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Resumo

O infarto do miocérdio representa a manifestagdo mais
significativa da cardiopatia isquémica e estd associado a elevada
morbimortalidade. Novas estratégias vém sendo investigadas
com o intuito de regenerar o miocardio lesionado, incluindo
a terapia génica, a terapia celular e a utilizagao de fatores de
crescimento. A terapia com fatores de crescimento despertou
interesse em medicina cardiovascular, devido aos mecanismos
de regeneracao induzidos por essas biomoléculas, incluindo
angiogénese, remodelamento da matriz extracelular, proliferagao
de cardiomidcitos e recrutamento de células-tronco, dentre
outros. Em conjunto, tais mecanismos promovem a reparacao
do miocérdio e a melhora da fungdo cardiaca. Esta revisio
pretende abordar o papel estratégico da terapia, com fatores
de crescimento, para a regeneragao cardiaca, considerando seu
carater inovador e multifatorial sobre o reparo do miocardio
apds dano isquémico. Diferentes questoes serdo discutidas,
destacando-se os mecanismos de regeneracdo como recurso
terapéutico potencial mediado por fatores de crescimento e os
desafios para tornar essas proteinas terapeuticamente vidveis no
ambito da cardiologia e da medicina regenerativa.

Introducao

As doencas cardiovasculares (DCV) sdo a primeira causa
de morte entre homens e mulheres no mundo, entre todos
0s grupos raciais e étnicos.” Nos Estados Unidos, essas
enfermidades sao responsaveis por aproximadamente 57%
de todas as mortes no pais.? Na Europa, as DCV causam
4.3 milhdes de mortes a cada ano, o que representa quase
metade (48%) de todas as mortes nesse continente.> As DCV
também sdo as principais causas de morte no Brasil, com uma
taxa de mortalidade especifica para doengas isquémicas do
coracao de 53,8 6bitos para cada 100.000 habitantes.*

No grupo das DCV, a doenca arterial coronariana (DAC)
e adoenca arterial obstrutiva periférica (DAOP) sao importantes
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causas de morbidade e mortalidade, exigindo procedimento
de bypass cirtrgico ou angioplastia em milhares de pacientes.
Por outro lado, o infarto do miocardio (IM) representa
a manifestagdo mais significativa da cardiopatia isquémica
e também estd associado a elevada morbimortalidade.
A isquemia é responsavel pelo dano ao musculo cardfaco,
incluindo a perda de cardiomiécitos. Esse processo produz um
remodelamento negativo do coragdo causando a substituigao
do tecido cardiaco com fungao contratil normal por um tecido
cicatrizado nao funcional. O miocardio, entdo, produz um
mecanismo compensatério hipertréfico contra a cicatrizagao
induzida pela isquemia. Entretanto, a hipertrofia pode tornar
o coragao susceptivel ao aparecimento de arritmias, fibrilagao
ventricular e ataque cardiaco fulminante.>® Apesar de os
procedimentos avancados de revascularizagao (angioplastia,
cateterismo, bypass) terem contribuido para uma redugao
marcante na mortalidade por DCV, um niimero significativo
de pacientes ndo sao candidatos a esses procedimentos ou
alcangam revascularizagao incompleta com tais intervengoes.
Consequentemente, muitos desses pacientes apresentam
sintomas persistentes de isquemia cardfaca, apesar dos cuidados
médicos intensivos. Eles devem sofrer de doenca aterosclerdtica
severa difusa, a qual ndo pode ser tratada com cirurgia ou
angioplastia. A doenca vascular obstrutiva sintomatica resulta
em claudicacao, isquemia periférica, angina e insuficiéncia
cardiaca congestiva, limitando de maneira significativa
a qualidade de vida de tais pacientes.

O tratamento do IMinclui o uso de farmacos (antiplaquetarios,
anticoagulantes orais, nitratos, bloqueadores B-adrenérgicos
e inibidores da ECA entre outros), procedimentos de reperfusao
e de revascularizagdo cirdrgica e, nos casos mais complexos,
o transplante de coracdo. Na dltima década, houve uma
crescente investigacao sobre novas estratégias para regenerar
o miocardio lesionado, incluindo a terapia génica,”?® a terapia
celular®' e a utilizacao de fatores de crescimento.'" Essa Gltima
estratégia também tem sido investigada para a indugao de
angiogénese terapéutica na doenga arterial periférica."?

O uso de fatores de crescimento despertou interesse em
medicina cardiovascular devido as acoes diretas dos fatores
sobre diversas fungdes celulares como adesao, proliferagao
e migragdo, entre outras. Diante da oclusao do fluxo arterial
coronariano, a inducdo de angiogénese por fatores de
crescimento representa um importante mecanismo de reparo
e protecao do miocdrdio sob condigdes de hipoxia, resultando
na formacao de novos vasos." Consequentemente, produz-se
um aumento da perfusdo tecidual gerando, em dltima instancia,
uma melhora na funcao cardiaca.

Por outro lado, o potencial regenerativo dos fatores de
crescimento ganhou notéria importancia no ambito da
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terapia celular. Estudos comprovaram que os beneficios
observados apés a aplicagao de células tronco na area
infartada se devem mais ao efeito pardcrino dos fatores
de crescimento secretados pelas células implantadas do
que pela a agao direta das células no tecido infartado.” '
Esses fatores apresentam o potencial de induzir distintos
mecanismos de regeneragdo: remodelamento positivo da
matriz extracelular, proliferacao de cardiomiécitos adultos,
recrutamento/homing de células tronco cardiacas, efeito
antiapoptético e/ou angiogénico.”'” Em conjunto, esses
mecanismos podem reduzir a inflamagao, a fibrose e a
perfusdo inadequada do miocardio isquémico, promovendo
reparagao tecidual e melhora na fungdo cardiaca.’

Apesar dos mecanismos de regeneragao tecidual
induzidos por fatores de crescimento, o potencial
terapéutico dessas proteinas é limitado pela sua curta
meia-vida bioldgica, baixa estabilidade em plasma e pouca
especificidade aos 6rgaos-alvo. De fato, Hwang e Kloner
administraram um coquetel de fatores de crescimento em
ratos por via intraperitonial e ndo observaram beneficios na
fungdo cardiaca, reducao do tamanho do infarto ou aumento
da vascularizacdo.®

Dessa forma, a utilizagao clinica dos fatores de crescimento
depende de novas tecnologias de formulagao capazes de
aumentar sua meia-vida, manter sua bioatividade e controlar
sua liberacao local nos tecidos-alvo. Nesse contexto, sistemas
micro e nanoestruturados tém sido utilizados como plataformas
de liberagao de moléculas bioativas,"** sendo uma estratégia
de formulagao promissora para o uso terapéutico de fatores de
crescimento no ambito na regeneragao cardiaca."

Esta revisao pretende abordar o papel estratégico da terapia
com fatores de crescimento para a regeneracao cardiaca,
considerando seu cardter inovador e multifatorial sobre
o reparo cardiaco apds um dano isquémico.

Mecanismos de regeneracao cardiaca

A capacidade inata de autorregeneracdo do coragao
humano é insuficiente para compensar a perda de musculo
cardiaco ap6s um dano isquémico.’ Diferentemente do que
acontece com o musculo esquelético, no qual as células
satélites e mioblastos formam novos miécitos em poucos
dias apés a lesao, cardiomiécitos da zona limitrofe do
infarto raramente se dividem ap6s o evento isquémico.?’
Em uma lesdo provocada por infarto, o coragdo perde
aproximadamente 50 g de musculo, o que pode resultar
na morte de 2 bilhées de cardiomiécitos.??* Essa agressao
ao miocardio dispara e modula alteragoes reparadoras
no tecido, incluindo dilatagao, hipertrofia e formagao de
cicatriz de coldgeno.? Com relagdo a renovagao celular,
0s mecanismos de reparo enddgeno sao insuficientes para
induzir renovagao significativa da massa muscular perdida
apés o dano isquémico.

A proliferacao de cardiomiécitos exerce um papel
fundamental na regeneracao cardiaca de alguns vertebrados,
mas a capacidade proliferativa dessas células é limitada no
coragao adulto de mamiferos.?' Outro potencial mecanismo
de renovacao celular é a mobilizagdo de progenitores da
medula éssea para a area isquémica e sua diferenciagao
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em cardiomidcitos funcionais.’ Contudo, a mobilizacdo e o
homing desses progenitores também sao insuficientes para
induzir regeneracao significativa. O miocardio também
alberga uma populacdo de células-tronco cardiacas
residentes (CSCs) com o potencial para diferenciar-se em
cardiomiécitos.?*?* As CSCs parecem ser responsaveis
pelo turnover basal dos cardiomiécitos, mas tal renovagao
ocorre, provavelmente, em taxas muito reduzidas na
auséncia de lesao.”

A eficacia desses mecanismos enddgenos de reparo
tecidual é limitada pelo microambiente hostil do miocérdio
infartado, caracterizado por isquemia, inflamacao, fibrose
e angiogénese inadequada. Esse microambiente deve
evitar, por exemplo, a ativagao de CSCs. Por outro lado, a
inflamagao excessiva também evita a mobilizagao e o homing
de progenitores. A formagao de tecido fibrético é necessaria
para evitar a ruptura muscular apds o infarto, mas o alto nivel
de fibrose representa uma importante barreira fisica para a
regeneragao celular do miocardio.? Portanto, a mitigacao
desse ambiente hostil deve contribuir para o reparo cardfaco,
principalmente a redugéo da inflamacao, apoptose e fibrose
locais bem como o aumento da vascularizagao nas areas
infartadas e peri-infartadas.

Fatores de crescimento indutores de mecanismos
regenerativos

Angiogénese se refere ao crescimento de vasos sanguineos
a partir de um leito vascular pré-existente. Do ponto de vista
clinico, o objetivo é estimular o crescimento de novos vasos
em pacientes sob condigdes caracterizadas por baixa perfusao
sanguinea, como as doencas isquémicas do coragdo e doengas
vasculares periféricas.?

Nesse Gltimo aspecto, a identificacdo de fatores de
crescimento indutores do processo angiogénico estimulou
o interesse pela utilizagdo dessas protefnas para induzir
angiogénese terapéutica." No caso do infarto do miocardio,
a terapia angiogénica com fatores de crescimento pode salvar
o tecido isquémico nos estagios iniciais do infarto, suprindo
o tecido com novos vasos. Esse processo é essencial para
prevenir a insuficiéncia cardiaca, mantendo o controle da
hipertrofia e contratilidade dos cardiomidcitos.?* De fato,
a angiogénese é o principal mecanismo reparador induzido
por fatores de crescimento e tem sido o mecanismo mais
investigado em estudos experimentais e ensaios clinicos
para reparar o miocardio lesionado. A maioria desses
estudos dedicou seus esforgos ao potencial angiogénico
e regenerativo das isoformas do fator de crescimento do
endotélio vascular (VEGF)*°* e do fator de crescimento de
fibroblastos (FGFs).3"34-36

A mitigacdo do dano isquémico no tecido cardfaco
pode ser induzida por fatores antiapoptéticos, os quais
exercem efeitos potencialmente cardioprotetores. O fator
de crescimento de hepatécito (HGF) foi inicialmente
identificado como um mitégeno de hepatdcitos, mas com
agbes quimiotatica e antiapoptética em diferentes tipos
celulares.’” Em ratos submetidos a isquemia e reperfusao,
a administragao intravenosa de HGF reduziu a apoptose
em cardiomiécitos e o tamanho do infarto.*® Outros fatores
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antiapoptéticos com potencial terapéutico na regeneragao
cardiaca incluem o fator de crescimento derivado de
plaquetas (PDGF-BB)*° e a proteina timosina 4, IL-11,*'
IL-33,%? dentre outros.

Mecanismos endégenos mediados por progenitores
e células-tronco incluem a mobilizacdo e o homing de
progenitores da medula 6ssea bem como a ativagao das CSCs.
Essas células podem diferenciar-se em novos cardiomiécitos
ap6s o dano isquémico, mas sao numericamente reduzidas
ou insuficientemente ativadas para produzir regeneragao
muscular significativa. Algumas proteinas apresentam o
potencial de mobilizar os progenitores da medula éssea para a
area da lesdo cardiaca ou de ativar as CSCs. Essas propriedades
podem ser exploradas terapeuticamente como mecanismos de
regeneracao ativados por fatores de crescimento ou proteinas
recombinantes, como o fator estimulante de colonias de
granuldcitos (G-CSF),* HGE* o fator derivado de células
estromais-1 (SDF-1),* dentre outros.

O paradigma do coragao como um érgao completamente
diferenciado foi contestado a partir da identificagao de
mitégenos capazes de induzir cardiomidcitos adultos a entrar
em ciclo celular.**” Tal processo abre a possibilidade para
estimular um novo mecanismo de regeneragdo no coragao
infartado, levando a formagao de uma populagao de novos
cardiomidcitos capazes de substituir a massa celular perdida
em fungdo do dano isquémico. Trés fatores extracelulares
foram identificados por sua capacidade de ativar receptores
envolvidos na proliferagdo de cardiomiécitos: o fator de
crescimento de fibroblastos acido (FGF-1),“® neuroregulina-1
(NRG-1)* e periostina.* O tratamento de ratos infartados com
FGF-1 associado a um inibidor da proteina quinase ativadora
mitogénica (MAPK) p38 resultou em aumento da mitose de
cardiomidcitos e melhora na funcdo cardiaca dos animais.*
Estudos demonstraram a melhora da fungao cardiaca em
camundongos infartados tratados com injegbes diarias de

NRG-1.4°" ATabela 1 resume os mecanismos de regeneragao
cardfaca induzidos por fatores de crescimento.

Desafios na formulacao de fatores de crescimento

Nas Gltimas duas décadas, a intensa pesquisa sobre os
mecanismos de regeneracao cardiaca tem resultado em
consideraveis avangos na descoberta de alvos terapéuticos
relacionados a diversos fatores de crescimento. Essas proteinas
tém sido avaliadas em estudos experimentais e ensaios clinicos,
os quais demonstraram a segurancga e a eficacia potencial
desses fatores frente a doencas isquémicas do coracao,
particularmente o infarto do miocérdio."*® Contudo, um
importante desafio para o estabelecimento da terapia proteica
em tais enfermidades é o desenvolvimento de tecnologias de
formulagao capazes de garantir os mecanismos reparadores
dessas biomoléculas e tornd-las clinicamente viveis.

Aspectos relacionados a dose, via de administragao, estabilidade
proteica e biocompatibilidade devem ser considerados.
A capacidade das formulagdes de incorporar miltiplos fatores
também representa um aspecto critico, considerando o carater
multifatorial dos mecanismos envolvidos no reparo do miocérdio
apos isquemia. Em conjunto, esses aspectos foram previamente
revisados e devem guiar o desenvolvimento racional das
formulagbes de fatores de crescimento direcionadas a terapia
proteica e/ou celular visando a regeneracao cardfaca."

Sistemas de liberacao controlada micro/nanoestruturados
apresentam diversas vantagens sobre formulagoes
convencionais que disponibilizam farmacos ou biomoléculas
na sua forma livre, geralmente em um veiculo aquoso
para administragao intravenosa. Ao permitir um perfil
farmacocinético mais adequado aos efeitos do composto ativo,
as micro/nanoformulagées facilitam a adesao do paciente ao
tratamento, fornecem protecao ao ativo contra degradagao
enzimdtica, permitem o direcionamento (targeting) especifico
a um 6rgao ou estrutura alvo e a liberacao local e controlada

Tabela 1 - Principais fatores de crescimento indutores de mecanismos de regeneragéo cardiaca

Fator Mecanismos Referéncia
VEGF Angiogénese 30-33
FGF Angiogénese 31,34-36
HGE Antiapoptose 373644
Quimiotaxia sobre CSCs
SDF-1 Mobilizagao e homing de células-tronco hematopoiéticas 45
IGF-1 Viabilidade e diferenciacdo de células-tronco e progenitores 52
PDGF Antiapoptose 39
G.CSF Antiapoptose 5
Mobilizagéo e homing de células-tronco hematopoiéticas
Intermedina Angiogénese 53
Angiopoietina Angiogénese, remodelamento e estabilizagdo vascular 54
Periostina Proliferacéo de cardiomiécitos 49
Neuroregulina-1 Proliferagéo de cardiomiécitos 47
Eritropoietina Antiapoptose 55

VEGF: Fator de Crescimento do Endotélio Vascular; FGF: fator de crescimento de fibroblasto; HGF: fator de crescimento de hepatécito; SDF-1: fator derivado de células
estromais-1; IGF-1: Fator de crescimento semelhante & insulina tipo 1; PDGF: fator de crescimento derivado de plaquetas; G-CSF: fator estimulante de col6nias de granulécitos.

Arq Bras Cardiol. 2016; 107(3):271-275

273



274

Formiga
Fatores de crescimento e regeneracao cardiaca

Artigo de Revisao

da molécula de interesse. Sistemas poliméricos (hidrogéis,
scaffolds, micro/nanoparticulas)'*7¢ e lipidicos (lipossomas,
nanoparticulas lipidicas sélidas)** tém sido utilizados como
plataformas de liberagao cardiaca de fatores de crescimento,
os quais podem ser obtidos a partir de biomateriais naturais
(coldgeno/gelatina, fibrina, dcido hialurénico, alginato,
quitosana, etc.) e sintéticos (poliésteres, polimeros de
aminodcidos, derivados de poliacrilamida e outros)."
Poliésteres como o poli (acido latico-co-acido glicélico,
PLGA) e a policaprolactona (PCL) sao polimeros aprovados
para uso em sistemas de liberagao de farmacos devido
ao seu baixo potencial imunogénico e adequado perfil
de biodegradacao. Estudos prévios demonstraram
a biocompatibilidade de microparticulas de PLCA com
o tecido cardiaco e a eficacia dessas particulas como
sistemas de liberacao do Fator de Crescimento do Endotélio
Vascular (VEGF) no tratamento experimental do infarto do
miocardio.’®®" Recentemente, foi demonstrada a eficacia
dessas microparticulas como sistemas de liberagao cardiaca
de FGF-1 e NRG-1, garantindo os efeitos regenerativos desses
fatores em um modelo experimental de infarto em ratos.®?

Perspectivas

As perspectivas futuras para a utilizagao de fatores
cardioregenerativos estdo relacionadas ao advento de novas
tecnologias de formulacdo associadas a materiais inteligentes,
biocompativeis e nao-invasivos. Tais avangos devem funcionar
como estruturas multifuncionais que combinem fungoes
terapéuticas e de diagndstico em um Gnico complexo
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