Editorial

Pesquisa Basica na Terapia Celular -

Luxo ou Necessidade?

Hans Fernando Rocha Dohmann
Rio de Janeiro, RJ

Aterapia celular é uma idéia inovadora, com uma enorme perspec-
tiva de contribuir para o tratamento de cardiopatas agudos e croni-
cos. Foi a partir de resultados promissores dos primeiros estudos
experimentais, que foram iniciados os estudos clinicos em humanos.

Estudos experimentais iniciais e, posteriormente, ensaios cli-
nicos levantaram varias hipoteses, entre elas a de que o mecanis-
mo fundamental pelo qual a neovascularizagao aumentaria o de-
senvolvimento da rede de colaterais seria através do fornecimento
de citoquina suplementar a individuos, que devido a idade avanga-
da, diabetes, hipercolesterolemia e outras circunstancias, ainda
nao definidas, seriam incapazes de aumentar a expressao de
citoguinas em resposta a isquemia tecidual. Apresentaram também
a hipotese de que a administragao de citoquina claramente repre-
sentaria, somente, um aspecto da intervencao terapéutica.

As implicacoes terapéuticas dos fatores de crescimento angio-
génicos foram identificadas ha 2 décadas pelos estudos pioneiros
de Folkman e cols., investigacoes posteriores estabeleceram a pos-
sibilidade da utilizagao de formulagdes de fatores de crescimento
angiogénicos recombinantes com o objetivo de desenvolver ou au-
mentar a rede de colaterais em modelos animais de isquemia cronica
miocérdica ou de membro, o que ampliou a &rea de conhecimento
em angiogénese!. A partir desses achados iniciais, diversos estudos
experimentais, utilizando proteina recombinante ou transferéncia
génica de VEGF, FGF-2 e HGF, foram realizados®*.

Os estudos experimentais com células mononucleares da
medula déssea revolucionaram o paradigma de que as células en-
doteliais eram geradas por replicacdo de células endoteliais ma-
duras®®. Asahara e cols. observaram que grande parte das células
envolvidas no processo de angiogénese tinham origem na MO®.
Mais ainda, possibilitaram a descoberta de que ha vasculogénese
na vida adulta, ou seja, que ocorre surgimento de novos vasos na
vida adulta e ndo somente a replicacdo de capilares, a partir de
vasos ja existentes, conceituando o que se sabe, hoje, sobre angio-
génese. Apds essa publicacdo muitas outras se seguiram confir-
mando tais resultados®5.

A utilizagao de células originadas da MO em experimentos de
neovascularizagao conta com literatura consistente, onde jé foram
utilizados modelos de isquemia miocardica aguda e crbnica, con-
duzidos em diversos animais, utilizando a intracoronariana, via
transendocardica e a transepicardica'®?’.

O implante de células-tronco originadas na medula éssea (CT-
MO) foi capaz de melhorar a contracéo e a perfusdo miocérdica
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em modelos animais de infarto miocérdico e isquemia croni-
€a202526:2829 Modelos de membro isquémico em animais também
obtiveram neovascularizagcao bem sucedida, a partir do implante
de células da MO&22,

Quanto a capacidade das CT-MO de regenerarem midcitos,
muito ainda precisa ser esclarecido. A maioria dos estudos expe-
rimentais in vitro e in vivo aponta para as células do estroma da
medula 6ssea, como sendo as principais responsaveis pela
transdiferenciacdo em cardiomidcitos3®3!. Makino e cols. demons-
traram desenvolvimento de cardiomidcitos in vitro a partir de célu-
las mesenquimais de camundongos tratadas com azacitidina®.
Estudos experimentais posteriores em animais demonstraram a
diminuicao da area de fibrose apds o transplante com células
mesenquimais, tratadas com essa mesma droga. Ainda nao esta
claro se tal técnica pode ser reproduzida em seres humanos apesar
desses resultados, uma vez que os efeitos da azacitidina sobre as
propriedades mitogénicas das células, ainda nao estao totalmente
esclarecidos. Os estudos experimentais desenvolvidos por Orlic e
cols. puderam demonstrar, pela primeira vez em 2001, que uma
subpopulacéo de células LincKit™ da medula dssea foi capaz de
regenerar o miocardio in vivo33-3¢, Tais achados abriram um leque
de possibilidades para o uso de células mesenquimais na regene-
ragcao do musculo cardiaco.

Com base nessa vasta gama de informagdes pré-clinicas, a
partir de 2001, diversos ensaios clinicos em humanos foram publi-
cados. O primeiro relato sobre o uso de CT-MO foi apresentado na
Alemanha pelo Dr Bodo Strauer, em agosto de 2001, que realizou
a injecdo de CT-MO por via coronariana em um paciente apds
infarto agudo do miocardio, com seguranca3’:8.

No estudo TOPCARE, também realizado na Alemanha, o uso
de CT-MO e CT selecionadas no sangue periférico por infuséo
intracoronariana, quatro dias apés o infarto agudo do miocardio
em pacientes tratados por angioplastia primaria, sugeriu reducédo
da area de necrose ao final de 4 meses®®. Wallert e cols. publica-
ram em julho de 2004 os resultados do primeiro estudo randomi-
zado em pacientes com infarto agudo do miocardio (BOOST trial),
demonstrando a melhora da fracdo ejecao no seguimento de 6
meses pds implante intracoronariano de CT-MO*.

Em dezembro de 2001, quando ainda n&o havia nenhum anun-
cio de implante transendocardico de células, nosso grupo, inte-
grado pelas equipes do Hospital Pro-Cardiaco, da Universidade
Federal do Rio de Janeiro e do Texas Heart Institute, baseado nos
resultados iniciais do implante intramiocardico de CT-MO em ratos
infartados, através da ligadura da artéria coronaria DA e do implan-
te transendocardico, guiado por cateter NOGA, em cachorros
também infartados com uma técnica semelhante*!*3, conduziu
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um estudo com implante transendocardico por cateter de CT-MO
em 14 pacientes com insuficiéncia cardiaca de etiologia isquémica,
sem possibilidade de revascularizagao miocérdica convencional,
demonstrando melhora dos sintomas e da perfusao miocérdica ao
final de 2 meses*’. Tse e cols. também realizaram transplantes
de CT-MO em pacientes sem possibilidade de revascularizacao,
porém com funcgéo ventricular normal, utilizando cateteres NOGA
e observaram reducao da area de isquemia a ressonancia magné-
tica de perfusdo apds 3 meses.

Outros estudos com implante de CT-MO durante a cirurgia de
revascularizagédo miocérdica, também foram realizados com suces-
s0%%46 confirmando os resultados de estudos experimentais prévi-
os em modelos caninos, de que nao houve nenhuma alteracéo
prejudicial nos coragdes, onde as células-tronco foram injetadas.

Estudos em animais demonstraram que varios tecidos, alem da
medula éssea, possuem células-tronco com grande plasticidade, como
a musculatura estriada esquelética. Teoricamente, as células satéli-
tes do musculo esquelético talvez pudessem ter uma capacidade de
regeneracdo do miocardio superior a das células da medula éssea.

Varios grupos investigaram a hipdtese de que as células saté-
lites do musculo esquelético pudessem se transdiferenciar em
células com propriedades semelhantes as dos miécitos. Isso foi
demonstrado com a realizagdo de cardiomioplastia utilizando o
musculo grande dorsal eletricamente pré-condicionado?’, Resul-
tados promissores também foram obtidos em modelos animais de
ratos, coelhos, cachorros, ovelhas e suinos, demonstrando que
mioblastos implantados em areas do miocardio submetidas a
crioinjuria, adquiriram miotubulos incipientes com posterior de-
senvolvimento de miofibrilas, funcionalmente semelhantes aos
cardiomiocitos adjacentes. Posteriormente pdde ser observada a
melhora da funcéo sistdlica do ventriculo esquerdo em modelos
de ratos infartados submetidos ao implante de mioblastos compa-
rado ao implate de cardiomiocitos fetais.

Apesar da habilidade dessas células do musculo esquelético
sobreviverem em meio ao tecido fibrético, existe grande preocu-
pacao quanto as diferencas biolégicas dessas células em relagao
ao cardiomiécito adulto, que influenciam o sucesso da integragao
dessas células ao miocardio receptor, principalmente no que diz
respeito a formacao de gap junctions e a funcdo dos receptores
dihidropiridinicos®.

A co-cultura de células da musculatura estriada esquelética
com células mesenquimais, conforme proposto por Souza e cols.,
talvez possa trazer uma alternativa as diferengas morfofuncionais
entre mioblastos e cardiomiocitos que resulte em acomplamento
eletromecénico com sucesso.

Menasche e cols. publicaram pela primeira vez, o sucesso do
transplante de mioblastos em pacientes com cardiopatia isquémica
grave’®, durante a cirurgia de revascularizagdo miocardica, de-
monstrando melhora da viabilidade e contratilidade nas areas antes
acinéticas, no seguimento de 5 meses, a despeito do aumento da
incidéncia de arritmias ventriculares malignas*®-!.

A probabilidade do beneficio da terapia celular em estudos
clinicos futuros em humanos deve ultrapassar todos os riscos que
esse tipo de terapia possa oferecer. Tais conclusdes s6 podem ser
inicialmente retiradas através de exaustivos estudos experimen-
tais ja realizados em animais, onde tanto a potencial eficacia
quanto os possiveis riscos tenham sido estabelecidos.

Ja se somam perto de 30 anos de pesquisa basica com terapia
celular, tendo o primeiro estudo publicado em 1975, onde foi investiga-
do o crescimento espontaneo de células da medula éssea em tecido
tumoral®?, e muitas questdes ainda aguardam respostas.

0O modelo ideal de célula tronco a ser injetado ainda é desco-
nhecido, assim como a quantidade e os subtipos celulares essen-
ciais para o bem sucedido e adequado desenvolvimento de angio-
génese e cardiomiogénese. Alternativas concomitantes também
precisam ser investigadas, como a associacao de terapia medica-
mentosa ou modificacdo do microambiente tecidual e/ou celular
por engenharia genética.

Até o presente momento, ainda nao se sabe se a terapia celular
deve ser realizada na fase inicial do infarto agudo do miocérdio,
ou quando o ventriculo esquerdo j& estiver remodelado, ou ainda,
tardiamente, na cardiopatia isquémica avancada. Nao se sabe se
existe algum subtipo celular mais adequado para cada objetivo
terapéutico, seja o de angiogénese ou miogénese ou ambos, ou
se é a interacdo do pool total de células e seu caldo de citocinas
e mediadores inflamatérios com o microambiente tecidual que
determina o caminho da regeneracao tecidual a ser seguido. O
fato é que diversas questdes permanecem a respeito dos mecanis-
mos funcionais dessas células in vivo, assim como da capacidade
dessas células se integrarem elétrica e funcionalmente ao tecido
miocardico. Em se tratando de terapia com mioblatos, estudos
clinicos em seres humanos tém demonstrado grande potencial de
arritmias malignas, talvez sugerindo que haja discordancia entre
as propriedades contrateis e estruturais dessas células em oposi-
¢ao as suas caracteristicas eletrofisioldgicas.

A evidéncia cientifica tanto in vitro quanto in vivo tem de-
monstrado o potencial de diferenciacéo celular das células tronco
e sua capacidade pléastica em animais e, possivelmente, em huma-
nos. Contudo, muito ainda precisa ser esclarecido, a partir de
modelos pré-clinicos até a sua translagédo para modelos de tera-
pia em seres humanos, que sejam seguros e eficazes.

0 avango na pesquisa bésica é de fundamental importancia para
que os estudos em humanos possam ir adiante, com modelos
randomizados, controlados e duplo-cego, de forma a permitir a clara
avaliacao dos possiveis beneficios e de forma réapida e eficiente, dar
o retorno nao somente a sociedade como um todo, mas também e,
principalmente, a populagao de cardiopatas e vasculopatas agudos
ou cronicos, cuja sobrevivéncia numa grande parcela dos casos de-
pende do surgimento de novas modalidades terapéuticas.

Em nossa experiéncia, nao teria sido possivel propor um protoco-
lo em humanos, como foi feito em 2001, com chances adequadas
de sobrepor os beneficios aos riscos, sem as informacdes dos mode-
los experimentais. A opgao entre mioblastos ou células da medula
0ssea, a opcao da via de administragao em relagao ao modelo clini-
co que pretendiamos tratar, a opgéo entre poo/ de células
mononucleares ou separagao de células, enfim, todas opgdes funda-
mentais para o desenho do estudo clinico proposto foram feitas com
base em informacoes colhidas de modelos experimentais desenvolvi-
dos pelo Instituto do Milénio de Bioengenharia Tecidual.

Apesar de todo avango que ocorrido no campo da terapia celular,
fica claro que novas técnicas de administragéo de células devem
estar embasadas em modelos experimentais. Grupos de pesquisa
ao redor do mundo que queiram iniciar sua prépria experiéncia
com terapia celular devem, portanto, reproduzir técnicas ja de-
monstradas como seguras em outras experiéncias clinicas ou de-
senvolver base experimental para tal, como os artigos publicados
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neste nimero. A decisao do momento da passagem para a fase
clinica nao obedece a regra especifica (variando de situagao para
situagcao na dependéncia de diversos fatores), mas sera sempre
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da responsabilidade, que o coordenador do projeto ache razoavel
assumir, desde que respaldado pela sociedade civil, através dos
orgaos competentes para este fim, ou seja, o sistema CEP/CONEP.
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