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tecido do cordao umbilical na regenerag¢ao cardiaca

apos enfarte do miocardio

Application of mesenchymal stem cells from the umbilical cord tissue in
cardiac regeneration after acute myocardial infarction
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A terapia celular tem sido usada recentemente em pacientes com enfarte agudo do miocardio mas os resultados
apontam para uma modesta melhoria da fungao e estrutura do ventriculo esquerdo, devido a limitagdes do produto
celular e a grande variabilidade de dose, muitas vezes sub-terapéutica. As células estaminais mesenquimais
derivadas do tecido do corddo umbilical, quando administradas no miocardio de murganhos submetidos a enfarte do
miocardio, diminuem o impacto na perda de fung¢do cardiaca, atenuam o processo de remodelagdo, aumentam a
densidade de capilares, limitam a extensdao da apoptose e favorecem a proliferagio de células progenitoras
cardiacas.

Cellular therapy has been used recently in patients suffering from acute myocardial infarction but the results show only
a modest improvement in left ventricular structure and function, due to limitations of the cellular product and of the
variable dose, often sub-therapeutic. Mesenchymal stem cells from the umbilical cord tissue, when administered into
the mice myocardium after induction of myocardial infarction, have decreased the negative impact in the cardiac
function, decreasing remodeling, increasing capillary density, limiting cardiomyocyte apoptosis and favoring the

proliferation of cardiac progenitor cells.
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INTRODUCAO

Na incessante procura de melhorar os resultados em
pacientes com enfarte agudo do miocdrdio e
insuficiéncia cardiaca, nos ultimos 10 anos, uma nova
abordagem foi impulsionada - a terapia celular.
Estudos independentes tém demonstrado que a
terapia com células estaminais adultas pode melhorar
a funcdo cardiaca, atenuar a remodelacdo do
ventriculo esquerdo (VE) e reduzir o tamanho do
enfarte. Nestes  estudos  foram utilizadas
principalmente células derivadas da medula 6éssea,
nomeadamente, células mononucleadas da medula
O6ssea (BMMNCs) - estudo REPAIR-AMI; células de
medula dssea ndo fracionada (estudo BOOST); células
estaminais mesenquimais da medula dssea (BM-
MSCs); fracdes de medula dssea, células CD133" e
células progenitoras do sangue periférico (estudo
TOPCARE-AMI). A meta-andlise dos dados obtidos
indica que a terapia celular leva a uma modesta
melhoria da fungdo e estrutura do VE em pacientes
com enfarte agudo do miocdrdio e com
cardiomiopatia isquémica crénica. Conquanto o perfil
de seguranca pareca ser bom, ndo se tendo verificado
efeitos adversos relevantes nestes ensaios nos
primeiros anos de follow-up, 0s mecanismos
subjacentes aos beneficios da terapia celular ainda
requerem um estudo mais aprofundado. De facto, as
células utilizadas nestes estudos apresentam ainda
limitagdes como a caracterizagdo incompleta do
produto celular e a grande variabilidade de dose, por
vezes sub-terapéutica, mesmo dentro do mesmo
estudo.

Limitagdes das células estaminais da
medula dssea

Mais especificamente, a utilizagdo das BM-MSCs
apresenta varias limitagdes importantes, como sejam:
i) o processo de obtencdo da medula éssea a partir do
proprio paciente ndo deixa de ser um processo
invasivo, acarretando algum risco; ii) as BM-MSCs
existem em pequenas quantidades relativas na
medula dssea, e a sua multiplicagdo é limitada. Isto
faz com que se opte por um preparado heterogéneo e
indefinido que ndo da garantias de sucesso; Jii) a
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eficiéncia com que se isolam BM-MSCs vidveis a partir
de doentes debilitados, por vezes com historial clinico
complexo, é mais baixa e, para além disso, a eficiéncia
de isolamento de BM-MSCs estd ainda relacionada de
forma negativa com a idade do paciente; iv) a
necessidade de infra-estrutura em ambiente
hospitalar e know how técnico e regulamentar para
isolar e expandir BM-MSCs a partir de uma populagao
celular altamente heterogénea, assim como para
elaborar um preparado farmacéutico em tempo util
para o paciente, acarreta questdes técnicas e
logisticas dificeis de ultrapassar. Como tal, opta-se
normalmente por um preparado de medula dssea,
contendo uma fracdo de células mononucleadas da
medula contendo uma populacdo heterdloga de
células sem qualquer definicdo quantitativa ou
qualitativa relativamente ao conteldo de MSCs. O
ideal seria ter acesso imediato a um produto celular,
seguro, superior em termos de poténcia terapéutica,
gue estivesse armazenado e disponivel sempre que
necessario administrar ao paciente, sem limitacdes de
dose e tempo para administracao.

A controvérsia gerada pelas células estaminais
embrionarias (ESC), e a mais recente descoberta de
que as células pluripotentes induzidas (iPS) tém
grande instabilidade gendmica apds expansdo’, tem
conduzido cada vez mais a investigacdo sobre o
potencial das células estaminais adultas e neonatais
como alternativas terapéuticas.

Células estaminais mesenquimais do
tecido do cordao umbilical

A ECBio - Investigagdo e Desenvolvimento em
Biotecnologia, SA, é uma empresa biofarmacéutica
dedicada ao desenvolvimento de medicamentos
inovadores a base de células estaminais isoladas a
partir de tecidos neonatais (www.ecbio.com). Nos
ultimos anos, a ECBio tem vindo a focar a sua
actividade na aplicagdo clinica do subtipo de células
estaminais mesenquimatosas (mesenchymal stem
cells - MSCs) presentes no tecido do corddo umbilical.

As MSCs sdao caracterizadas por terem um enorme
potencial de auto-renovagdo, sendo capazes de se

diferenciar em multiplos tipos de células
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especializadas, como sejam células dsseas, células
cartilagineas, células constituintes do
musculoesquelético, células produtoras de insulina e
células neurais®. Para além disso, as MSCs tém a
capacidade de promover a regeneracao autéloga de
tecidos através de mecanismos  paracrinos,
envolvendo a secre¢do de fatores tréficos como as
citocinas e fatores de crescimento que estimulam a
acao regenerativa de células precursoras residentes
nos tecidos lesados, assim como o recrutamento de
outras células circulantes®>.

Na ECBio desenvolveu-se um protocolo de isolamento
de MSCs a partir do tecido do corddo umbilical bem
definido em termos do ndimero de células obtidas por
massa de tecido inicial®. O processo de obtencdo de
corddes umbilicais, considerados residuos cirurgicos,
é um processo totalmente ndo invasivo, ndo
acarretando qualquer risco para o dador. Para além
disso, o nivel de eficiéncia atingido apds otimizagado
fez com que este protocolo originasse uma populacdo
de células bem caracterizada a partir de 100% das
amostras bioldgicas de corddo umbilical processadas,
e em numeros compativeis com o desenvolvimento
de bancos de células para terapia em humanos®. Ao
contrario das BM-MSCs, as células do tecido do
corddo umbilical existem em grandes quantidades na
Geleia de Wharton, ndo estando a sua expansao para
aplicagdo clinica limitada por senescéncia celular,
mesmo em situa¢des onde a administracdo de doses
multiplas podera ser necessaria. Foi comprovado que
estas células mantém o fendtipo mesenquimal,
estabilidade gendmica e auséncia de propensao para
induzir a formacdo de teratomas até niveis de
expansdo muito elevados, bastante acima do
necessario para estabelecer um Master Cell Bank
(MCB) e Working Cell Bank (WCB) para terapias
celulares (Figura 1)*.

Estas caracteristicas fazem com que este protocolo
seja ideal para ser aplicado em rotina em investigacao
e servigos de criopreservagao e terapia celular. Tanto
os aspetos técnicos como as aplicagdes do método
estdo protegidos por patente4. Recentemente, foi
efetuado o registo de marca do primeiro produto
terapéutico a base de células estaminais - UCX". A
marca UCX' foi criada no sentido da aplicacdo clinica,
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mais precisamente, o método patenteado foi
adaptado para a producdao de um produto medicinal
de terapia avancada (Advanced Therapy Medicinal
Product - ATMP), de acordo com as diretivas
europeias®®. O registo nacional e internacional da
marca UCX foi um dos principais resultados obtidos a
partir dos projetos QREN 2008/1467 (TERACEL) e
QREN 2009/5294 (CARDIOCEL), promovidos pela
ECBio.

Estes projetos permitiram também reunir evidéncias
cientificas que suportam ndo s6 aspetos de
seguranca/qualidade, mas também as especificidades
relacionadas com a poténcia do produto UCX’, como
seja a sua capacidade de diferenciacdo
cardiomiocitica (Figura 1). A ECBio foca agora a sua
intervencdo em dareas que claramente tiram partido
das  propriedades alogénicas  (auséncia de
imunogenicidade), imunossupressoras do produto
ucx’, claramente comprovadas’.

RESULTADOS RECENTES

Nos ultimos anos a ECBio tem vindo a estudar uma
populagdo especifica de células estaminais
mesenquimais humanas derivadas do tecido do
corddo umbilical, designadas por células UCX’,
isoladas, expandidas e criopreservadas com base em
tecnologia proprietaria. Quando administradas no
miocdrdio de murganhos submetidos a enfarte do
miocérdio, as células UCX™ diminuem o impacto na
perda de funcdo cardiaca verificada em animais nao
tratados, atenuam o processo de remodelacdo
cardiaca, aumentam a densidade de capilares e
limitam a extensdo da apoptose no tecido isquémico.
Neste contexto experimental, as células ucx® parecem
favorecer a proliferacdo de células indiferenciadas,
designadas de progenitoras cardiacas, isoladas do
miocardio. Resumindo, as células ucxX” minimizam os
danos causados pelo enfarte do miocardio por um
conjunto de mecanismos que de forma indireta
favorecem os principais constituintes celulares do
coragdo, i.e. os cardiomidcitos e a vasculatura. Estes
resultados foram apresentados numa recente
publicacdo cientifica®.
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Figura 1 — Propriedades das células estaminais mesenquimais do tecido

do cordao umbilical.
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Surface markers

A capacidade de expansdo ex vivo em cultura do produto celular da ECBio - ucx’ foi controlada
sob varios pontos de vista: morfologia (A), capacidade de expansdo (B), manuten¢do do fenétipo
mesenquimatoso, através da analise de expressdo de marcadores de superficie celular
especificos para as MSC (C); e estabilidade gendmica, através da andlise da estabilidade do
cariétipo ao longo da expansdo celular (D). A caracterizagdo do produto em termos de poténcia
passa pela avaliagdo da capacidade das células se diferenciarem em células especializadas das
trés camadas germinativas. No caso da diferenciagdo em cardiomidcitos, as células foram
detetadas através de imunofluorescéncia, utilizando um anticorpo primario contra uma proteina
tipica dos tecidos musculares, a Troponina T cardiaca. Para efeitos de localizagdo das células em
cultura, os nucleos celulares foram detetados com o fluorocromo DAPI. Na cultura das células
controlo s6 é possivel detetar os nucleos corados com DAPI (E). Nas células diferenciadas é
possivel também observar o citoesqueleto, corado para a Troponina T (F). Barras de escala = 100
um.
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CONSIDERACOES FINAIS

O recurso a terapia celular em enfarte agudo do
miocardio é recente e os resultados até agora tém
sido modestos, devido, no entender do autor, a
limitacdes do produto celular e a grande variabilidade
de dose, muitas vezes subterapéutica. As células
estaminais mesenquimais derivadas do tecido do
corddo umbilical, quando administradas no miocardio
de murganhos submetidos a enfarte do miocardio,
diminuem o impacto na perda de funcdo cardiaca,
atenuam o processo de remodelacdo, aumentam a
densidade de capilares, limitam a extensdo da
apoptose e favorecem a proliferacio de células
progenitoras cardiacas. Estas células possuem ainda
outras caracteristicas que as tornam fortes candidatos
terapéuticos ja que ndo dado origem a teratomas ou
outras lesGes neoplasicas in vivo, tétm uma colheita
facil, podem ser expandidas para obter os elevados
numeros necessdrios para terapia (frequentemente
superiores a 100 milhGes de células por dose) e
podem ser armazenadas no longo prazo para uso no
futuro. A utilizacio das células UCX" em estudos
clinicos esta prevista dentro do proximo um a dois
anos.
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