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Resumo

O envelhecimento demografico resulta da diminuicdo da taxa de natalidade a par do
aumento da esperanga média de vida. Evidentemente, a situacdo sem precedentes que
estamos a viver presentemente representa um desafio no sentido de atenuar a morbilidade
nos idosos, retardando, tratando ou curando as doencas sempre que possivel. Uma das
respostas € a terapia celular, particularmente a baseada em células estaminais
mesenquimatosas (MSCs) — dada a sua acessibilidade, facilidade de cultura e
versatilidade. Este trabalho pretendeu localizar-nos no estado da arte dos estudos com
MSCs no ambito de algumas doencas do envelhecimento, salientar as suas problematicas
mais importantes e eventuais limitacdes. Foram introduzidas as potencialidades das
tecnologias emergentes, como 0s nanotubos, 0 pré-condicionamento e a terapia génica.
Para a pesquisa bibliografica utilizaram-se os termos “mesenchymal+stem-+cells”,
“bone+marrow+stromal-+cells”, “multipotent+stem-+cells” e “multipotent+stromal-+cells”,
na base de dados PubMed. Embora numa etapa preliminar de investigacdo, o uso das
MSCs nas doencas do envelhecimento apresenta-se promissor, principalmente com base
na aplicacao das suas propriedades de tropismo para locais de lesdo, imunomodulacao e
libertacdo de factores bioactivos. Hoje ja existem alguns trabalhos impressionantes, ao
nivel da clinica, protagonizados pelas MSCs aplicadas a doenca crénica. Gerou-se,
portanto, uma grande expectativa no sentido de melhorar, ou quem sabe, reescrever a

histdria natural das doencas do envelhecimento.



Abstract

The current demographic ageing results from the decreasing birth rate in addition to the
increasing of average life expectancy. Evidently, this unprecedented situation represents
a challenge in lessening the morbility in old age, postponing, treating or curing illnesses
whenever possible. One such path is Cellular Therapy, particularly the one based on
mesenchymal stem cells (MSCs) given its accessibility, easiness of cell culture and
versatility. The purpose of this essay was to point out where we are in regard to the state
of the art on the studies with MSCs concerning ageing diseases, underlining its most
important problematics and eventual limitations. Focus was given to the potential of
emerging technologies such as nanotubes, preconditioning and gene therapy. For the
bibliographic literature, the searched keywords were “mesenchymal+stem+cells”,
“bone+marrow-+stromal+cells”, “multipotent+stem+cells”and“multipotent+stromal+cells”
within the PubMed database. Even though they are at a preliminary investigation stage,
the use of MSCs on ageing diseases has shown promise, especially when it comes to its
tropism properties, immunomodulation and the releasing of bioactive factors. There are
already some impressive reports concerning clinical results of the applications of MSCs

on chronic diseases. A great expectancy has arisen on the pursuit to improve or, perhaps,

rewrite the natural progression of ageing diseases.



Introducao

O Envelhecimento é um processo natural de declinio das capacidades fisica, mental e
social, que culmina, irremediavelmente, na morte do individuo. De acordo com as Teorias
em voga, o envelhecimento, ou melhor dizendo, a senescéncia (deterioracdo do
organismo, relacionada com a passagem do tempo) resulta de varios factores, sendo que

nenhum a explica integralmente [1].

Em 2003, Weinert e Timira discriminaram quase uma dizia de teorias, divididas entre
evolutivas, moleculares-celulares e sistémicas, entre as quais merecem destaque: a
senescéncia celular e dos telomeros, a agressdo de proteinas e DNA por radicais livres
(incluindo mDNA) e o acumular de mutaces, resultado de uma seleccdo natural que se
torna mais “exigente” acompanhando o avancar da idade. E interessante confrontar este
conjunto de teorias com a proposta mais sofisticada que cataloga as causas da senescéncia
em dois grandes grupos: as programadas e as de dano ou erro [1, 2]. No primeiro grupo,
prevé-se a existéncia de factores genéticos, endocrinos e imunolégicos que funcionam
como um relogio biolégico, determinando a manifestacdo dos défices através de
disfuncdes organicas. No segundo, abordam-se o0s danos oxidativos e de falhas na
reparagdo genémica... e ¢ interessante verificar como estas teorias podem,

evidentemente, interagir entre si, sem se excluirem (figura 1).



O consensual é que a populacdo mundial estd a envelhecer. Uma pesquisa rapida no
website da World Health Organization é suficiente para apurar que a tendéncia é para que
duplique a proporcdo de pessoas com mais de 60 anos entre 2000 e 2050 — contando
também com o aumento substancial da esperanca de vida nos paises em vias de
desenvolvimento [3]. Serd cada vez mais comum conviverem quatro geracfes em
simultaneo... E claro que este panorama faz prever um aumento da morbilidade. Tanto
nos paises desenvolvidos como em vias de desenvolvimento, 0s idosos morrem

principalmente por patologias ndo contagiosas, como a doenca cardiovascular ou o
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Figura 1 Teorias do envelhecimento de acordo com Weinert e Timira, intersectadas
com as teorias biolégicas modernas do envelhecimento.

Em 1986, Brody e Schneider dividiram as doencas associadas ao envelhecimento em
doencas relacionadas com o envelhecimento e doencas dependentes do envelhecimento,

de forma a separar aquelas cuja prevaléncia acompanha a progressdo da idade, ndo se



relacionando necessariamente com o envelhecer normal, e as outras cuja patogénese

deriva do processo de senectude normal [4].

De facto, espera-se, com o envelhecimento, um declinio nas fun¢Ges hepatica, renal e
gonadal, e alteracbes do padrdo do sono bem como da constituicdo corporal, com
aumento da respectiva percentagem lipidica. O idoso sujeita-se por conseguinte a um
agravamento da incidéncia de doencas crénicas, sejam artroses, osteoporose, doencas
cardiovasculares, Alzheimer, diabetes ou cancro; assim como de problemas agudos, e.g.,

0 AVC e o enfarte agudo do miocardio [5].

Por todas estas razdes, o envelhecimento saudavel tem sido apontado como “a proxima
fronteira” para a investigacdo médica, oferecendo frutos aliciantes no que diz respeito a

Economia, & Saude Publica e ao bem-estar geral [6].

Torna-se pertinente referir o conceito de senectude bem-sucedida, introduzido por
Cicero. Cicero foi um distinto politico e filésofo romano, que defendia num dos seus
Gltimos ensaios que a senectude ndo é sendo o periodo mais produtivo da vida do Homem,
pois finalmente poderia usufruir da sua mente sem as persuadicdes indisciplinadas do
corpo. Revigorando a concepgéo estoicista de Cicero, a Medicina propde-se portanto, e
para ja, a proporcionar ao idoso a melhor qualidade de vida possivel, retardando, tratando

ou possivelmente até curando as doencas relacionadas com o envelhecimento.

Uma das respostas que se tem apresentado promissora no ambito deste desafio esta
relacionada com a exploracdo de um determinado grupo de células estaminais pds-natais,
virtualmente ubiquitarias dentro do organismo, cujo propdsito original é precisamente o

suporte e reparacdo de tecidos. Tém, com efeito, capacidade de amplificacdo da
5



capacidade regenerativa dos tecidos, inibir a apoptose, limitar a remodelagdo fibrotica
patoldgica, estimular a proliferagdo de progenitores enddgenos stem-like, minimizar o
stress oxidativo de origem inflamatdria e modular a resposta imunitaria [7]. Como
podemos aplicar estas propriedades para controlar as doencas relacionadas com o
envelhecimento? Tomaremos essa questdo, pois, depois de nos debrugarmos um pouco

mais sobre as células estaminais mesenquimatosas (MSCs).

O principio... e 0s principios

E do conhecimento geral que a cura dos ferimentos se da mais expedita e eficientemente
quanto mais jovem for o individuo [8, 9]. Um dos factores que parece fundamenta-lo é a
escassez relativa de células estaminais e progenitoras no adulto (figura 2), que, passado o

periodo do crescimento mais 1
10.000 B MSCs/células da MO

intenso, se vieram a
diferenciar, em vez de se
conservarem como

residentes, nos tecidos
1

1

3 100.000 1/400.000 1

adultos [8]. A deplecgdo 350000 S
| — —

destas células residentes et e elescente b & &

também 0CoITe, Figura 2 Declinio das MSCs com a idade, estimado com

. ) ensaio de CFU-F (colony forming units — fibroblast).
gradualmente, a medida que Adaptado de Caplan, 2007.

sdo recrutadas para reparacdo e manutencdo homeostatica de tecidos, a custa das suas

propriedades pro-angiogénica, imunomoduladora e pro-regenerativa [10]. Um
8



exemplo destas celulas estaminais do adulto s&o as células estaminais mesenquimatosas
(MSCs), e podendo ser encontradas em inimeros tecidos (adiposo, hepatico, sistema
nervoso central, membranas sinoviais, sangue, tecido dentario...), ¢ na medula 6ssea que
sdo mais frequentes. Em 2006, a International Society for Cellular Therapy criou uma

definigdo para as MSCs, baseada em 3 critérios [11]:

1. Aderéncia a superficies plasticas e formacédo de col6nias, sob condicbes de cultura
standardizadas;

2. Apresentacdo dos marcadores de superficie CD105, CD73 e CD90, e auséncia
daqueles caracteristicos das células estaminais hematopoiéticas (CD34, CD45,
CD11a, CD19 ou CD79a, CD11b ou CD14 ou HLA-DR);

3. Possibilidade de diferenciacdo em osteoblastos, adipdcitos ou condrdcitos, apos

estimulo apropriado.

Com efeito, apenas parcialmente condicionadas pela sua proveniéncia® [10], estas sdo
capazes de se converter (in vivo e in vitro) em todos os seguintes tecidos mesodérmicos:

0sseo, cartilaginoso, muscular (também cardiaco), estromal medular, tendinoso e

! Ainda que ndo esteja totalmente esclarecida a origem das MSCs, a hip6tese mais consensual é que terdo
essencialmente duas fontes: a regido perivascular (nos tecidos periféricos, como reminescentes
embrioldgicos) e a medula dssea. Cré-se que € aqui que se enconde a explica¢do para a variacdo das

propriedades das células dos diferentes tecidos.



conjuntivo (adip6citos, dermacitos, e outras...), conforme ilustrado pela figura 3 [12]. A
parte da linhagem mesenquimatosa, conhece-se também a capacidade das MSCs de se
converterem em neurénios, ilhéus pancreaticos, hepatécitos, endotélio e epitélio, pelo
menos in vitro [13-18]. Em virtude desta propriedade, as MSCs ganharam a designacéo

de células estromais mesenquimatosas multipotentes [19].
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Figura 3 As setas cor-de-laranja e azuis representam a plasticidade das MSCs e de
alguns dos seus derivados mais diferenciados. Baseado em Caplan, 2007.

Para além de atractivas como fonte de células maduras virtualmente inesgotaveis, as
MSCs também sdo capazes de produzir agentes tréficos com os mais diversos propdsitos
(figura 4). Estas biomoléculas sdo capazes de actuar de forma autOcrina, paracrina,
justéacrina, enddcrina e intracrina, ou seja, na propria célula, directamente nas células
adjacentes, nas células proximas através do espaco extracelular, em locais afastados (via
corrente sanguinea), e por interaccdo com proteinas da matriz extracelular,
respectivamente [7]. Estdo perfeitamente estabelecidos os papéis de alguns dos factores

de crescimentos emitidos pelas MSCs. Contam-se entre eles: inducdo da mitose,
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regulacdo do desenvolvimento embrionario, reparacdo de lesbes, diferenciacdo celular,
prevencdo da fibrose e imunomodulagdo, suporte a sobrevivéncia neuronal e regeneragdo
nervosa, manutencdo dos nichos estaminais, metabolismo 6sseo, propriedades anti-
apoptdticas, angiogénese e permeabilizacdo dos vasos as células recrutadas para reparar
os tecidos... até actividade antimicrobiana, através de catelicidinas que violam a

membrana bacteriana [7, 20].

Esta propriedade é de tal forma importante que o antigo paradigma de ser recorrer as
MSCs para substituir células disfuncionais — por diferenciacédo celular — mudou para
usufruir dos seus mecanismos paracrinos no suporte das células residentes. Estes
potenciais recursos terapéuticos inspiraram Caplan, que originalmente baptizou as MSCs
(de marrow stromal cells), a reciclar recentemente o acronimo para o definir como

“medicinal signaling cells” [21].

Efeito tréfico (ambiente regenerativo)
Efeito
T e Anti-apoptético Anti-fibrético Suporte Angiogénico Quimioatraccdo Anti-microbiano

PGE-2 VEGF bFGF SCF bFGF CCL2 (MCP-1) LL37
TGF-b HGF HGF LIF VEGF CCL3 (MIP-1a) (catelicidinas)
HGF IGF-I Adrenomedulina IL-6 PIGF CCL4 (MIP-1b)
mpCCL2 Estaniocalcina-1 M-CSF MCP-1 CCLS (RANTES)
IDO TGF-b SDF-1 IL-6 CCL7 (MCP-3)
iNOS bFGF Angiopoietina-1 Moléculas da CCL20 (MIP-33)
HLA-G5 GM-CSF matriz CCL26 (eotaxina-
LIF extracelular 3)
CX3CL1
‘ (fractalquina)
CXCL5 (ENA-78)
Actua nos: CXCL11 (i-TAC)
Linfécitos T CXCL1 (GROa)
LC",‘{'T'“;SB i CXCL2 (GROb)
Tfezsus endriticas CXCLS (IL-8)
Outros... CCL10 (IP-10)

CXCL12 (SDF-1)

Figura 4 Principais mecanismos de accdo das MSCs, e respectivos agentes
bioactivos. Baseado em Meirelles, 2009.

Acresce as propriedades mencionadas a capacidade de migracdo/tropismo para locais de

lesdo e inflamacdo tecidular, quer seja instilado via intramuscular, subcutdnea ou
11



intravenosa [22]. Os mecanismos para a migragdo in vivo sdo complexos, pelo que
presentemente é mais conhecida a mecénica in vitro. O principio é simples: a libertacéo
de factores quimiotacticos de diversas proveniéncias (factor de crescimento AB derivado
das plaquetas, quimiocina derivada dos macrofagos, factor-1 derivado das células
estromais, factor de crescimento insulin-like-1, quimiocinas RANTES...) induz uma
resposta de mobilizagdo por parte das MSCs. In vivo, foram propostas duas vias de
recrutamento das MSCs enddgenas, ora através da libertacdo de factores de crescimento
na circulacdo sistémica, ora dentro do proprio tecido afectado. Quanto a migracdo de
MSCs exdgenas in vivo, estdo também na dependéncia dos sinais quimiotacticos (como
0 CXCR4) originados pela inflamagdo ou leséo tecidular. A via de administragéo parece
porém ser uma variavel importante, limitando a viabilidade das células e a sua capacidade

de regeneragéo [22].

Sobre os efeitos imunomoduladores das MSCs

A natureza imunomoduladora € talvez a propriedade mais multifuncional e de aplicacédo
mais extensa das MSCs. Na realidade, foi mesmo proposto que a funcéo
imunossupressora das MSCs é estimulada exactamente pelo microambiente intensamente
inflamatorio (rico em IFNy e TNFa/IL-1a/IL-1[3), como ocorre na doenca do enxerto vs

hospedeiro, ou no lapus eritematoso sistémico [23].
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Sintecticamente, as
caracteristicas

imunomoduladoras das
MSCs resultam de dois tipos
de interaccdo: célula- -a-

célula e parécrina.

A actividade paracrina é
mediada  por  factores

variaveis entre espécies
(figura 5) [23], como o
Oxido nitrico nos ratos, a
indoleamina 2,3
dioxigenase (IDO) nos
humanos, e prostaglandina-
E2 (PGE2), II-10, IL-6,
heme-oxigenase-1 (HO-1) e
outros, comuns a ambos.

Merecem destaque, pela sua

1IDO

Semaforina-3A
B7-H4
HLA-G

LIF
TSG6

Galectina(s)
HO-1

IL-6

TGF-p

IL-10

PGE-2

PD-L1/2

FasLL

Inibe proliferacdo de células T
Promove diferenciacdo em macrofago tipo I1
Suprime actividade das NK

Inibe proliferacio de células T
Inibe activacio e proliferacio de células T

Inibe resposta das
mononucleares

células periféricas

Inibe proliferacio de células T

Regula os macréfagos, inibe inflamacéo
Inibe proliferacdo de células T

Inibe resposta das células T
Induz Tregs Trl IL-10 mediadas e Th3
TGF-p mediadas

Inibe diferenciacio de células dendriticas
Inibe proliferacdo de células T

Induz Tregs

Inibe activacio e funcio de NK
Inibe resposta da célula T, diminui
diferenciacédo Th17

Induz Foxp3 das Tregs

Inibe a fungio das NK cell function

Induz macrofagos tipo I1
Inibe maturagio de células dendriticas

Inibe células Th17
Inibe proliferacdo de células T

Induz apoptose de células T

Figura 5 Factores envolvidos na imunossupresséo MSCs-

importancia, a IDO e a Mmediada, e respectivos alvos. Baseado em Ma, 2013.

PGE-2. A IDO actua como catalisador da degradacao do triptofano a quinurenina, sendo

gue a menor concentracdo de triptofano corresponde uma maior imunossupressao [23].

De facto, a IDO inibe a proliferagdo das células T, promove a diferenciacdo dos

13



macrofagos para o tipo 11 e sabota a actuagdo das células natural killers (NK). Quanto a
PGE2, ¢ sabido que a sua libertacdo é capaz de reprogramar os macréfagos para produzir
mais IL-10, inibir a maturacdo das células dendriticas (dendritic cells, DC) e influenciar
o0 equilibrio entre Thl e Th2 [23]. Finalmente, na presenca de PGE2 a IDO Vvé a sua

actividade amplificada, nomeadamente face as células T e NK [23].

Falemos agora um pouco sobre as interac¢des célula-a-célula, que se caracterizam por
niveis baixos ou intermédios de expressdo de antigénios do complexo de
histocompatibilidade major (major histocompatibility complex, MHC) classe Il e
auséncia de expressdo dos antigénios do MHC classe I. Adicionalmente, € propria a
auséncia de co-estimulagéo pelas moleculas B7-1 (CD80), B7-2 (CD86), CD40 e ligando
(CD40L), e ligando da Fas (FasL) [24, 25]. Também intervém na imunomodulacdo os

receptores toll-like (TLR, toll-like receptors), que integram igualmente as MSCs [24].

Célula Dendritica ‘ [
- * Modulagdoda \
secrecdo de citocinas

* Inibi¢do da maturagdo

T~ e oDcL &
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\ meoc;toB /
LN capaC|dadeqU|m|otact|ca ‘ | P |
| . \, producdo de anticorpos \ /
{ m —/_ MSC y
Linfocito T \l/ ’
) { proliferacdo '
AN . activacdo : ,
v ) ¢ - / Macrofago
) . , A .
Ry ¥ ~ /\ * Polarizagdo paratipoll
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<« LTNFa .
Promogdo da / 4 — N
resposta Th2 Células NK Linfécito T regulador  <— . v
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Figura 6 Actividade paracrina das MSCs como imunomoduladoras.
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Pelas vias acima explanadas, as MSCs actuam essencialmente a 3 niveis: nas DC, nos
macrofagos e nos linfocitos (figura 6). O efeito das MCSs nas DC é produto da inibigédo
das citocinas pro-inflamatérias e da inibicdo da expressdo de MCH classe I, CD1-q,
CD40, CD80 e CD 86. Consequentemente, as DC ficam retidas num estadio de
imaturidade e/ou ndo-funcionamento [23, 24]. Relativamente aos macréfagos, as MSCs
favorecem a diferenciacdo dos macréfagos para o tipo Il [23]. O macréfago tipo i
activado (M2) é reconhecido como célula anti-inflamatéria; ao gerar uma resposta do
tipo-Th2 depois de activagdo em ambiente tipo-Thl, o M2 frena a producéo da citocina
promotora de Thl, a IL-12, e aumenta a producdo da IL-10, anti-inflamatéria. Entre os
linfocitos, as MSCs interagem com as células NK, linfécitos T e B. Por um lado, a accéo
das células NK pode ser cessada por accdo dos factores sollveis ja apresentados; por
outro, a sua proliferacdo IL-2 ou IL-15-dependentes também € inibida [23]. Também a
producéo e proliferacdo das células T e B sdo travadas — no caso das células B, junto com
queda da producdo de imunoglobulinas (principalmente A, G e M) e da sua capacidade
quimiotactica (por diminuicdo da CXCR5) [24]. A diminui¢do da producdo de IFNy
também é um factor importante, uma vez que regula varios aspectos da resposta imune:
desde as células T-helper 1 (Thl), passando pela diminuicdo da secrecdo de IL-4,
resultando na regulacdo inibitdria da resposta imune das células Th2 [26]. Paralelamente,
observa-se inducdo da actividade de algumas células T reguladoras (Treg) na presenca

de citocinas pro-inflamatorias.

As MSCs tém sido apelidadas de “imunoprevilegiadas” [20]. Porém, esta

imunossupressao encontra-se vincadamente dependente das condicGes de cultura,
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apresentando variagGes de enorme relevo de acordo com a fonte de isolamento utilizada,
0 numero de passagens em cultura e naturalmente com o ambiente interno do recipiente

[23].
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Aplicacao das MSCs nas Doencas do Envelhecimento

Ndo ha davida que as propriedades mencionadas se insinuam promissoras como
terapéutica para vérias doengas — e as relacionadas com o envelhecimento ndo sdo

excepcao. No website https://clinicaltrials.gov é possivel acompanhar o brotar de alguns

ensaios clinicos envolvendo MSCs, inclusive no ambito da doenca cardiovascular, da
diabetes mellitus e suas complicacdes, das doencas neurodegenerativas e do dominio
da oncologia (figura 7). A abundéncia de resultados no que concerne a MSCs deixa

adivinhar que muito trabalho tem sido feito neste campo. Cria-se portanto a necessidade

Colors indicate number of studies with locations in that region

Least T vost 04-09-2014

Labels give exact study count

16:37

Figura 7 Mapa extraido de clinicaltrials.gov, gerado automaticamente a pesquisa
pelas palavras-chave “mesenchymal+stem+cells”.


https://clinicaltrials.gov/

de nos cingirmos a alguns marcos mais representativos. Procedamos assim para 0

préximo subtitulo.

Patologia cardiovascular

A senescéncia acarreta alteracdes progressivas nos cardiomiécitos — estruturais e

finalmente funcionais. Presume-se que sejam, portanto, estas células as culpadas em

altima instancia no que é de facto o conjunto de doencas que representa a causa nmero

1 de morte no Planeta (figura 8).

Como ¢é consensual, 0 musculo cardiaco tem uma capacidade regenerativa francamente

inferior a do esquelético, sendo considerado que os cardiomidcitos sdo uma populacéo

estatica, sem capacidade de proliferacdo [27]. O “fendtipo cardiaco senescente” [28],

designadamente  os  insultos
isquémicos, as hipertensdes, 0s
diabetes, etc. tornam-se assim
decisivos na formacao de lesdes

cardiacas.

Efectivamente, ao fluxo

sanguineo insuficiente, sucede-se

acumulacéo rapida de
metabolitos 4acidos  nocivos,
radicais livres e dano celular.

Ischaemic
heart disease

Stroke
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Lower
respiratory inf...

Trachea
bronchus, lun...

HIV/AIDS

Diarrhoeal
diseases

The 10 leading causes of death in the world
2012
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1.5million
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I

Diabe.[es 1.5million

mellitus
Figura 8 Imagem produzida pela World Heath
Organization, onde se evidenciam as principais causas
de morte globalmente.
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Logicamente, ocorre perda de midcitos, e, na auséncia de mecanismos de reparacao
enddgenos, segue-se remodelacdo patoldgica e fibrose ventricular. A sequéncia é légica:

assim se criam disfuncdao sistolica e insuficiéncia cardiaca.

Presentemente, apesar dos progressos consideraveis no tratamento de enfarte agudo do
miocardio, as terapéuticas disponiveis negligenciam o problema central — perda de
miocardio funcional. S&o, na realidade, paliativas — mantendo-se uma populag¢do imensa
que acaba por desenvolver insuficiéncia cardiaca e, por conseguinte, morre
prematuramente. Neste ponto, da faléncia cardiaca, as Unicas opg¢des restantes sdo 0s
dispositivos de apoio ao ventriculo esquerdo (left ventricular assist device, LVADs ) e a
transplantacdo cardiaca [27]. Os inconvenientes do LVAD sé&o varios, incluindo uma
mortalidade importante aos 6 anos e um risco muito relevante de faléncia ventricular
direita. Quanto a transplantacdo cardiaca, tem inimeras contra-indicacdes (entre as quais
a idade), e, realizando-se, mantém-se a possibilidade de rejeicdo (imediata ou crénica) do
Orgao — apesar (e para além dos inconvenientes resultantes) da imunossupressdo pesada

e vitalicia obrigatoria.

Outras condicGes passiveis de agravamento com o envelhecimento séo a aterosclerose —
uma condicdo com forte componente inflamatéria — e o aneurisma adrtico. Os
tratamentos preconizados sdo essencialmente preventivos, no caso da aterosclerose, com
medidas farmacol6gicas ou ndo farmacologicas de eficacia limitada, ou, em ambas, com
correccdo endovascular. Estes procedimentos devem ser extremamente selectivos quanto
a clinica e as anomalias anatomicas operadas — tanto por representarem uma avultada taxa

de morbilidade e mortalidade, como de complicacbes. A descoberta da componente
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inflamatoria subjacente ao aneurisma inspirou ensaios clinicos com inibidores da enzima
de conversédo da angiotensina (IECAS) e estatinas, com doxiciclina e posteriormente com
anti-inflamatorios ndo-esterdides (AINES), verificando-se menos rupturas de AAs e
diminuicdo da sua velocidade de expansdo [26]. Ainda que sedutoras, estas terapéuticas
tém efeitos secundarios, sistémicos, e por isso ndo estdo preconizadas para administracao
em AA (para além de requererem equipamento especial para actuarem no local mais

favoravel).

Se os cardiomidcitos sdo células estaticas, no coracgao, porém, ha uma pequena populacao
de celulas que parecem prevalecer entre os individuos centenarios — existindo neles em
maior quantidade, com teldémeros mais longos e uma reserva de crescimento (quiescente)
mais numerosa [28]. Designadas de células estaminais cardiacas (cardiac stem cells,
CSCs), sabe-se que séo estas celulas indiferenciadas as responsaveis pela renovacao e
manutencdo cardiaca. Ainda hoje ndo esta esclarecido se estas células serdo originarias
do coracdo, da medula éssea, ou provirdo da medula éssea para se tornarem residentes no
coracao, onde vém a perder alguns marcadores de superficie [27]. Mas €, em geral, 0 seu
efeito que se pretende amplificar através da suplementacdo com MSCs, como veremos

adiante.

Nesta seccdo abordarei brevemente as estratégias propostas para enfarte agudo do
miocardio, insuficiéncia cardiaca, aterosclerose, aneurisma e insuficiéncia venosa
profunda. E notavel como poucas ideias em Medicina tiveram uma traduc&o to réapida

do laboratério experimental para a arena clinica como o uso de células estaminais para a
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doenca cardiaca. A verdade é que quando foi constatada a anergia imunoldgica face a alo-
enxertos de MSC, foi principiada uma sucessdo de ensaios em modelos animais com
enfartes do miocardio, em que se averiguou a adaptacdo favoravel da funcéo ventricular,
sem que se verificasse rejeicdo imunitéria (inclusive com xeno-enxertos) ou infiltracdo

linfocitica [29].

Coracao

Ao nivel da bomba principal do sistema circulatério, as MSCs exdgenas tém efeitos
diversos. Ja foi mencionada a sua capacidade de diferenciacdo em cardiomiocitos —
que acaba por ser um dos seus efeitos mais modestos. Por outro lado, as MSCs promovem
a neovascularizacdo em resposta a hipoxémia, mediadas pela emisséo das proteinas:
SDF-1 (stromal cell-derived factor 1), HGF (hepatocyte growth factor), IGF (insulin-like
growth factor), TGF-B (transforming growth factor B8) e angiopoetina-1 (Ang-1) [27].
Serdo estes factores de crescimento, por sua vez, a provocar a formacdo de células
musculares lisas e células endoteliais vasculares. Concomitantemente, as MSCs
estimulam directamente o restauro do tecido cardiovascular lesado, por libertacdo de um
cocktail cardiogénico de factores paracrinos que, alegadamente, seria por si s
suficiente para a reparacdo MSCs-dependente [30]. Nesta mistura contam-se: TGF-[31,
BMP-4 (bone morphogenetic protein 4), activina A, acido retinoico, IGF-1, FGF-2 (basic
fibroblast growth factor), a-trombina e IL-6. Houve inclusivamente quem juntasse este
conjunto pré-implantatoriamente as MSCs mostrando assim melhorar a sua eficacia

21



terapéutica. H& entdo um recrutamento e activacdo das CSCs enddgenas para as areas
isquémicas e ndo-isquémicas [27]. Concomitantemente, véem-se inibidas a apoptose
celular (em particular aquela dependente da caspase-3), e a fibrose, ao vedar a
proliferacdo de fibroblastos cardiacos I, Il e Ill que participam na matriz extracelular
T Baseline 12 Months after transendocardial stem cell injection
cardiaca. Em suma,
regeneram-se
células residentes
Left

do miocardio Ventricle

perdidas (musculo

liso,

Long-axis 2-chamber views
Baseline 12 Months after transendocardial stem cell injection

cardiomidcitos,
células endoteliais),

¢ fomentada a
Left

Ventricle

angiogénese e

minimiza-se a

remodelacdo _ : _ : —
Figura 9 Na imagem evidencia-se a diminui¢do notavel na massa

ventricular [29]. de tecido cicatricial (de 30,85 para 21,17 gramas) 12 meses ap0s
tratamento com MSCs. Imagem retirada de Heldman, 2014.

Ao transplante de células-tronco em lesBes cardiacas, com o objetivo de promover a
substituicdo e/ou regeneracdo dos cardiomidcitos chama-se cardiomioplastia celular. A
entrega das células pode fazer-se via intravenosa, intracoronaria ou intramiocardica.
Desde o primeiro estudo em 1999 (injeccdo de células autdlogas do estroma medular

directamente no ventriculo esquerdo de ratos criolesionados) até ao muito recente
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POSEIDON? (direccionado a doentes com cardiomiopatia isquémica) os resultados deste
procedimento tém sido optimistas. Tem-se verificado transversalmente uma influéncia
positiva na capacidade funcional do miocérdio (sistolica e diastélica), na remodelacdo
ventricular e, nos ensaios clinicos, beneficio para a qualidade de vida dos doentes (com
baixa incidéncia de reaccOes adversas, incluindo reacgdes imunolégicas, sendo que a

maior parte das observadas sao peri-injeccao).

A remodelacdo ventricular merece aqui alguma atencdo, pelo seu impacto
hemodindmico e pela sua componente fibrotica patoldgica. A actividade das MSCs ao
nivel da remodelacéo ventricular prende-se com a modelagéo dos constituintes da matriz
extracelular, diminuindo a expressdo de colagénios (I e I11) e metalopreoteinases da
matriz (MMP-2, MMP-9) relacionadas com a proliferagdo de fibroblastos cardiacos, mas
prende-se igualmente com a geracao de factores anti-fibroticos (HGF, adrenomedulina...)
(figura 9). Desta forma, no enfarte agudo do miocardio, a zona enfartada ¢ limitada,
assim como a perda de espessura da parede cardiaca (melhora 30% as 12 semanas), a
cicatrizacdo € reduzida e estes parametros reflectem-se nas pressdes diastolicas finais
(menos 50% em 6 meses) [27]. Também se verificaram resultados sobreponiveis na
insuficiéncia cardiaca de diversas etiologias [31]. Ainda que a fraccdo de ejeccéo

ventricular ndo se tenha mostrado consistentemente melhorada, vale a pena salientar que

2 Referéncia em clinicaltrials.gov: NCT01087996.
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a area de cicatrizagdo é altamente preditiva no que toca a arritmias ventriculares,
remodelagdo do ventriculo esquerdo, faléncia cardiaca e mortalidade [32].

Persiste, contudo, o desconhecimento quanto a melhor via de administracdo, dose/
frequéncia das instilagdes e vantagem das estratégias relacionadas com o pré-
condicionamento do material (genético, farmacoldgico, fisico, estruturas de matriz
biocompativel) [27]. Para alem disso, ja foram estudados vérios tipos de células
estaminais — como as CSCs, as CDCs (cardiosphere derived stem cells), as BMMNCs
(bone marrow mononuclear cells), e outros, que podem apresentar uma melhor relagéo
dose-resposta. Podera haver vantagem na combinacdo de varias? O futuro trard,

certamente, uma resposta.

O impacto do envelhecimento, e do fenotipo senescente, ndo se fica pelo coragdo. A
disfuncdo endotelial serve de base para a iniciacdo do processo aterosclerotico, sendo
que existe um territorio inflamatdrio subjacente muito relevante. Assim sendo, as células
estaminais insinuam-se Uteis ao alojar-se exactamente nos locais de leséo, diferenciando-
se em células endoteliais e reparando os vasos sanguineos afectados, enguanto
mitigam a inflamacdo contra-producente intermediada pelas metaloproteinases
secretadas por macrofagos. Porém, hd ensaios laboratoriais discordantes com este
pressuposto, uma vez que parece haver uma fraccdo de MSCs a diferenciar-se em células

musculares lisas — a quem se atribui a restenose vascular na aterosclerose (quer de novo,
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quer in stent) [33]. Assim sendo, o transplante de MSCs pode agravar, ao invés de atenuar,

a progressao da doenca. Mais estudos sdo necessarios para esclarecer estas hipoteses.

Como é bem conhecido, a idade e a aterosclerose amplificam o risco de aneurisma
aortico (AA), co-existindo um desequilibrio da sintese/degradacédo da matriz extracelular
e ainda a fragilidade da parede adrtica. Efectivamente, a inflamacéo cronica resultante da
aterosclerose é uma agravante importante para a degeneracao directa e indirecta da matriz.
O potencial anti-inflamatério e imunossupressor das MSCs, assim como a sua
mobilizagdo para locais com tecido danificado, justificam o seu uso no ambito do AA.
Assim, a inflamacéo e a degradacdo da parede aortica sdo inibidas pelas citocinas anti-
inflamatdrias, inibidoras de proteases e estimuladoras da sintese da matriz extracelular ja
aludidas. Empiricamente, estdo demonstradas eficAcia ndo sO na prevengdo do
desenvolvimento como na progressdo dos AA, parecendo existir mesmo alguma
regressdo no aneurisma ja formado [26]. SO ndo é consensual a via de administracéo,
posto que pela via mais cdmoda, intravenosa, uma grande percentagem de células sdo
retidas ao nivel dos capilares pulmonares, renais, esplénicos, hepaticos e renais. As
alternativas — implantacéo de uma pelicula celular (cell-sheet) intraperitoneal ou injeccédo
directa na parede aortica — sdo ideais neste aspecto, sendo porém evidentemente mais

invasivas [26].

Outra doenca cuja incidéncia se acentua com o avancar da idade é sem duvida a
incompeténcia venosa. A sua manifestacdo e as suas potenciais complicacfes (Ulcera
venosa, varicosidades, tromboembolia pulmonar) fazem desta doenca uma patologia

marcante sob varios pontos de vista. Recentemente foi proposta uma solucéo inovadora
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para insuficiéncia venosa profunda cronica, Ulceras venosas e outros problemas
decorrentes de baixo fluxo, como lesdo muscular dos Ml ou a sua paralisia. Com células
autdlogas, a professora Narine Sarvazyan propde a criacdo de bandas para rodear 0s
trocos de veias insuficientes, assemelhando-se a coragGes primitivos [34] (figura 10). Esta
bomba funcionaria por compresséo das veias, um pouco como a bomba esquelética dos
gastrocnémios. O peristaltismo seria garantido por um anel de células pacemaker com
células contrécteis. O efeito é — sendo reverter totalmente a pressdo hidrostatica — pelo
menos gerar um impulso ritmico na veia. Esta comprovado que este impulso favorece a
secrecao de citocinas pelas células endoteliais venosas e consequentemente, contraria a
predisposicdo a agregacdo plaquetar, hipercoagulabilidade e adesdo leucocitéria,

~

o

1. Extraccdo de 2. MSCs isoladase 3. Diferenciagdoem 4, Semear em 5. Implantagédoe
células da pele, osso, cultivadas células musculares moldes (scaffolds) correccdo da
medula dssea, cardiacas de forma a criar uma insuficiéncia venosa
gordura ou sangue manga de musculo profunda

periférico contractil

Figura 10 Representacdo da proposta de Sarvazyan para o tratamento de
insuficiéncia venosa profunda. No passo 4, admitem-se varios padrbes para
disposi¢éo das celulas, sejam em barra, espiral, varias bandas simétricas ou outros,
a estudar.

diminuindo o risco de trombose e promovendo a cura de Ulceras venosas da perna. A
longo-termo, assistir o retorno venoso nas extremidades mais baixas permite prevenir o
edema e em Ultima instancia ajudar a circulagcdo em todo o organismo, incluindo o proprio

coragéo.
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A revolugédo encontra-se no facto de se propdr uma estrutura inteiramente diferente da
estrutura/ localizagdo anatémica original, tirando partido da funcionalidade de células
especializadas de outro tecido presente no corpo. A titulo de curiosidade, no artigo, a
autora interroga-se, entdo, porque ndo nos presenteou a natureza com um mecanismo
semelhante... e responde de seguida, dizendo que uma vez que a doenga venosa profunda
é prevalente em idade avancada, a existéncia desta alternativa ndo representaria uma
vantagem evolucionaria. Poréem, havendo esta possibilidade, ndo existe nenhuma razéo
para ndo se proporcionar aos idosos esta hipotese, tirando partido dos Gltimos avangos na

biologia das células estaminais e da engenharia de tecidos.

A isquémia tecidular ja foi aqui abordada com respeito a doenga cardiaca e vascular, e sé-
lo-a novamente a propdsito do acidente vascular cerebral. Mas a forma como o organismo
reage a reperfusdo do coracdo, cérebro, e até mesmo dos membros traumatizados, 6rgaos
transplantados e retinopatia merece aqui uma referéncia. Visto que a hipoperfuséo celular
resulta em acumulacdo rapida de metabolitos acidos destrutivos, radicais livres de
oxigénio e, portanto, danos celulares, com fluxo sanguineo insuficiente as mitocondrias
ficam rapidamente disfuncionais. Ao contrario do que pudesse parecer l6gico, a reposicdo
da irrigacdo sanguinea ndo melhora este estado, coloca sim as mitocondrias ja debilitadas
em stress adicional: na sequéncia do aumento da permeabilidade celular, influxo de célcio

e libertacdo de mais radicais livres. Com efeito, gera-se inflamacdo que agrava o
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problema, resultando em disfungdo microvascular, hiperinflamacgdo e sucumbéncia das
celulas [35]. Restaurar o fluxo sanguineo pode assim causar a morte adicional de células
face a resposta inflamatdria agressiva. A terapia celular intravenosa com MSCs depois de

restaurada a irrigacdo vem contrapor-se a esta situacdo e melhora o cenario, porque ao

mesmo tempo que estimula neovascularizagdo reduz a inflamacdo prejudicial (cascatas
inflamatorias, citocinas e complemento), via sinalizagdes paracrina e autocrina. Este
efeito de “tolerancia” e regulagdo da resposta imune é essencialmente mediado pela
enzima indoleamina 2,3 dioxigenase (IDO): a mesma que participa no evitar da rejeigdo
na incompatibilidade materno-fetal, envolvida também na defesa do hospedeiro contra
patogénios, na capacidade de camuflagem/evasdo do tumor, entre outras [35]. Estes
efeitos estdo associados ao recrutamento e mobilizacdo IDO-dependente de linfocitos T

reguladores e citocinas como a IL-10. Esta constatacdo pode ter relevancia tambem para

outros fendmenos imunes e inflamatorios, como transplante de 6rgéos e cancro [35].

No sistema nervoso, o envelhecimento normal faz-se acompanhar de alteracGes
estruturais, bioquimicas e funcionais no cérebro, assim como alteragdes neurocognitivas
(eg, orientacdo e memaria). As alteracGes estruturais concretizam-se através da expansao
dos ventriculos, perda de volume cerebral focal, baixa da plasticidade neuronal e
degradacdo de alguns circuitos. As manifestacdes bioguimicas do envelhecimento

traduzem-se nos neurotransmissores, com decréscimo dos receptores dopaminérgicos D1,
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D2 e D3, tal como dos serotoninérgicos, e ainda de transportadores, como o 5-HT

glutamato [29].

As doencas neurodegenerativas caracterizam-se, essas sim, por perda de neurdnios no

cérebro ou na medula espinhal. A neurodegeneracdo aguda pode ser causada por um

insulto circunscrito no tempo, como um AVC ou
um traumatismo, que se repercute numa perda
localizada de neur6nios. A neurodegeneracao
cronica desenvolve-se ao longo de um periodo
prolongado de tempo, e pode afectar um subtipo de
neuronios em particular ou resultar numa perda

neuronal generalizada.

Figura 11 (retirada de Lunn, 2011)

A. Prevaléncia das doencas nos USA
confrontada com o investimento pelo
National Institutes of Health (2011)

B. Literatura disponibilizada acerca das novas
tecnologias celulares no ambito das diversas
doencas neurodegenerativas

C. Tipo de células, espécie proveniente e
respectivo investimento pelo NIH.

AD: Doenca de Alzheimer; PD: Doenca de
Parkinson; HD: Doenca de Huntington; ALS:
esclerose lateral amiotréfica; SMA: atrofia
muscular espinhal
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Huntington provocam perda difusa de neurdnios, enquanto Parkinson afecta neurénios

especificos, dopaminérgicos, localizados na substantia nigra. No tronco cerebral e
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medula espinhal, a esclerose lateral amiotrofica envolve degeneracdo dos neurdnios
motores. A esclerose multipla pode afectar tanto o cérebro como a medula espinhal, assim
como a isquémia, mas em extensdes variaveis. Também o glaucoma, na impossibilidade
de um tratamento eficaz, é uma doenca do envelhecimento dramatica e mutilante. Todas
estas patologias possuem peculiaridades; como tal, os mecanismos de perda neuronal
afiguram-se complexos e embargam, por enquanto, a descoberta de tratamentos eficazes.
A auséncia de terapias eficientes para estas doencas representa — pelo nimero de pessoas
afectadas e pelos enormes encargos que originam — um terreno atractivo e mesmo

privilegiado para os investigadores em células estaminais [36] (figura 11, 12).

Doenca de Alzheimer

mm——" -_
a deméncia

Modulagdo do Proteoglicanos de condroitina

neurodegenerativa mais  sistema Prostaglandina E
imunitario Tenascina-C

comum, e também a sexta Neuroprotecgao Factor neurotrofico derivado das células da

glia
causa de morte dos EUA Factor de crescimento nervoso
- Crescimento Metaloproteinases da matriz
[37]. A sua descricdo N0 axonal, Neurocan
diferenciagdo e Phosphacan
inicio do século XX por plasticidade Inibidores teciduais das metaloproteinases

sinaptica
Alois  Alzheimer  ja Figura 12 Aspectos potencialmente influenciados pelo

transplante de MSC. Baseado em Roll, 2014.
compreendia, para além

do quadro demencial, a diminuicdo do volume encefélico total, em particular da
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substancia cinzenta, o aumento dos ventriculos cerebrais e o depésito de proteinas
amiloides e tau. As placas senis e os emaranhados de neurofibrilas sdo marcos tipicos no
doente com Alzheimer, sendo causa de citotoxicidade ao nivel dos neurdnios, que em
geral comeca pelas areas da memoria e da linguagem para se estender, eventualmente, ao
restante cérebro. Paralelamente, ocorre um decréscimo nas concentragdes dos

neurotransmissores como a acetilcolina, a somatostatina, serotonina e epinefrina [37].

Surgem entdo duas abordagens possiveis para o doente com Alzheimer: ou contrariar a
formacdo das placas neurotdxicas, ou contrabalancar os défices no sistema colinérgico.
Presentemente, a pratica faz-se em funcéo da Gltima: inibidores da colinesterase como a
rivastigmina, donezepil e galantamina, atenuam de facto os danos colinérgicos, mediando
mesmo alguma recuperacdo da concentragdo e fungdes cognitivas [37]. A resisténcia
medicamentosa e os efeitos secundarios sdo, ndo obstante, importantes o suficiente para
a hipotese amildide/tau ser resgatada. E é aqui que as células estaminais voltam a convir
— quer para substituicdo directa dos neurdnios em falta quer por inducdo das células
estaminais enddgenas (neural precursor cells, NPCs) com potencial neuroprotector. E
certo que o referido efeito pode ser obtido por estimulo de compostos quimicos diversos,
desde alopregnanolona, fluoxetina, fator estimulador de colénias de granulécitos (G-

CSF), AMD3100 e SDF-1a. Mas os resultados mais satisfatorios tém sido verificados,

afinal, com a terapia celular [37].

Um estudo da equipa de Shin et al. concentrado na clearance de placa beta-amildide
demonstrou que as MSCs amplificam a via de autofagia, favorecendo a sobrevivéncia de

neurdnios, tanto in vitro como in vivo [31]. Entretanto, foi reportado que também os
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sintomas de Alzheimer podem ser atenuados pelo transplante de MSCs no modelo animal:

a melhoria funcional surgira como consequéncia da diminui¢éo de deposi¢do de proteina

beta-amiléide, menor producdo do seu precursor, e activagdo da microglia. A activacdo

da microglia, por sua vez, diminui a libertacdo de factores pro-inflamatérios, aumenta a

emissdo das citocinas anti-inflamatorias e a expressao de neprilisina (a enzima que

degrada a proteina beta-amiléide) [37]. Emergiram assim também resultados promissores

no sentido da modulacdo do ambiente inflamatdrio da doenca de Alzheimer.

Adicionalmente, no modelo experimental, a co-cultura de MSCs e microglia de ratinho

parece amplificar a expresséo de neprilisina [37].

Doenca de Parkinson

A doenca de
Parkinson é a
segunda doenca
neurodegenerativa

mais comum, e tem
uma prevaléncia de
2% em individuos
com mais de 70 anos
[38]. Esta doenca

atinge primariamente

| Libertagdo de citocinas

| Activacio/
infiltracdo de
células imunitarias
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Figura 13 A importancia dos disturbios imunitarios na perda de
neuronios dopaminérgicos, e o potencial terapéutico da regulacéo
imune no tratamento da Doenca de Parkinson. Baseado em Chao,
2014.
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0s neurdnios dopaminérgicos, cujos corpos celulares estdo na substantia nigra pars
compacta e 0s axonios no striatum. Como consequéncia, a degradacdo destas células
diminui sucessivamente a quantidade de dopamina estriatal, que vai ser transmitida ao
talamo, finalmente manifestando-se em diminuigdo do output motor. Observam-se pois
sintomas motores, como bradicinesia, rigidez e instabilidade postural. Outros sintomas,
como o tremor parkinsonico, parecem estar associados a uma componente ndo

dopaminérgica [38].

Em 2014 foi publicado um artigo que expde uma série de mediadores moleculares
(citocinas, receptores) envolvidos na doenca de Parkinson incipiente [39]. De acordo com
ele, varios factores genéticos e ambientais mal conhecidos agridem os neuronios (lesao
cerebral aguda, infec¢do, quimicos nocivos...), ao que 0s neurdnios danificados reagem
com neuroinflamacéo (figura 13). Paralelamente, a activacéo das células da glia/microglia
parece favorecer a activacdo da via NFKB, e o consequente despoletar do processo
inflamatdrio com infiltracdo de leucocitos (linfocitos T, em particular) recrutados do
sangue periférico que atravessam mesmo a barreira hemato-encefalica. Em consonancia
com esta conjectura, tratamentos experimentais nos modelos animais, como terapia
génica com genes anti-inflamatorios ou simplesmente administracdo de anti-
inflamatdrios ndo-esterdides (AINES), tém sugerido, realmente, menor activacdo da

microglia e menos degeneracdo neuronal [39].

A actividade modulatéria das MSCs pode, no futuro, revelar-se muito Gtil também nesta
vertente da Doenca de Parkinson. Para ja, a sintomatologia é, de facto, controlada

eficazmente por farmacos, mas este efeito ndo resiste ao inicio de perturbacdo motora
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mais profunda. Nesta fase resta somente o recurso a estimulacéo cerebral profunda e a
poucos outros que, novamente, controlam os sintomas sem serem de capazes parar ou
reverter a doenca. A oportunidade das células estaminais decorre, entdo, do seguinte
pressuposto: quando restaurada a transmissdo dopaminérgica no striatum, tem lugar a

recuperacao da funcéo [38].

A investigacdo com células estaminais no ambito da doenca de Parkinson comecou pelo
transplante de tecido fetal — que hoje ja ndo se admite, porque se revelou tumorigénico e,
claro, eticamente problemético. Néo tardou até as MSCs se insinuarem superiores, por
serem faceis de isolar e aplicar, e capazes de transpor a barreira-encefalica [29] — o que

permitia serem transplantadas sem recurso a metodos invasivos.

Nesta sequéncia, ja no laboratdrio, as MSCs provaram estimular o crescimento neuronal
enddgeno, inibir a producdo de citocinas inflamatorias (TNF-a, IL-2, 6 e 12, e IFNYy),
diminuir a apoptose celular, encorajar a conexao sinaptica nos neurénios danificados,
regenerar 0s neurénios hospedeiros, segregar factores troficos neuroprotectores (EGF,
VEGF, NT3, HGF, BDNF, outros), partilhar as suas mitocondrias com células
danificadas e reduzir os radicais livres (e logo o stress oxidativo no hipocampo) [29, 31,
40]. A oxidacéo persiste, porém, como um obstaculo a diferenciacéo e sobrevivéncia das
MSCs (in vitro e in vivo). Para isto, varios investigadores tém estudado nanoestruturas,
de carbono ou de nitreto de silicio (SiNX) que orientam, aceleram e ainda permitem
avaliar o crescimento neuronal [40, 41]. O objectivo é futuramente implantar estes
pequenissimos tubos, como stents mas da espessura de um cabelo, onde sejam

necessarios, para promover a regeneracao neuronal em locais lesionados. De momento,
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0s nanotubulos de carbono j& provaram ser biocompativeis com as MSCs e as células
estaminais neuronais (in vitro e in vivo) [40]. J& os microtibulos de SiNx serdo
brevemente apetrechados com eléctrodos para estudar o sinal eléctrico no axonio.

Aguardam-se avancos neste campo da Nanomedicina.

Recapitulando, o que se pretende das MSCs é providenciar o alivio dos sintomas e
reverter a progressdo da doenca onde outros tratamentos ja nao tém efeito. Em animais,
ja se demonstrou a substituicdo de neurdnios dopaminérgicos danificados, assim como de
outros neuroénios, células de suporte neuronal e estruturas vasculares (lesadas pela
injeccdo) [38]. Observou-se também que as MSCs aumentam 0s niveis de dopamina e
tirosina hidroxilase [31]. Em laboratério, é ainda possivel induzir uma modificagdo
genética das MSCs que provoca maior secrecdo de factores especificos, ou uma
percentagem adicional de diferenciacdo das MSCs para células dopaminérgicas. Por
exemplo, Barzilay e colegas utilizaram lentivirus com o gene LMX1a para alterar o perfil
de expressdo (génica) das células no sentido de se assemelharem mais aos neurdnios
mesodiencefalicos, o que favorece a sua diferenciacdo para neuronios dopaminergicos

[31].

Em 2010, decorreu um ensaio clinico com MSCs aut6logas em 7 humanos com Parkinson
(administradas por cirurgia estereotaxica). De uma forma geral, confirmou-se uma
melhoria na escala UPDRS (Unified Parkinson’s Disease Rating Scale), melhoria
subjectiva de sintomas (como a expressdo facial, marcha, episodios de freezing) e
conseguiu-se, inclusive, a reducdo das doses dos agonistas dopaminérgicos nalguns deles.

Este resultado foi atribuido a diferenciacdo das MSCs em células produtoras de
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dopamina. N&o obstante, este estudo ndo € conclusivo isoladamente, tendo em conta o

nimero diminuto de pacientes envolvidos e a auséncia de grupo controlo [42].

No artigo de Young coloca-se uma questéo pertinente: haveria vantagem na utilizacéo de
células alogénicas, que ndo carregassem potencialmente as mutacBes causadoras da
doenca? Sublinha depois que, a fazer-se, devera ter-se em atencdo a concordancia de
géneros (as células estaminais femininas ndo se comportam da mesma forma num
ambiente rico em testosterona, e vice-versa com 0s estrogénios) e de grupos sanguineos
(ABO, Rho-D positivo/negativo) [38]. Termina explicando que as células autélogas ndo
serdo problema, mesmo comportando uma mutacdo importante, ja que a doenca de
Parkinson sé se viria a manifestar nas células transplantadas depois de diferenciadas e

perto do final do seu ciclo de vida.

Isquémia cerebral

As lesdes isquémicas cerebrais sdo o tipo mais importante de acidente vascular cerebral
(AVC), e constituem a causa primeira de morbilidade grave a longo termo nos EUA. A
trombodlise € o Unico tratamento disponivel, mas esta limitada pela sua curta janela
terapéutica e pelo risco hemorragico implicado. Nesta area, aposta-se no potencial de
substituicdo das células afectadas pelas MSCs, mas principalmente nos factores troficos
e de crescimento (ou estimulo a libertacéo de tais factores), consequentemente levando a

amplificacdo do potencial enddgeno de reparacdo neuronal [43].
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Tal como no miocérdio isquémico, a regeneracdo do cérebro isquémico depende de
factores secretados por células estaminais, sejam estas enddgenas (células estaminais
neurais = neural stem cells, NSCs), ou transplantadas [40, 44]. A emisséo de factores pro-
angiogénicos, como o VEGF, € critica na reparacao de lesdes p6s-AVC. Também factores
neutrotréficos como o NGF e o factor neurotrofico derivado do cérebro (brain-derived
neurotrophic factor, BDNF) sdo secretados pelas células estaminais neurais e parecem
melhorar inclusive a reparacéo de lesdes na medula espinhal (por moderacgdo da apoptose)
[44]. Comprovadamente, estes factores também podem ser secretados por MSCs, e sdo,
em especial, propensas a isso quando cultivadas em meio condicionado ja ele proprio com

VEGF, NGF e BDNF [44].

In vivo, os resultados séo, claro esta, menos lineares deparando-se com duas grandes

dificuldades: o stress oxidativo e a hipoxia.

O stress oxidativo e os metabolitos toxicos lentificam a regeneracéo tecidular e reduzem
a longevidade das MSCs transplantadas. Os nanotubulos de carbono oferecem aqui

também uma alternativa possivel de suporte a diferenciacdo das MSCs.

Mais do que o stress oxidativo, a reposicéo da citoarquitectura do tecido destruido depara-
se com uma seérie de condig6es proprias da isquémia que incluem inflamacéo, libertacédo
de células necrdticas e formacdo de cicatrizes gliais. A sobrevivéncia das células do
enxerto esta assim condicionada, pelo que o transplante de células estaminais deve ser

substancial: varios milhdes de células devem ser injectados [43].

Na isquémia, as MSCs irdo ser, naturalmente, atraidas pelo gradiente de citocinas que

sinalizam lesdo tecidular: molécula de adesao celular vascular-1 (vascular cell adhesion
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molecule-1, VCAM-1), SDF-1, proteina quimiotatica de mondcitos-1 (monocyte
chemoattractant protein-1, MCP-1), quimiocina CC (ligante do motivo CC) (chemokine
(C-C motif) ligand 2, CCL2...). Aproximadamente 1/3 das células vem a migrar para a
area enfartada, sendo que somente 2-20% das MSCs vém a integrar os circuitos
neuronais — como 0 comprova a expressdo dos marcadores neuronais correspondentes.
No modelo animal, as células estaminais tém capacidade de regenerar muitos fenétipos
de neurdnio, como GABA-érgicos, glutamatérgicos, dopaminérgicos, interneurénios, e

até, em percentagens inferiores, astrocitos e microglia [43].

Mas, como noutras patologias, a reintegracdo das MSCs da estrutura neuronal tem um
papel secundario quando comparado com o efeito das células indiferenciadas, que mais
ou menos perto da lesdo contribuem com factores de crescimento para suporte
regenerativo directo ou indirecto (por estimulo das celulas residentes) das células
isquemicas. O factor neurotrofico derivado das células da glia (glial cell-derived
neurotrophic factor, GDNF), BDNF e o IGF-1 ja foram identificados como implicados
na proteccdo induzida por celulas estaminais nos casos da hipoxia neonatal ou oclusao
da artéria cerebral média. As propriedades imunossupressoras também sdo
importantes, porque as MSCs tém capacidade de diminuir os danos resultantes da
inflamacdo pos-isquémia, ao moderar a emissdo de mediadores pré-inflamatorios, o
recrutamento de células inflamatorias e a prépria activacao perilesional tanto de astrécitos
como de elementos da microglia. A angiogénese também é uma vertente muito
importante no AVC isquémico. Uma angiogénese demasiado exuberante pode agravar o

edema e entrar mesmo em hemorragia, mas o desenvolvimento ideal de vasos afigura-se
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fundamental para a reperfusdo da lesédo e regifes adjacentes e para restabelecer o
metabolismo normal no tecido cerebral, e as MSCs transplantadas contribuem para o
estado pro-angiogénico pds-isquémico durante mais de 2 semanas. Células estaminais
podem ser geneticamente modificadas para expressar VEGF, factor de crescimento
placentario (PIGF, placental growth factor) e Ang-1 (entre outros!) em quantidades
adicionais. O transplante de células estaminais, comprovadamente, estimula a
proliferacéo de células progenitoras e neuroblastos da zona subventricular ipsilateral,
durante um periodo prolongado de tempo. Porém, ndo € clara a correspondéncia entre
aumento da neurogénese e recobro funcional pés-AVC. Uma ressalva para esclarecer que
angiogénese e neurogénese ndo sdo entidades totalmente independentes: de facto, em
estudos in vivo, 0 bloqueio da angiogénese com endostatina atenua substancialmente a
migracao de neuroblastos para a regidos isquémica, com ou sem terapia celular, sugerindo
a existéncia daquele que é chamado “nicho neurovascular”. Finalmente, a remodelacao
da substancia branca também tem sido verificada, por exemplo, com prevencdo da

reducdo isquémica do corpo caloso apds tratamento com MSCs.

Na préatica, em modelos animais, verificou-se que com MSCs houve melhoria da funcéo
senso-motora/reducdo dos défices funcionais, aumento da sinaptogénese, estimulo da
regeneracao nervosa, menos danos induzidos pelo activador do plasminogeénio tecidular
(tissue plasminogen activator, tPA) e imunomodulacdo (quando administradas 1-7 dias

apos AVC) [43].

Quanto aos progressos em humanos, sabe-se que decorrem neste momento uma dezena

de estudos em fase 11, mas ainda é cedo para falar em resultados (clinicaltrials.gov).
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Outras doencas neurodegenerativas

Depois de se constatar que, no modelo do ratinho, as MSCs atrasavam o inicio da
esfingomielinase &cida (interveniente na doenca de Niemann-Pick) e melhoravam a
sobrevivéncia, testou-se na esclerose lateral amiotréfica (ELA) em doentes refractarios
as terapéuticas. Na ELA, a implantacdo de MSCs resulta em diminuicdo da morte de
neurénios motores (por acgdes parécrinas), e aumento do ndmero de conexdes
neuromusculares [29, 31]. No ensaio clinico verificou-se uma tendéncia gradual para a
recuperacdo de forca muscular (carece-se de informacdo sobre a durabilidade do efeito)
[40]. Em ratinhos transgénicos notou-se, finalmente, o atraso da incidéncia da doenca e a
melhoria das fun¢des motoras, com o contributo potencial da neurogenina 1 como indutor

da neurogénese [45].

A esclerose multipla (EM) apresenta-se com neuroinflamacéo cronica: células T auto-
reactivas infiltram-se no sistema nervoso central através de uma barreira hemato-
encefalica enfraquecida, causando destruicdo da mielina e danos secundarios dos
oligodendraocitos e axonios [31, 46]. Infelizmente, ndo existem terapias capazes de frenar
a fase progressiva da doenca — 0s tratamentos sdo paliativos e vém associados a efeitos
secundarios que muitas vezes impedem o seu uso a longo termo. Testes com MSCs em
animais tém produzido alguma imunomodulacdo mas sdo relativamente impotentes na
reposicdo dos oligodendrocitos (regeneracdo da mielina), perante a distribuicdo ampla

das lesdes e as lesdes na substdncia cinzenta [31, 46]. As propriedades neuro-
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regenerativas e o potencial para reparacao inclusive da barreira hemato-encefélica [46],
com reac¢des adversas minimas, asseguram mesmo assim que se continue a investigacdo
com MSCs; entretanto, esperam-se para breve os resultados de um estudo para a EM

recidivante [31].

A doenga de Huntington manifesta-se entre os 35 e os 45 anos de idade, com
dificuldades motoras, problemas cognitivos, deméncia e perturbacdo afectiva. Resulta de
um namero anormal de repeti¢6es do trinucleotideo CAG no gene de Huntington, e a sua
abordagem actual fica-se pelo tratamento sintomatico dirigido a cada um dos 3 dominios
afectados: psiquiatrico, do movimento e da cognigdo... O efeito dos farmacos e dificil de

avaliar, pela amplitude do espectro de apresentacdo da doenca.

A terapia celular tem sido explorada como potencial (e verdadeira) cura para a doenca,
baseando-se na substituicdo das celulas mortas e neuroproteccdo das lesadas. A
capacidade de conversdo das MSCs em células neuronais tem sido confirmada em
ensaios, bem como a capacidade de secrecdo de factores neuroprotectores, entre factores
de crescimento, quimiocinas e citocinas. Estudos recentes com ratinhos mostram que o
transplante intraestriatal de MSCs reduz a atrofia estriatal, apesar da permanéncia muito
limitada (7 dias) das células transplantadas [47]. Entretanto, investe-se na possibilidade
de modificacdo genética das MSCs, com vista a prolongar o seu efeito, e, portanto,
ampliar as respectivas fun¢bes neurogénica e citoprotectora. A sobrevivéncia neuronal,
neurogénese, diminuicdo da inflamacdo e activacdo mitocondrial sdo mediadas pelos

factores paracrinos ja nossos conhecidos: VEGF, HGF, IGF-1, IGF-2 e SDF-1.
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Teoricamente, estes efeitos positivos resultardo em proteccdo e reparagdo das células

neuronais, e assim, inibigdo da progresséo da doenga de Huntington [47].

Para além das doencas neurodegenerativas referidas nos paragrafos anteriores, merece
referéncia o glaucoma, que afecta a retina de uma forma progressiva e irreversivel, a luz
do conhecimento actual. A base molecular do glaucoma é complexa, sendo que entre 0s
Varios mecanismos que causam degeneracdo das células ganglionares da retina estdo:
lesdo priméaria do axonio, privacdo de factores neurotroficos, isquémia, stress oxidativo,
disfuncdo mitocondrial e inflamacdo. Cumulativamente, tem lugar uma degeneracao
gradual das células ganglionares da retina, resultando em defeito no campo visual, que
pode culminar na perda irreversivel da visdo do doente. As terapéuticas praticadas
actualmente atrasam a progressdo da doenca e limitam a perda da visdo na maior parte
dos doentes, mas noutros os tratamentos em voga nédo surtem este efeito nem séo capazes
de reestabelecer a pressao intraocular aos parametros normais. O potencial contido nas
MSCs reside na sua capacidade de produzir os factores neurotréficos, incluindo o BDNF,
factor neurotrofico ciliar (CNTF, ciliary neurotrophic factor), GDNF e o factor de
crescimento dos fibroblastos basicos (bFGF, basic fibroblast growth factor). Encontra-se
em curso, presentemente, o primeiro ensaio clinico neste ambito na Florida
(NCT01920867 em clinicaltrials.gov), fase Il, dirigido ndo s6 ao glaucoma, como a
doenca macular degenerativa, doenca do nervo optico e varias doencas da retina [48]. No
modelo animal com degeneracdo macular relacionada com a idade, o transplante
subretinal de MSCs promove sobrevivéncia dos fotorreceptores, retarda regeneracao da

retina e preserva-lhe a sua funcédo [29].
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Marcacdao com radioisotopos, pre-condicionamento e
modificacao genética

Foram exploradas patologias variadas que podem vir a dar matéria de estudo para 0s
Varios anos que se seguem. A realidade é que, no ambito da terapéutica com MSCs, ha
inimeras variaveis a controlar, entre as quais se explicitam trés: a via de administracéo,

o0 pré-condicionamento e a modificacdo genética.

A incerteza que persiste acerca dos mecanismos terapéuticos motiva a utilizagéo de
técnicas de imagem para investigar a biodistribuicdo das MSCs transplantadas,
recorrendo a marcacdo com radioisétopos [49]. Segue-se um exemplo simples: no
modelo de rato com lesdo compressiva da medula espinhal constatou-se por tomografia
computadorizada por emissdo de fotdo unico (single photon emission computed
tomography, SPECT) que a administracdo intravenosa de MSCs resultava numa
distribuicdo visceral (baco, figado, rins) das células marcadas com indio-111, com pouca
afluéncia a lesdo. Pelo contrério, a injec¢do para o interior da cavidade centromedular
resultou em abundancia de células no local da lesdo, durante pelo menos 10 dias.
Naturalmente, ha riscos quando se adopta uma técnica mais invasiva; mas nem sempre
tem que ser assim. A injeccao estereotaxica € um dos 3 mecanismos mais populares para
a introducdo das células estaminais por forma a ultrapassarem a barreira hemato-
encefalica até as cisternas sub-aracnoideias do sistema nervoso central [38]. A injec¢do
estereotaxica € eficiente, mas, evidentemente, um procedimento invasivo, assim como a

injeccdo intratecal (ou reversed spinal tap). Gracas as novas técnicas de imagem,
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descobriu-se na Alemanha (University Hospital of Tubingen) outra estratégia eficiente de
administracdo dos MSCs aos doentes neuroldgicos, e francamente menos invasiva:
intranasal. A administracdo intranasal aumenta comprovadamente os niveis de tirosina
hidroxilase no striatum e substantia nigra lesados, baixando os valores de 6-
hidroxidopamina (toxina) e citocinas pré-inflamatorias [40] — apresentando-se como uma
alternativa mais segura para o tratamento da doenca de Parkinson. Similarmente, estudos
desta natureza revelar-se-80 muito Uteis para avaliar a migracdo e fixacdo das células, a
correlacdo da sua profusdo com os efeitos positivos verificados, comparagdo com locais
de reacc¢do adversa (hemorragia, neoplasia...) e ainda determinacao das doses € vias mais

eficientes para os tratamentos.

O pré-condicionamento € uma forma extraordinéria de mobilizagdo dos mecanismos
enddgenos para optimizacdo do potencial terapéutico das MSCs. Observou-se que as
células expostas a hipoxia sub-letal pré-transplante vém a sua tolerancia e propriedades
regenerativas beneficiadas, assim como a sua capacidade de sobrevivéncia. Séo
responsaveis por estes efeitos o factor-1 humano indutivel por hipdxia (hypoxia-inducible
factor 1, HIF) e outros factores troficos, como sejam: BDNF, GDNF, VEGF,
eritropoetina, SDF-1 e respectivos receptores [43]. Adicionalmente, fica frenada a
emissao de citocinas pro-angiogénicas e parece haver maior diferenciacdo para neuronios
e endoteliocitos — enfim, os animais que recebem estas células pré-condicionadas com
hipdxia apresentam uma melhoria funcional mais eficiente que o grupo de controlo com
celulas normoxicas [43]. Outros elementos “gatilho” ja estudados no pré-

condicionamento sdo: anoxia, monoxido de carbono, perdxido de hidrogénio, mediadores
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como eritropoetina, IFG-1, proteinas de choque térmico (heat shock proteins), e varios

agentes farmacoldgicos (mais recentemente, o cobalto protoporfirina e a apelina) [43].

Outra forma de rentabilizar o potencial terapéutico das MSCs é a modificacdo genética.
Como se processa? As MSCs podem ser preparadas com lentivirus, adenovirus ou outros
virus comuns, no sentido de pré-incorporar genes angiogénicos, ou neuroprotectores, no
sentido de amplificar continuamente os efeitos paréacrinos das células [43, 50]. Por
enquanto, porém, ainda ndo ha experiéncia ao nivel de clinica para testar a seguranca e
eficiéncia desta estratégia. Teme-se o potencial de transformacdo maligna, e a
ambivaléncia da terapéutica. O equilibrio € delicado: i.e., se 0 VEGF estimula
angiogénese e neurogénese, também vem a aumentar a permeabilidade vascular,

arriscando-se agravar o eventual edema [43].

Com o avancar da idade, resulta 0 aumento da obesidade central visceral a custa de
triglicerideos que se acumulam no musculo, figado e células pancreaticas. Paralelamente,
da-se um incremento na libertacdo de &cidos gordos, glicerol, hormonas, citocinas pro-
inflamatdrias e, logo, macrofagos, que somam a senescéncia celular habitual para
culminar no desenvolvimento de resisténcia a insulina. A subsequente incapacidade de
controlar a glicémia define, efectivamente, a diabetes tipo Il. Quanto ao tipo I,
apresenta-se semelhante a Il nos estadios mais avancados: ocorre perda e disfuncdo de

células B-pancreaticas e perda de insulina.
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Com o aumento da longevidade ndo restam dividas de que a diabetes e respectivas
complicacGes tém vindo a ganhar volume (morbilidade e mortalidade), e conta-se mesmo
que a escalada continue a acompanhar o aumento da obesidade. A importancia da
obesidade também é agravada por causas evolutivas de ordem genética e ambiental, que

afectam a funcéo das células B-pancredticas e a sensibilidade dos tecidos a insulina [29].

Um pilar importante da regulacdo da glicémia na diabetes tipo I ou tipo Il avancada é a
administragdo de insulina injectavel. Mesmo com a divulgacdo dos aparelhos para
controlo da glicémia, do aperfeicoamento dos dispositivos para a administracao e também
das formulacdes dos analogos de insulina, esta continua a ndo reproduzir a regulagéo
precisa conseguida pelas células B na homeostasia da glicose, persistindo riscos
significativos de hipoglicémia e complicagdes — apesar de haver hoje menos
complica¢bes microvasculares que em 1980, quando o gene da insulina foi primeiramente
sequenciado [51]. Carecendo actualmente de cura para a diabetes insulinodependente, o
transplante de células [B-pancreaticas é atractivo, insinuando-se como alternativa as
injeccdes de insulina, assim como o proprio transplante total do pancreas, pois estes
permitem um controlo aproximadamente fisioldgico da glicémia, logo, reduzindo as
complicacbes nervosas e a dependéncia de insulina a longo-termo [52]. No entanto vé-se
limitado pela disponibilidade de ¢rgdos/ ilhéus de dadores e pela necessidade de

imunossupressao [31].

Quando foi primeiro tentado em doentes com pancreatite crénica, em 1980, o transplante
de ilhéus B-pancreaticos (e.g., para 0 espaco subcutdneo) seria uma alternativa
minimamente invasiva para a substituicdo das células B-pancreaticas. Duas décadas
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depois, este trabalho foi transposto, experimentalmente, para os doentes com diabetes tipo
1 [25]. Entretanto, tem-se mostrado ineficaz para a manutengdo da insulino-
independéncia a longo-termo, o que se atribui primariamente a isquémia resultante de
vascularizacdo insuficiente e do prdprio ambiente hipdxico pdés-transplante (logo,
sobrevida limitada dos ilhéus). O componente imune também ndo pode ser desprezado,
posto que ocorre com alguma frequéncia rejeicdo dos excertos, apesar do uso de
imunossupressores potentes [25]. Neste ponto, os estudos apontavam para duas variaveis

a explorar: o sitio para o transplante e o controlo da resposta imunitaria [53].

Com efeito, sdo varios os locais onde se implantaram as células, entre eles o figado, baco,
capsula renal, testiculos, cérebro, cavidade peritoneal, omento, medula dssea, musculo,
gordura epididimal, etc. [53], e 0 espac¢o subcutaneo foi o que de facto se apresentou mais
simples e menos invasivo. A questdo da vascularizagdo tentou contornar-se com recurso
a malhas de biomateriais diferentes, com ou sem aplicacdo adicional de factores pro-

angiogeénicos, mas com resultados muito modestos [53].
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Enfim, apostou-se no controlo —— Islets

--w-- Islets+MSCs
—v~— Indirect co-cultures

da resposta imunitaria. A
a g
actividade imunomoduladora 3
g
pelas MSCs ja foi descrita na h
seccdo a isso destinada. Weeks
b INSULIN PDX1

Essencialmente, a interaccao
célula-a-célula e a secrecédo de
factores paracrinos (neste

caso: TGF-B1, HGF, Oxido ‘

nitrico, IDO, PGE-2, MMP-2

e 9 e IL-6) vém a controlar

tanto a resposta imunitaria Figura 14 Resultado da cultura simples de ilhéus B-
_ _ pancreaticos, co-cultura directa e indirecta com MSCs,
inata como adaptativa, a0 ao longo de 4 semanas. Nota-se uma clara melhoria da
_ sobrevivéncia para os ilhéus de co-cultura indirecta
conter a proliferacdo, com MSCs. Imagem retirada de Scuteri, 2014.
migracao e funcdo de células B, T e NK [51]. Simultaneamente, inibem a producéo de
anticorpos e imunoglobulinas, maturacdo das células dendriticas e activacdo de
neutrofilos. Como tal, a rejeicdo dos ilhéus é refreada pela co-administracdo de MSCs, o

que se traduz, logo a partida, numa maior sobrevida dos ilhéus enxertados [51].

Com efeito, dependendo das condicdes do meio de cultura, as MSCs podem afectar
ambas: a sobrevivéncia e a funcionalidade dos ilhéus B-pancreéticos [52]. O contacto
directo condiciona uma diferenciacdo preferencial das MSCs em células produtoras de

insulina (por aumento da expressdao de Pdx, pancreatic and duodenal homeobox 1: o
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factor promotor da producdo de insulina). Ao mesmo tempo, a co-cultura indirecta (em
que as MSCs e os ilhéus ficam fisicamente separados por um Transwell, partilhando os
factores tréficos) favorece a sobrevivéncia dos ilhéus (figura 14) [52]. As MSCs séao
manifestamente capazes de segregar VEGF, factor de von Willebrand e outros factores
de crescimento, e de induzir a proliferagdo de (ou transformar-se em) componentes dos
vasos sanguineos, como células endoteliais e musculares lisas [25, 52]. A melhoria da
vascularizacao reflecte-se, sem duvida, na optimizacdo metabdlica das células B e na

diminui¢do do nimero de células necessarias para controlar a glicémia [25].

Sinteticamente, o co-transplante de ilhéus pancreaticos e MSCs interfere no processo da
remodelacdo, preserva a estrutura tridimensional dos ilhéus (mantém a integridade da
membrana e portanto as suas propriedades) e melhora a revascularizagdo. Também fica
aumentada a capacidade de restituir a normoglicémia, seja por producdo directa de
insulina (pelas células diferenciadas) ou por aumento da sobrevida dos ilhéus [29. 52].
Sabe-se ainda que as MSCs alogénicas e xenogénicas podem inclusivamente induzir
regeneracgdo do pancreas (cross-talk trofica MSCs/pancreas) e reduzir assim a glicémia,
favorecendo mesmo o aumento de peso pos-transplante [31]. Estudos in vitro e in vivo
atestam que o transplante de MSCs em animais melhora a regeneracdo de células
progenitoras por secrecdo de factores angiogénicos, citoprotectores, ant-inflamatorios,
mitogénicos e anti-apoptoticos [31]. Finalmente, o efeito inibidor das MSCs sobre a
resposta imunitaria parece prevenir (ou pelo menos atrasar) a rejeicdo de ilhéus

alogénicos, e melhora mesmo a funcéo dos transplantes implantados.
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E possivel que exista ainda um beneficio adicional se, junto aos ilhéus B-pancreaticos e
as MSCs, se transplantarem ainda fibroblastos. Um artigo da PLoS ONE sustenta que a
adicdo dos fibroblastos melhorou a sobrevivéncia dos ilhéus de xenotransplante assim
como das MSCs, ao reforcar o potencial pro-angiogénico das MSCs, logo, reduzindo a
hipoxia [53]. Também ha quem atribua aos fibroblastos propriedades imunossupressoras

MSC-like... Séo necessarios mais estudos para clarificar esta cooperacao.
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Figura 15 Producéo de insulina pelos ilhéus pancreaticos, ilhéus de cultura directa
com MSCs e MSCs cultivadas isoladamente, ao serem expostos as concentracoes
indicadas de glicose. Gréafico proveniente de Scuteri, 2014.

Outra linha de pensamento sugere que as MSCs, ao serem capazes de se diferenciar em

células B-pancreaticas funcionais, sob determinadas condic6es, possam ser suficientes,

por si s, para suprir a producéo de insulina no organismo.

Se 0 meio de cultura das MSCs tiver low serum e factores de crescimento como o peptideo
glucagina-like 1 (GLP-1, glucagon like peptide 1) ou analogos, induz-se a diferenciacéo
das MSCs em células que expressam insulina e partilham algumas propriedades das

células B [51]. Ja foi provada a eficacia destas células diferenciadas na diminuicdo da
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pancredtica, como PdXx,

Ngn3, MafA e Pax4, em combinagcdo com factores de crescimento e reagentes que se
sabem capazes de alterar a estrutura da cromatina. Mas quando esta estratégia foi tentada,
obtiveram-se células predominantemente a-like, grandes produtoras de glucagina, mas
pobres em insulina [51]. Algumas alteracdes recentes melhoraram, porém, este panorama

com incremento da producdo de insulina ao ponto de reverter as hiperglicémias em ratos
imunocomprometidos e diabéticos por estreptozotocina. Estas alteragdes, concretamente,
foram: uso de material de cultura fresco e bloqueio da transicdo epitelial-para-
mesenguimatosa (epithelial-to-mesenchymal transitioning, EMT) com proteina-cinase

associada a rho (rho-associated protein kinase, ROCK) e inibidores do TGFB1 [51]. Se

EMT é o processo de transdiferenciacdo do fenotipo das células epiteliais para o das
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celulas mesenquimatosas; o que se faz é reprimir as caracteristicas epiteliais e amplificar

as caracteristicas fenotipicas mesenquimatosas das MSCs (figura 16).

Entretanto pode surgir uma questdo: porque motivo ndo sdo as MSCs nativas do
organismo suficientes para obter os efeitos acima descritos? Na verdade, sabe-se
actualmente que a hiperglicémia da diabetes é toxica para as BM-MSCs, induzindo
senescéncia celular e apoptose por intermédio dos produtos glicados finais (advanced
glycation end products). Simulataneamente, a hiperglicémia faz aumentar as espécies
reactivas de oxigénio, que afectam directamente a biodisponibilidade dos factores
paracrinos implicados na mobilidade de ceélulas estaminais da medula.
Consequentemente, as MSCs end0genas nédo séo, isoladamente, suficientes para melhorar

o0 controlo da glicémia nem a histdria natural da doenca [29].

Tratamento das complicacdes

As consequéncias mais frequentes da diabetes s@o: complicacbes microvasculares
(retinopatia, nefropatia, neuropatia), complicacbes macrovasculares (doenca das artérias
coronarias e periféricas), cardiomiopatia diabética e cicatrizacdo de feridas prolongada

ou incompleta.

Na diabetes tipo 2, idade ou idade ao diagndstico de diabetes e duracdo da doenca estdo
associadas independentemente com o risco de queixas macrovasculares e morte.
Diagnosticados mais velhos e diabetes mais prolongadas aumentam proporcionalmente o

risco de eventos macrovasculares e morte (maior risco nos idosos com mais anos de
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doenca). Ha interaccdo entre idade ou idade ao diagnostico e a duracdo da diabetes no
risco de eventos microvasculares. Os eventos microvasculares sdo reduzidos com a idade
ou idade ao diagnostico, de tal forma que o risco é mais pronunciado nos grupos mais
jovens com maior duracdo da doenca (maior duracdo da hiperglicémia provou-se mais
importante do que a intensidade). Em suma, a prevencgédo de eventos macrovasculares faz-
se em todas as idades e estadios da doenca, os microvasculares, preferencialmente nos

mais novos [54].

No tratamento das complicacGes da diabetes, as MSCs afiguram-se muito Uteis pela sua
capacidade de diferenciacdo em mdltiplos tecidos. Enxertadas nos rins, as MSCs
diferenciam-se em células endoteliais e possivelmente mesangiais. Na retina isquémica,
alojam-se nas zonas danificadas, e diferenciam-se em células endoteliais, microglia e
astrocitos. Na disfungdo eréctil, geram musculo liso, endotélio e target genes. Na
neuropatia, fomentam a neovascularizacao; libertacdo de VEGF-A, FGF-2, SDF-1, e
factores neutrotroficos [55]. Na cardiopatia, injectados intramusculares, melhoram
funcdo ventricular, aumentam densidades de midcitos e capilares, atenuam apoptose,
reduzem fibrose. Finalmente, nas feridas, diferenciam-se em fibroblastos e
queratindcitos, promovem a neovascularizacéo e regeneracéo tecidular, e recrutam ainda
células inflamatdrias para as feridas, facilitando a angiogénese em membros isquémicos

[29, 56].

Sobre este ultimo, em 2014 foi divulgado um caso-clinico em que um doente diabético
com corte na mao (de aproximadamente 5x3 cm) se apresenta sem dor 24h depois do

transplante de MSCs autélogas. As 48h ocorreu alivio do edema, reducéo da area da ferida
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e diminuicdo das secregdes purulentas. .. atingindo a cura total as 192h (= 8 dias). N&o ha

davida que se justifica a investigacdo com MSCs no campo da diabetes [56].

A doenga oncoldgica representa um dos maiores flagelos que acomete os seres Vvivos,
destacando-se, como sabemos, pela sua prevaléncia e prognéstico. Actualmente, 0s
maiores desafios neste &mbito residem no diagndstico oportuno e tratamento do cancro.
Do tratamento, desejar-se-ia que fosse eficaz e com os minimos efeitos secundarios. Hoje,
contudo, na pratica clinica, esta realidade permanece distante, principalmente nos cancros
avancados, sendo que os efeitos secundarios sistémicos do tratamento incluem leséo

tecidular e mesmo mutacGes gendmicas, com todas as consequéncias que dai decorrem.

Os progressos recentes na Engenharia Genética e o conhecimento sucessivo de mais
biomarcadores com impacto na fisiopatologia dos tumores propiciaram o investimento
numa estratégia de ataque para o cancro, baseada nas propriedades das células estaminais.
Assim, socorrendo-se da sua facilidade de expanséo, tropismo para o tecido canceroso e
imunoprevilégio, as MSCs afiguram-se um vector interessante para o transporte de
(trans)genes, que se pretende que entrem no organismo, qual “cavalo de Troia”, e actuem

unicamente nas células cancinogénicas [57, 58].
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Para alem das moléculas anticancerigenas naturais & MSCs (TNF, TNF related apoptosis
inducing ligand — TRAIL, IFN-B...), os genes transferidos para as células tumorais
podem ser indutores de suicidio (suicide gene therapy), destruir o tumor directa ou
indirectamente (oncolytic virotherapy) ou ainda reforcar a resposta imunitaria do

organismo ao tumor (genetic immunotherapy) [57, 59].

Figura 17 O objectivo da terapia com gene suicida é aumentar a distribuicdo de
metabolitos toxicos as células tumorais. A administracdo do pro-farmaco ira
resultar na formagdo de um metabolito toxico que determina a morte tanto das
células transduzidas como das ndo transduzidas com o gene, através do chamado
efeito bystander. Imagem de Okura, 2014.

Na suicide gene therapy sdo conversores de pro-farmacos ndo toxicos em agentes
verdadeiramente citotdxicos (figura 17). Por exemplo, a introducdo do gene timidina
cinase do herpes simplex (HSV-TK) nas células neopléasicas, que por sua vez gera uma
enzima que metaboliza o pré-farmaco Ganciclovir num produto toxico selectivo para
todas as células TK+ (in vitro e in vivo) [60]. Outro exemplo bem conhecido usa do gene
bacteriano da citosina deaminase (CD) para converter a flucitosina em 5-fluorocitosina

(5-FC), que sera o metabolito activo [59].
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Oncolytic Gene Therapy
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Figura 18 A terapia génica oncolitica emprega a replicacdo selectiva de virus
competentes em células tumorais alvo. A dispersdo para novas células adjacentes
ocorre com a lise das células hospedeiras. Imagem de Okura, 2014

Na terapia oncolitica (figura 18), ocorre auto-replicacdo selectiva do virus dentro das
células neoplasicas, que amplificam os genes terapéuticos e libertam particulas virais para
as células adjacentes, culminando em lise das células hospedeiras [59]. Devido a
deleccBes na maquinaria de sintese nucleotidica do virus geneticamente programando,
este so terd capacidade de se replicar nas células em mitose, como as células malignas
neoplasicas. Para além destes efeitos, a terapia oncolitica resulta também em alguma
hipersensibilidade aos agentes antivirais [61]. Os resultados melhoram quando ocorre
simultaneamente uma resposta imune anti-tumor e disrup¢do do microambiente tumoral,

e.g., por inibicdo da angiogénese [61].

Finalmente, a imunoterapia genética (figura 19) visa aumentar a resposta imunitaria
anti-tumoral, mediada pelas citocinas, células T e outras células (como as apresentadoras
de antigénios, etc.). Por exemplo, MSCs transportadoras de IFN-a induzem a acumulagéo
de células na fase S e apoptose. O transporte de IL-12 e IL-18, por sua vez, tem sido

adoptado para recrutamento de células T e NK, com o beneficio adicional da IL-12
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prevenir a metastizacdo para ganglios e outros 6rgdos, com incremento da apoptose [62].
Apesar de ja ter provas dadas, em termos de seguranca e ensaios clinicos, esta abordagem

é mais frequentemente aplicada em combinacdo com uma das anteriores, porque persiste

uma dificuldade significativa em ultrapassar a questéo da transfeccao.
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Figura 19 A imunoterapia genética mediada por citocinas envolve transferéncia in-

situ de genes (como IL, ou IFN) capazes de recrutar células imunocompetentes tais
como macrofagos, NK e linfocitos T citotoxicos. Imagem de Okura, 2014.

Em laboratdrio, tém sido avaliadas estas possibilidades no contexto de neoplasias varias:
cerebral, cabeca e pescoco, mamaria, ovarica, pulmonar, pancreatica, sarcoma,

hepatocelular, colo-rectal, prostatica, hematoldgica e dermatoldgica [46, 57, 58, 63].

Glioblastoma

Tomemos como exemplo o caso do glioblastoma.
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O glioblastoma merece destaque pela sua localizacdo e prognéstico, sendo que é uma
doenca altamente incapacitante, com risco baixo de metastizacdo mas com uma sobrevida
reduzida. Para além de sabermos que ultrapassam a barreira hemato-encefalica, testes
com MSCs e diversos genes tém revelado a capacidade de amplifiar a resposta imune
dirigida ao tumor (IL-2, 1L-18, IL-12, IFN-y) e mesmo inibir o seu crescimento (CD/5-
FC) em modelos animais [58]. Com efeito, a FDA aprovou recentemente um estudo

clinico piloto com CD/5-FC.

Ja foi confirmada a seguranca das terapéuticas com suicide gene, mas num dos maiores
estudos com HSV-TK (fase I11) constatou-se que a eficacia da transfec¢do do gene para
as células desejadas era insuficiente (<10%, que era 0 minimo necessario para ocorrer
reducdo do volume tumoral) [61]. Entretanto, tém-se feito variar a origem dos genes
(adenovirus parece melhorar o perfil da transfeccdo) e dos vectores. O Unico vector
sintético que ainda ndo foi posto de parte € o liposoma cationico [61], de resto tem-se
investido especialmente nas NSCs e MSCs. A maior vantagem das NSCs € a sua
facilidade de invadir as células tumorais [61]. As MSCs tém a enorme vantagem de serem
de recolha facil, sendo também caracterizadas por serem atraidas e invadirem o tumor

naturalmente.

Quanto a terapia oncolitica, a injeccdo de virus (ex, G207 ou HSV1716, derivados do
herpes simplex virus) por cirurgia estereotactica também ja provou ser segura em
humanos com gliomas malignos ou recorrentes (nenhuma encefalite foi observada) e,
mais ainda, foi detectado um efeito benéfico na sobrevivéncia de muitos dos doentes, um

dos quais chegou a sobreviver 5.5 anos ap6s o tratamento [61]. A mesma molécula
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também esté a ser experimentada no melanoma avancado. Ultimamente, esta em ensaios
pré-clinicos o virus G47Delta, também derivado do HSV, modificado adicionalmente

para expressar mais MHC de classe I, por modo a gerar uma resposta imune mais intensa.

Alternativamente ha os adenovirus (AV), que sdo captados por endocitose pelas células
(estejam elas quiescentes ou em replicacdo) mas ndo integram o genoma da célula.
ONYX-015 e Ad5Delta24 sdo os virus mais estudados. Os AV permanem em pequenos
episomas e replicam-se com recurso a maquinaria celular intriseca [61]. Teoricamente, 0

facto de ndo se inserirem no genoma das células diminui o risco mutagénico.

Outros virus e outras técnicas sdo também, claro, relevantes, mas excede as pretensoes
deste artigo mencioné-los a todos. Independentemente das suas especificacoes, a terapia
génica tem apresentado resultados decepcionantes nos estudos de fase Il e Ill. Esta
faléncia tem-se associado ao facto de os estudos envolverem exclusivamente doentes com
doenca muito avangada, e a alguma “falta de robustez pré-clinica”, no sentido da
optimizacdo da terapéutica no anteriormente aos ensaios com doentes [59]. A sinergia

entre terapéuticas pode melhorar o panorama no presente estado da arte.

Ainda a propésito do tratamento do glioblastoma, o protocolo actual do tratamento inclui
resseccdo cirurgica, radio e quimioterapia. Neste e noutros tumores da cabeca e do
Pescoco, a xerostomia € uma consequéncia indesejada da radioterapia. Ultimamente, tém
sido feitos ensaios em ratinhos que se revelam muito promissores ao nivel da restituicdo
do tecido glandular, angiogénese, anti-apoptose e antifibrose, por efeitos paracrinos
dependentes de factores de crescimento (VEGF, metaloproteinases...) e também por

diferenciacdo directa das MSCs em glandulas salivares [64]. As MSCs podem ser
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extraidas do tecido adiposo, para conforto maximo dos doentes. Sabe-se também que o
co-transplante de MSCs e células progenitoras do sangue periférico em doentes a fazer
quimioterapia em doses elevadas é possivel e seguro, sendo que resulta num efeito

hematopoiético positivo [29].

Células estaminais cancerigenas vs mesenquimatosas

A afinidade entre as MSCs e o cancro ndo se prende unicamente pela viabilidade
terapéutica. Estando claro que as MSCs tém tropismo para o tecido neoplasico e
inflamatdrio, séo inimeros os artigos que hoje apontam as similitudes entre este tipos de
células e as cancerigenas, desconhecendo-se se, na realidade, o papel das MSCs no cancro

ndo podera ser também agravante.

As MSCs tém varias caracteristicas em comum com as células neoplasicas. Tal como as
células MSCs, também as células cancerigenas manipulam o ambiente através de accbes
paracrinas: proteccdo da apoptose e estimulo da neovascularizacdo. A maior parte das

MSCs parece ser proveniente dos pericitos®/células endoteliais; e conhece-se igualmente

3 Pericitos sdo células abluminais que estdo em contacto intimo com a membrana basal e células endoteliais

em redor que compB8em a microvasculatura, das arteriolas precapilares até as pequenas veias colectoras
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relagdo de muitos cancros com os nichos endoteliais. Gliomas, regulacdo da dorméncia
do cancro da mama; inclusivamente, o glioblastoma é capaz de se diferenciar em pericitos
e as metastases cancerigenas estdo fortemente relacionadas com células endoteliais [44,

65]!

O principal mecanismo que explicaria o potencial maligno das MSCs advém das suas
propriedades imunomoduladoras, que provavelmente se baseiam na expressao variavel
de receptores Toll-like, responsaveis pela iniciacdo da resposta imune inata e adaptativa
[57]. Efectivamente, em 2007 foi demonstrado pela equipa de Karnaub que a injeccao
simultanea de MSCs e células cancerigenas de neoplasia mamaria aumentava o risco de
metastizac¢do (ainda que ndo se tenha demonstrado aumento significativo de volume da
lesdo priméria) [57]. Este mesmo fendmeno foi observado em outros tipos de tumores
(leucemia, neoplasia hepética, pancredtica...), e explica-se como sendo uma
“contaminacdo cruzada”. Pelo contrario, demonstrou-se também a possibilidade das
MSCs terem um papel supressivo na formacdo do tumor, através da via das proteino-

cinases activadas por mitogénio p38 (MAPK, mitogen-activated protein kinase) [57].

Vale a pena frisar que o comportamento das células é muito variavel de acordo com a

origem das células, a metodologia de administracdo, in vivo/in vitro; e esta aqui,

[21]. E esta localizagdo perivascular que Ihes permite o recrutamento mais rapido para o local das lesdes

focais onde vém a actuar como reguladores do micro-ambiente e regeneragao tecidular [65].
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provavelmente, a explicagdo para os resultados aparentemente contraditorios em cima
apontados [57]. No fim de contas, o comportamento do proprio tumor e tecidos
circundantes permanece uma “caixa negra’ para todos os efeitos praticos. Assim, a este
ponto, sé se pode afirmar com certeza que o conhecimento crescente dos mecanismos
envolvidos no cancro tracara o limite entre a actividade supressora e estimulante das

MSCs face ao cancro.

Nesta ultima seccdo, serdo inumeradas algumas outras vertentes da terapéutica com
MSCs. Devido as limitacGes de espaco, ndo receberdo uma descricdo detalhada, mas
merecem seguramente referéncia e estardo devidamente exploradas, para todos os efeitos,

nos artigos da bibliografia.

No ambito da doenca musculo-esquelética degenerativa cronica, as MSCs na osteoporose
revelaram-se encorajantes e seguras [29], assim como nas doencas degenerativa dos
discos e das cartilagens [7, 29]. Avancos tém acontecido também no tratamento da
distrofia muscular de Duchénne, osteonecrose e osteogéenese imperfeita [31]. Também no
tratamento de fracturas (para acelerar a cura ou melhorar a incorporacdo de enxertos
0sseos) parece haver vantagens na aplicacdo de MSCs [66]. A aplicacdo concomitante
dos progressos em Engenharia dos Materiais e Engenharia Genética tem o potencial de

aperfeicoar o produto, por exemplo: com moldes tridimensionais (scaffold) para obtencédo
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de pecas hibridas mais resistentes e adaptadas, com producdo extraordinéria de factores
bioactivos ou ainda com estimulos mecénicos precisos que proporcionam ao neotecido
propriedades mecanicas e microscopicas mais fiéis ao equivalente natural [67]. O suporte
na cicatrizacdo de feridas e a regeneracdo de tendBGes sdo outras areas com interesse
crescente [7, 68]. Finalmente, ha hoje ferramentas para criar enxertos 6sseos autlogos
no peritoneu de ratinhos sobre um molde empregnado em BMP-2, usufruindo da
tendéncia a calcificacdo na membrana peritoneal (por recrutamento de MSCs enddgenas)

quando existem cateteres neste tecido [69].

No ramo da Otorrinolaringologia, tem havido um investimento importante no &mbito do
tratamento da surdez sensorial, como é a presbiacusia, tdo frequente entre 0s idosos.

Malgrado o esforco, os resultados tém sido até agora muito modestos [68].

No campo da Urologia, hd hoje estudos com MSCs em modelos experimentais para o
tratamento da incontinéncia de stress, disfuncao eréctil e disfuncéo vesical por obstrucéo
(por estreitamento uretral ou outra alteracdo que condicione fibrose e diminui¢do da

distensibilidade/contractibilidade da bexiga) [70].

A descoberta recente da capacidade de diferenciacdo das MSCs em tecido gonadal (in
vitro e in vivo) parece adequada para o tratamento de deficiéncia de hormonas decorrente
do envelhecimento [71]; seja nos homens — em que a diminuicdo da testosterona causa
aumento de peso e hipertensdo, seja nas mulheres pds-menopausicas — que

frequentemente sofrem de osteoporose como consequéncia da deficiéncia de estrogénios.

Nas Ultimas décadas tem-se investido em diferentes estratégias para induzir toleréncia no

transplante, mas infelizmente nenhuma se revelou segura e eficiente. Contudo, com o
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advento da terapia celular, surgiu a possibilidade de utilizar o potencial imunomodulador
das MSCs na prevencdo do efeito enxerto vs hospedeiro (graft vs host disease, GVHD).
Efectivamente, em ensaios clinicos, as MSCs mostraram-se capazes de atenuar a
incidéncia de GvHD, apresentando mesmo um efeito hematopoiético positivo quando
administradas a par do transplante de medula 6ssea [40]. No transplante de 6rgéos sélidos,
estudos clinicos com transplantados renais revelaram diminui¢do duradoura do nimero
de linfécitos CD4+ e CD8+ de memdria, com um aumento gradual dos Treg durante 0s
primeiros 30 dias pds-transplante [72]. Esta combinacdo reflecte um ambiente pro-

tolerogénico.

Também pelo seu perfil imunologico, as MSCs tém sido exploradas, com sucesso, como
tratamento experimental nas diversas doencas auto-imunes, como as enteropatias auto-

imunes, a encefalomielite auto-imune, a artrite reumatéide e o lapus [29, 31].

O potencial das MSCs ndo se esgota aqui: varias doencas hepaticas, a asma cronica, a
propria DPOC e variadas afeccdes renais também tém sido alvo de investigacao
incessante [29, 31, 40]. O leque de possibilidades parece renovar-se a cada dia, com o

progresso da Engenharia Biomédica.
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Discussao e Conclusao

As terapias celulares baseadas em MSCs tém-se revelado muito promissoras nos ensaios
pré-clinicos, aguardando a sua realizagdo plena em cenério clinico. Evidentemente, fora
do laborat6rio existem inUmeras varidveis para as quais as recomendacfes sdo
actualmente escassas. Para além da transposi¢do dos protocolos do animal para o Ser
Humano ser complexa, ndo ha consenso sobre a melhor fonte de MSCs, as condicdes de
cultura ideais para cada caso (pré-condicionamento? co-culturas?), a melhor forma de
administracdo, os tempos ou sequer a quantidade de células. Por outro lado, todos os
estudos tém negado fendmenos adversos derivados da administracdo das MSCs, para
alem dos locais, que variam em funcéo das tecnicas de administracdo. Os maiores receios
recaem, porém, na possibilidade de transformacdo maligna destas células indiferenciadas.
Quanto as dificuldades, acusar-se-d&0 no decurso dos ensaios; hoje colocam-se
principalmente as questdes da imunocompatibilidade com o alotransplante, da viabilidade
na utilizacdo de celulas de doentes com defeitos geneticos e da retencdo das MSCs nos

capilares (do baco, pulmdes, etc.).

Os ensaios pequenos e com voluntarios ja em deterioracdo avancada do seu estado de
salde sdo tendencialmente pouco esclarecedores e pessimistas nos seus resultados. O
estudo da fisiologia normal das MSCs e da sua funcdo pode ser o ponto de partida para
descobertas reveladoras que alumiem a caminho para uma translaccéo clinica eficiente
(figura 20). Entretanto, talvez os ensaios maiores e com maior duracéo tragam consigo a
eficiéncia para acompanhar o entusiamo dos investigadores.
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A despeito de todas estas reticéncias, no més de Dezembro de 2014 foi autorizado o
primeiro tratamento com células estaminais na Europa®. A substancia activa do Holoclar
sdo células epiteliais da cdérnea expandidas ex-vivo, contendo células estaminais.
Entretanto, continuam a eclodir ideias para aplicar as MSCs para atenuar as
consequéncias do envelhecimento (em Janeiro de 2015 uma equipa de investigadores da
Florida desenvolveu um protocolo para criar papilas dérmicas a partir de MSCs humanas,
tendo-se inclusivamente comprovado a sua capacidade de desenvolver foliculos pilosos

em ratinhos — estamos perante a tdo ambicionada cura para a alopécia?).

. ACADEMIA INDUSTRIA
A par da evoluc;ao da ‘\\ Terapiacelular Tecnologia /'
‘\\ (MSCs...) des. 7

nanotecnologia,  da 9 biomateriais ,+*

Medicina

engenharia genética’ ~ : Regenerativa , 4
da farmacogendémica e
da engenharia de \_ Engenharia

‘. detecidos/
materiais, a tendéncia L 4

A ’
A ’
N s
N

natural € que a Figura 20 Representacdo da dinamica complexa da Medicina
] Regenerativa com os diversos dominios. A linha a tracejado
terapia celular com denota a flexibilidade deste sistema, admitindo evolugio dos

) elementos. Adaptado de Andrades, 2011.
MSCs se aperfeigoe

muito rapidamente. Aqueles que depositam mais esperancas nas terapias celulares estdo

4 European Medicines Agency, press release de dia 19/12/2014 [73].
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convictos que no futuro, depois de contermos as consequéncias do envelhecimento,
possamos actuar ao nivel das suas causas, com 0 apoio da biogerontologia. Ja 0s

pessimistas preocupam-se com as implicagdes sociais destas melhorias.

A tentacdo é grande; as derrotas podem-nos fazer vacilar, mas ndo perder a coragem de
avancar porque as conquistas sdo uma fonte de motivagao... Sempre, na senda da Ciéncia

e da Etica médica; ndo dando lugar a esperancas excessivas ou a charlatanismos!
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FIGURA 20 REPRESENTACAO DA DINAMICA COMPLEXA DA MEDICINA REGENERATIVA COM OS DIVERSOS
DOMINIOS. A LINHA A TRACEJADO DENOTA A FLEXIBILIDADE DESTE SISTEMA, ADMITINDO EVOLUGAO
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