para permitir que um modelo de reparo corrija 0 gene
mutado. Porém, o HDR requer que as células estejam na fase S ou G2 do
ciclo celular e, como os cardiomiécitos sdo células pds-mitéticas, ele nao
funciona. Nesses casos, editores de base, que ndo causam quebras de fita
dupla no DNA, podem ser usados para reescrever o genoma. Por exemplo,
se uma mutacdo pontual que causa DMD for conhecida, editores de base
podem ser usados para corrigir a mutac&o Unica no gene!?®12¢,

Outras doencas cardiacas monogénicas também foram tratadas
usando edicao de genoma. A mutacdo patogénica da sindrome de Marfan no
gene FBN1 foi corrigida pela edi¢cdo de base em embriGes humanos com alta
eficiéncia e sem efeitos fora do alvo detectados!®°. A cardiomiopatia
hipertréfica também foi corrigida em embribes de camundongos e
cardiomiécitos humanos usando editores de base sem edicao fora do alvo,
corrigindo mutacdes nos genes MYH6 e MYH7 (cadeia pesada de
miosina)!3:13%2, Outro uso das ferramentas CRISPR tem sido o uso da
enzima Cas9 morta (uma enzima nao funcional) acoplada a repressores de
transcricdo ou ativadores de transcricdo para diminuir ou aumentar a
expressdo génica. Em cardiomiécitos derivados de iPS humanos que
concentram uma mutacdo no gene CALM2 da calmodulina, que leva ao
prolongamento do intervalo QT, a repressao de CALM2 usando um dCas-
KRAB restaurou a duracdo do potencial de acdo e a inativacdo célcio-
calmodulina da corrente de célcio do tipo L%,
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