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Transplante de Células Estaminais em Doengas Neurodegenerativas
RESUMO

As células estaminais tém a capacidade de se dividir por longos periodos de tempo
mantendo a pluripoténcia ou a capacidade de se diferenciar em células especializadas.
Estas propriedades Unicas permitiram demonstrar que o transplante de células estaminais
em tecidos danificados do Sistema Nervoso Central (SNC) representa uma abordagem
promissora no tratamento de doengas neurodegenerativas. No entanto, antes da
dissemina¢ido da sua aplicagdo clinica é necessaria uma compreensdo cientifica sélida dos
mecanismos que regulam a proliferagao, migragdo, diferenciagio, sobrevivéncia e fungdo
dos diferentes tipos de células estaminais, de modo a que os respectivos riscos e
actividade terapéutica possam ser rigorosamente controlados.

Neste trabalho abordam-se alguns dos principais progressos no sector da terapia
celular, quais as principais barreiras e perspectivas futuras, com particular foco na
aplicagio das terapias baseadas em células estaminais no tratamento de doengas

neurodegenerativas.

Palavras-chave:  células  estaminais, transplante, terapia  celular, doencas

neurodegenerativas.

ABSTRACT

Stem cells have the capacity to divide for long periods of time maintaining the
pluripotency or the capacity to differentiate into specialized cells. These unique properties
have demonstrated that transplantation of stem cells onto the damaged tissue of the
Central Nervous System (CNS) represents a promising approach for treating
neurodegenerative diseases. However, before clinical translation, a solid scientific
understanding of the mechanisms that regulate proliferation, migration, differentiation,
survival and function of various types of stem cells, so that they can be better controlled
in each specific disease.

In this work, some of the main progresses in the field of the cell therapy are briefly
reviewed, together with the main barriers and future prospects, with particular focus on

the potential application of stem cells- based therapies in neurodegenerative diseases.

Keywords: stem cell, transplantation, cell therapy, neurodegenerative disease.




Transplante de Células Estaminais em Doengas Neurodegenerativas
I.INTRODUGAO: CELULAS ESTAMINAIS

No século XXI estamos a ser confrontados com um novo problema: o envelhecimento
da populagido estd a levar a um aumento da incidéncia de doengas neurodegenerativas e
da faléncia de 6rgaos. Tais condi¢des ndo sdo susceptiveis de ser tratadas pelas mesmas
moléculas que tanto sucesso tiveram no século passado a restaurar a saide e a prolongar
a vida. S3o necessdrias novas abordagens terapéuticas de modo a repor a fungio dos
tecidos. No caso particular das doengas neurodegenerativas, para as quais ainda ndo ha
cura, a investigagdo de terapias com células estaminais apresenta um enorme potencial de
aplicacdo tanto no tratamento como na prevencio (Daley, G.Q., 2012).

As células estaminais possuem trés caracteristicas Unicas (Watt, F.M., Driskell, R.R,
2010):

|. S3o células ndo especializadas.

2. Podem dividir-se e renovar-se por longos periodos de tempo.

3. Tém a capacidade de, em condi¢bes especificas, se diferenciar em células com

caracteristicas e fungdes especializadas.
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Figura I- As células estaminais podem ser separadas em trés categorias principais. As células totipotentes
sdo células capazes de gerar qualquer tipo de célula; sio capazes de gerar um embrido, incluindo a placenta.
Nos seres humanos, existem até cerca de quatro dias apos a fecundagio, antes da fase de blastocisto, do
qual as células estaminais embrionarias sdo derivadas. As células pluripotentes sdo células capazes de gerar
todas as células do corpo, excepto células totipotentes ou tecidos extra-embriondrios tais como a placenta.
Dentro de um tipo especifico de tecido, as células multipotentes sdo capazes de gerar varias células. As
células estaminais adultas podem ser reprogramadas para entrar num estado de célula estaminal
embrionaria ao serem forgadas a expressar factores especificos ditos de estaminalidade, sendo designadas
Células Pluripotentes Induzidas (CPi). (Adaptado de Watt, F.M,, Driskell, R.R, 2010)
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Dois tipos de células estaminais pluripotentes de mamiferos, as células estaminais
embriondrias (CEE) derivadas da massa celular interna do blastocisto e as células
estaminais germinativas (CEG), obtidas a partir de embrides pds-implantados podem dar
origem a qualquer célula especializada (Figura ). As células estaminais adultas (CEA) ou
células somdticas, por seu lado, estio presentes em tecidos adultos tais como a medula
Ossea, cérebro e sangue, mas sdo limitados em relagdo ao potencial de estaminalidade das
CEE (Kim, S.U., 2007). A medula éssea engloba duas populagdes distintas de células
estaminais: Células Estaminais Hematopoiéticas (CEH) e Células Estaminais Mesenquimais
(CEM). As CEH s3o células multipotentes que dio origem a todos os tipos de células
sanguineas, incluindo linhagens mieldides e linhagens linféides e também podem ser
derivadas do cordao umbilical (Daley, G.Q., 2012). As CEM s3o progenitoras de todas as
células do tecido conjuntivo (Miura, T., et al, 201 1), e para além da medula éssea, podem
ser derivadas do tecido adiposo (Daley, G.Q., 2012).

Em 2006, Shinya Yamanaka et a/. revolucionaram a investigagio em células estaminais ao
demonstrarem que fibroblastos de ratos adultos podiam ser reprogramados a um estado
semelhante ao embriondrio, através da expressio de factores de transcricio de
pluripoténcia, adquirindo assim o potencial para formar qualquer célula do organismo
(Svendsen, C.N., 2013). As células CPi especificas de um doente podem levar a terapia
celular personalizada (Daley, G.Q., 2012).

A presenca de Células Estaminais Neuronais (CEN) no SNC foi verificada tanto no
estado embriondrio como no estado adulto de mamiferos, incluindo seres humanos (Kim,
S.U., 2007). Estas células progenitoras tém a capacidade de auto-renovagdo e sao
multipotentes, significando que tém potencial para se diferenciarem nos trés tipos
principais de células do SNC: neurénios, astroécitos e oligodendraécitos (Kim, S.U., 2007).

Embora ocorra neurogénese em regides restritas do SNC adulto, esta apresenta fraco
potencial de regeneracio para compensar a perda de células, resultando no
comprometimento funcional do cérebro. Assim, a substituicio de células perdidas é uma
estratégia de tratamento a considerar (Kim, S.U., 2007).

O transplante de células estaminais pode ser classificado como (I):

Alogénico - Quando o doador e receptor sio da mesma espécie mas individuos
diferentes, com um patriménio genético heterogéneo;

Singénico — Quando o dador e o receptor sio diferentes mas com patrimoénio genético
idéntico;

Autélogo - Quando o doador e receptor sio a mesma pessoa;

Xenotransplante - Quando o doador e o receptor pertencem a espécies diferentes.
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Para uma 6ptima recuperagdo de uma doenga neurodegenerativa o objectivo devera ser:
substituicido neuronal e reconstrugdo pelo menos parcial dos circuitos neuronais. No
entanto, as células estaminais podem levar a melhorias funcionais com valor terapéutico
através de outros mecanismos que n3o a substituigio de células. Por exemplo,
imunomodulagdo e neuroprotec¢do, através da libertagio de factores troéficos e
promogao da neurogénese beneficiando da capacidade das células estaminais em migrar e
atingir diversas areas do cérebro. Em comparagio com a transferéncia directa de genes,
uma vantagem de entrega baseada em células estaminais é que a producdo do factor
tréfico continua mesmo que o processo de doenca destrua as células endégenas (Lindvall,

O., Kokaia, Z., 2010).

2.TERAPIA CELULAR

A terapia celular é definida como a aplicagio terapéutica de células, independentemente
do tipo de célula ou da indicagdo clinica, englobando desde terapias comprovadas como o
transplante de 6rgaos convencional a terapias avangadas com base em células estaminais
(Culme-Seymour, E.J. et al, 2012). Importa fazer a distingido da medicina regenerativa que
usa qualquer método para substituir ou regenerar células, tecidos ou 6rgaos, a fim de
estabelecer a fungdo normal e, portanto, baseia-se em terapias de todos os quatro pilares
da saude: produtos farmacéuticos, produtos biolégicos, dispositivos médicos e terapia
celular (Mason, C. et al, 201 1). A terapia celular evoluiu bastante desde ha 200 anos com
a primeira transfusdo de sangue humano, passando pelo transplante de medula éssea e de
orgios e pela fertilizagdo in vitro, até a investigacdo de terapias baseadas em células

estaminais dos dias de hoje. Assim, a terapia celular constitui um dos pilares terapéuticos

da saude global (Mason C. et al, 201 1).

2.1. A Industria da Terapia Celular

Actualmente, a Industria da Terapia Celular (ITC) é um sector global de saide pequeno,
mas com enorme potencial de crescimento (Culme-Seymour, EJ. et a/, 2012). Em 2011,
foi alcangado um importante marco: a receita anual para a ITC passou a marca do milhar
de milhdo de ddlares, estando agora estabelecida como um sector totalmente distinto dos
outros trés pilares existentes de salde (produtos farmacéuticos convencionais,
biotecnologia, dispositivos médicos), (Mason, C. et al, 2011). Na figura 2 é possivel
verificar que a ITC progrediu de receitas anuais de alguns milhdes de ddlares para mais de
mil milhdes de dolares em 201 | e estima-se que atinja os 5100 milhdes dolares em 2014,

ainda com potencial de crescimento. Assim, apds ultrapassada a barreira dos mil milhes
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de ddlares de receitas anuais, a existéncia de diversos ensaios clinicos em curso, aliado a
exigéncia de terapias inovadoras para doencas até agora incuraveis, a ITC esta finalmente
a despertar o interesse do investimento de empresas e de governo, no sentido de regular

e apoiar este sector (Mason, C. et al, 2011).
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Figura 2 - Mercado da Industria da Terapia Celular (ITC) de 2008-2014. Neste grafico é possivel observar a
receita anual estimada da ITC de 2008 a 2014, baseado nas actuais vendas de produtos aprovados pela
FDA/EMA. Em 2011, a ITC atingiu o milhar de milhdes de délares de receitas anuais e apresenta um
enorme potencial de crescimento. Um dos produtos que tém contribuido para estes lucros é o Provenge®,
uma imunoterapia celular autéloga aprovada pela FDA com indicagdo para o cancro da préstata resistente.
(Adaptado de: Mason, C. et al, 2012)

Para as receitas anuais da ITC contribuiu o Provenge®, o primeiro produto de sucesso
da ITC que ja se encontra na pratica clinica de rotina produzido pela empresa Dendreon
(EUA). E classificado pela FDA como uma imunoterapia celular autéloga, uma vez que é
produzido a partir de células do sistema imunitario dos proprios doentes e é desenhado
para estimular o sistema imunitdrio no tratamento do cancro da préstata resistente
assintomatico ou minimamente sintomatico (Mason, C. et a/, 2012).

A empresa BioTime (EUA) tem feito aquisicOes estratégicas, incluindo a aquisicio da
empresa ES Cell International (Singapura), que é responsavel pela produgio das primeiras

células estaminais embrionarias humanas sobre condicées de Boas Praticas de Fabrico

(Mason, C. et al, 2012).
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A empresa Neuralstem (EUA) desenvolveu uma técnica cirdrgica e canula flutuante para

administracdo de CEN na medula espinhal de 18 doentes com Esclerose Lateral

Amiotrofica (ELA), num ensaio clinico de fase | (tabela I). O objectivo era avaliar tanto a

seguranga das CEN transplantadas como o método de transplante medular. Entretanto, a

Neuralstem concedeu autorizagdo a empresa Q Therapeutics (EUA) para utilizagdo da

técnica cirdrgica e canula flutuante. Esta empresa tem igualmente um produto, Q-Cell

(células gliais progenitoras), que tem como alvo a ELA. O licenciamento e o uso de

técnicas e métodos comuns por varias empresas vai ajudar a facilitar a padronizagio que

o sector tanto necessita (Mason, C. et al, 2012).

Empresa

Pipeline

Alvo terapéutico

Ensaios Clinicos

Brainstorm Cell

Therapeutics

NurOwn™

(CEM autdlogas

Esclerose Lateral

Fase 1/2 (a espera

de aprovagio da

derivadas da medula Amiotrofica
(Israel) FDA)
Ossea)
Neurostem®
Medipost Doenca de
(CEM derivadas do Fase | (concluido)
(Coreia) Alzheimer
cordio umbilical)
Fase |
(terminado)
Esclerose Lateral
Fase 2 (inicio
Amiotrofica
previsto durante
2013)
Fase 1/2 (inicio
Neuralstem NSI-566 Acidente Vascular
previsto durante
(EUA) (CEN humanas) Cerebral

2013)

Lesdes Vertebro-

Medulares

Fase | (inicio
previsto durante

2013)

Outras Doengas

Neurodegenerativas

Fase pré-clinica

StemCells Inc.

HuCNS-SC®
(CEN humanas

Doenca de Batten

Fase |

(EUA)

(células T autdlogas)

Esclerose Mdltipla

(EUA) (terminado)
purificadas)
Opexa
Therapeutics Tcelna® Fase 2

(terminado)
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Cerecellgram-
Stroke®
Acidente Vascular Fase 2
(células estaminais
Cerebral (terminado)
autdlogas derivadas da
medula éssea)
PharmiCell
(EUA)
Cerecellgram-Spine®
(células estaminais LesGes vertebro- Fase 2/3
autdlogas derivadas da medulares terminado
5logas d das d dul d
medula éssea)
Fase 2 (estimado
ReNeuron ReNOO| Acidente Vascular d
comegar durante o
(Reino Unido) (CEN) Cerebral
ano de 2013)

Tabela I: Principais empresas que tém como principal foco a terapia celular e os seus produtos em
pipeline que visam doengas neurodegenerativas. Estas empresas apresentam um pijpeline com diversas
terapias baseadas em células estaminais e até ao final do terceiro trimestre de 2012 participavam em
ensaios clinicos com células estaminais (tanto como financiadoras como colaboradoras) com aplicagdo em

diversas doengas. (Fonte: Mason, C. et al, 2012; (2) - (8))

A empresa Medjpost tem no seu pijpeline Neurostem® (CEM humanas derivadas do
cordio umbilical) que ja concluiu um ensaio clinico de fase | para a Doenga de Alzheimer
(DA), e esta a ser analisado actualmente (Tabela 1). E esperado que o declinio cognitivo
seja retardado através da administragio de Neurostem®, uma vez que estudos pré-
clinicos utilizando o modelo de rato transgénico da DA mostraram uma redugio
significativa das placas B-amiléides apds uma Unica injecgao (Mason, C. et al, 2012; 3).

O principal produto em pipeline da empresa StemCells Inc é designado HUCNS-SC® e
é apresentado como potencial tratamento para uma ampla gama de doengas do SNC. Esta
empresa foi responsavel pela realizagio do primeiro ensaio clinico aprovado pela FDA
com CEN purificadas, isoladas a partir de tecido fetal. As CEN foram transplantadas em
seis criancas com Doenca de Batten (9), (doengca neurodegenerativa autossémica
recessiva rara e fatal, e a forma mais comum de um grupo de doengas designado
ceroidolipofuscinose neuronal). Estudos prévios realizados pela StemCells Inc em
modelos animais da doenca indicaram que as CEN migram para diferentes dreas do
cérebro e integram-se no tecido circundante e produzem a enzima em défice (9). Além
disso, em Setembro de 2012 a empresa recebeu um financiamento substancial do

Instituto de Medicina Regenerativa da Califérnia para apoiar estudos pré-clinicos com
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HUCNS-SC® na doenga de Alzheimer, projecto que é liderado por uma portuguesa —

Doutora Alexandra Capela (10).

22, Ensaios Clinicos com terapias baseadas em células estaminais

O progresso nos ensaios clinicos ¢ um bom indicador quanto a robustez de um sector
terapéutico em particular (Mason, C. et a/, 2012). Assim, as duas perguntas, "quantos
ensaios clinicos de terapia celular existem actualmente?”’ e “qual é a sua composi¢iao?” sdo
frequentemente ouvidas quando se fala de progresso no sector de terapia celular (Culme-
Seymour, EJ. et al, 2012).

De modo a perceber a dimensdo actual das terapias baseadas em células estaminais foi
realizada uma pesquisa no website ClinicalTrials.gov (27 de Agosto de 2013) com o
critério "stem AND transplantation AND neurodegenerative” e os resultados vertidos na
tabela 2. Apenas estudos ‘em curso’ sdo listados. Foram excluidos os estudos com status
‘desconhecido’. Também os estudos ‘suspensos’, ‘concluidos’, ‘encerrados’, ‘retirados’ nao
foram incluidos. Apos anilise, foram excluidos ensaios que visavam o desenvolvimento de
CPi a partir de células de doentes com doengas neurodegenerativas para posterior
estudo dessas mesmas doengas, uma vez que esse hio é o propésito deste trabalho.

Assim, foram identificados |3 estudos clinicos.

Tipo de Forma de
Ensaio Doenga Fase Local
células Administragio
“Safety of Intravenous
Esclerose
Transplantation of Bone Marrow Injeccdo
Lateral CEM Fase | Irdo
Derived Mesenchymal Stem Cell intravenosa
Amiotroéfica
in Patients With ALS”
“Intrathecal Transplantation of
Esclerose
Autologous Bone Marrow CEM
Lateral Via intratecal Fase | Irdo
Derived Mesenchymal Stem Cell autdlogas
Amiotroéfica
in Patients With ALS”
“Human Neural Stem Cell Esclerose CEN Microinjecgio
Transplantation in Amyotrophic Lateral cirtrgica na Fase | Itélia
humanas
Lateral Sclerosis” Amiotrofica medula espinhal
Células
“Clinical Trial on The Use of Esclerose Perfusdo
estaminais da Fase
Autologous Bone Marrow Stem Lateral Intraspinhal e Espanha
medula éssea 172
Cells in Amyotrophic Lateral Amiotrofica intratecal
autologas
Sclerosis”
“Intraventricular Esclerose
Injecgdo
Transplantation of Mesenchymal Lateral CEM Fase | Irdo
intraventricular
Stem Cell in Patients With ALS” Amiotroéfica
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Mdltiplas
injecgdes
“Autologous Cultured intramusculares
Mesenchymal Bone Marrow em 24 locais
Esclerose
Stromal Cells Secreting CEM separados, em
Lateral Fase 2 Israel
Neurotrophic Factors (MSC- autologas adi¢io a uma
Amiotroéfica
NTF), in Patients With Unica injecgio por
Amyotrophic Lateral Sclerosis” via intratecal no
Liquido
cefalorraquidiano
“Human Spinal Cord Derived CEN
Esclerose
Neural Stem Cell Transplantation derivadas da Implantagio
Lateral Fase | EUA
for the Treatment of medula cirdrgica
Amiotroéfica
Amyotrophic Lateral Sclerosis” espinhal
“Dose Escalation and Safety
Study of Human Spinal Cord CEN
Esclerose
Derived Neural Stem Cell derivadas da Injeccio na
Lateral Fase 2 EUA
Transplantation for the medula medula espinhal
Amiotrofica
Treatment of Amyotrophic espinhal
Lateral Sclerosis”
“The Clinical Trial on the Use CEM
Esclerose Transplante
of Umbilical Cord Mesenchymal derivadas do
Lateral através de Pungio Fase 2 China
Stem Cells in Amyotrophic cordio
Amiotroéfica Lombar
Lateral Sclerosis” umbilical
“Mesenchymal Stem Cells Doenga
Administragdo Fase
Transplantation to Patients With de CEM China
intravenosa iz
Parkinson's Disease” Parkinson
Via intra-arterial
na artéria carétida
“Clinical Trial to Evaluate Bone Paralisia
interna e da
Marrow Stem Cell Therapy for Supranuclea Fase
CEM artéria vertebral Itélia
PSP, a Rare Form of r )
de pequenos
Parkinsonism” Progressiva
bolus por meio de
microcateter.
“Safety and Efficiency of CEM
Doenca
Umbilical Cord-derived derivadas do Injeccio Fase
de China
Mesenchymal Stem Cell in cordio intravenosa 123
Alzheimer
Patients With Alzheimer's umbilical
Disease”
“A New Method to Treat CEM
Ataxias Transplante
Hereditary Cerebellar Ataxia - derivadas do
cerebelares através de Puncio Fase 2 China
Umbilical Cord Mesenchymal cordio
hereditdrias Lombar
Stem Cells Transplantation” umbilical

Tabela 2: Ensaios clinicos em curso com terapias baseadas em células estaminais em doengas

neurodegenerativas. Os dados sdo provenientes do website clinicaltrials.gov e incluem apenas ensaios

clinicos em curso. Os estudos com status ‘desconhecido’, ‘suspenso’, ‘concluido’, ‘encerrado’ e ‘retirado’

foram excluidos.
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Todos os ensaios ‘em curso’ listados encontram-se em fase |, fase 1/2 ou fase 2. A
maioria dos ensaios é financiada por fundagdes e estd a ser realizada fora dos Estados
Unidos da América. Dos |3 ensaios apresentados, 6 estudam a aplicagio de diferentes
tipos de células estaminais na Esclerose Lateral Amiotréfica (ELA), estudando também
diferentes locais e formas de administragdao, mostrando-se esta como um forte alvo para
terapias inovadoras dado a falta de outras alternativas eficazes. Observando os ensaios
clinicos ‘em curso’ também é possivel perceber que as CEM, quer derivadas do cordao
umbilical quer derivadas da medula éssea, s3o o tipo de células mais utilizadas, havendo ji
alguns estudos inclusivamente com células autélogas, que visam contornar uma das
barreiras que existe na aplicagdo de terapias baseadas em células estaminais
(imunorejeicao). No entanto, tem existido um crescente interesse na investigagdo de
terapias baseadas em CEN, comprovado pela existéncia de 3 ensaios clinicos ‘em curso’,

um deles ja em fase 2 para a ELA.

3.APLICACAO NAS DOENCAS
NEURODEGENERATIVAS

Doenga neurodegenerativa é um termo usado para uma vasta gama de condi¢bes
crénicas nas quais os neurdnios e as células gliais no cérebro e na medula espinhal se
encontram lesados, existindo ou uma perda selectiva de uma populagido especifica de
células, tais como neurénios dopaminérgicos na doenga de Parkinson (DP) e neurénios
motores na Esclerose Lateral Amiotréfica (ELA), ou ocorrendo a degeneragio
generalizada de muitos tipos de neurdnios, como acontece na Doenca de Alzheimer
(DA), ao longo de um periodo de vérios anos (Lindvall O., Kokaia Z., 2010). Existem
ainda doencas do SNC que envolvem casos agudos, por exemplo, em resposta a um
Acidente Vascular Cerebral (AVC) ou em situagdes de Lesdes Vertebro-Medulares
(LVM), nas quais os diferentes tipos de neurdnios e células gliais morrem dentro de uma
area restrita do cérebro num curto periodo de tempo (Lindvall O., Kokaia Z., 2010) e
que n3o fazendo parte do grupo das doencas neurodegenerativas propriamente ditas nao
serdo abordadas neste trabalho, apesar de também serem um alvo para a terapia com
células estaminais (ver tabela |, sec¢io 2.1.).

As terapias com base em células estaminais podem ser usadas para restaurar a fun¢io
das células em doengas neurodegenerativas, ao substituir os neurénios perdidos ou
células gliais por transplante de células derivadas de células estaminais que foram pré-

diferenciadas in vitro em diferentes fases de maturagido, ou por indugio de células
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estaminais endégenas no SNC adulto, para formar novos neurénios e células gliais.
Adicionalmente, as células estaminais introduzidas podem induzir a melhoria funcional ao
libertarem moléculas terapéuticas com propriedades neuroprotectoras ou de modulagdo
da inflamagiao (Daley, G.Q., 2012). Nas sec¢des seguintes é abordado o transplante de

células estaminais num conjunto de doengas neurodegenerativas.

3.1.

Na doenga de Parkinson (DP) ocorre degeneragio dos neurénios dopaminérgicos da

Doenga de Parkinson

substancia nigra, tendo como sintomas caracteristicos rigidez, hipocinésia, tremor e
instabilidade postural (Wernig, M. et al, 2008). Ainda que os sintomas motores possam
ser tratados relativamente bem, faltam terapias eficazes para outros sintomas como a
deméncia, e ainda n3o é possivel interromper a progressio da doenga (Lindvall, O,

Kokaia, Z., 2010).
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Figura 3 - Terapia com Células Estaminais na DP. Na DP ocorre a morte progressiva de neuronios
dopaminérgicos na substantia nigra, assim como uma diminuigdo da inervagdo dopaminérgica na regido do
putamen. A terapia com células estaminais representa uma alternativa viavel na medida em que pode actuar
por dois mecanismos distintos: em primeiro, a implantagio de células estaminais modificadas para
libertarem factores de crescimento pode ajudar a proteger os neurénios; e, em segundo, o transplante de
precursores dos neurénios dopaminérgicos no putamen pode gerar novos neurénios, restabelecendo a
fungdo perdida. O objectivo é que apos o transplante, as células resultantes apresentem as propriedades
dos neurdnios da substantia nigra, de modo a induzir beneficio substancial na DP. (Adaptado de Lindvall, O.,
Kokaia, Z., 2010)
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O objectivo de uma terapia baseada em células estaminais na DP é que, apds o
transplante, as células resultantes apresentem as propriedades dos neurénios da
substantia nigra. Assim, a terapia com células estaminais na DP é encarada pela
comunidade cientifica como uma alternativa viavel na medida em que pode ser aplicada
por dois mecanismos diferentes: a implantagdo de células estaminais modificadas para
libertarem factores de crescimento pode levar a neuroprotec¢do e, por outro lado, o
transplante de precursores dos neurénios dopaminérgicos no putamen pode gerar novos
neurdnios, restabelecendo a fungdo perdida (Figura 3).

Os ensaios clinicos com transplante de tecido intrastriatal mesencefilico de embrides
humanos, que é rico em neuroblastos dopaminérgicos, foram iniciados em 1987 e deram
a prova de principio de que a substituicdo neuronal pode ser uma alternativa exequivel
em doentes com DP (Lindvall, O., Kokaia, Z., 2010). Os neurénios dopaminérgicos que se
formam a partir do tecido transplantado tornam-se funcionalmente integrados e
restauram a libertacdo estriatal de dopamina dando origem ao alivio sintomatico em
alguns doentes (Piccini, P. et al, 1999). Apés uma década, os neurdnios transplantados
sao funcionais, embora se tenha verificado que uma pequena fracgdo continha corpos de
Lewy (uma caracteristica neuropatologica da DP) (Lindvall, O., Kokaia, Z., 2010).

Outros grupos de investigagdo diferenciaram neurénios dopaminérgicos a partir de CEN
e comprovaram a restaura¢ido funcional em modelos roedores (Tabar, V. et al/, 2008;
Wernig, M. et al, 2008). Para além disso, avangos recentes tornaram possivel a
diferenciacido de células pluripotentes do mesencéfalo em subtipos neuronais
regionalmente especificos cuja deficiéncia em dopamina é mais afectada na DP, tendo sido
demonstrado funcionar também em modelos primatas da DP (Tabar, V. et a/, 2008).

Além disso, as células estaminais autdlogas personalizadas através da reprogramacio de
CEA (as CPi) ja estdo a ser aplicadas na investigacdo de terapias para a DP e Tabar, V. et
al. (2008) demonstraram que as células autélogas funcionam melhor do que as células
derivadas de dadores n3o aparentados em modelos de roedores da DP. Assim, para a
restauragdo funcional a longo prazo em doentes com DP, a substituicdo de células deve
ser combinada com uma terapia neuroprotectora para impedir a progressio da doenca
(Lindvall, O., Kokaia, Z., 2010). Uma estratégia possivel pode ser o transplante simultineo
de células estaminais geneticamente modificadas de forma a segregarem um factor tréfico

para o corpo estriado e substantia nigra (Piccini, P. et al, 2005).
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3.2, Doenca de Alzheimer

A Doenga de Alzheimer (DA) é caracterizada por défice de meméria, declinio cognitivo
e deméncia devido a perda neuronal e sinaptica no sistema colinérgico do prosencéfalo
basal, na amigdala, no hipocampo e nas dreas corticais, e a presen¢a de emaranhados

neurofibrilares e formacdo de depodsitos de proteina -amildide em placas senis (Lindvall,

O., Kokaia, Z., 2010).
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Figura 4 - Terapia com Células Estaminais na DA. Na DA ocorre uma perda neuronal no sistema
colinérgico do prosencéfalo basal, na amigdala, no hipocampo e nas areas corticais do cérebro. Para além
disso, ha formagdo de emaranhados neurofibrilares e acumulagio de peptideo B-amildide nas designadas
placas senis. A terapia com células estaminais pode contribuir para a diminui¢io da progressio da doenga
ao serem transplantadas células estaminais modificadas para libertar factores de crescimento. Por outro
lado, podem ser administrados compostos e/ou anticorpos para restaurar a neurogénese enddgena no

hipocampo. (Adaptado de Lindvall, O., Kokaia, Z., 2010)

Uma vez que a DA afecta varias dreas do cérebro, a substituicio neuronal é
extremamente complexa: as células estaminais tém de ser pré-diferenciadas /n vitro em
varios tipos diferentes de neuroblastos para implantagio subsequente num grande
numero de dreas cerebrais, o que acarreta dificuldades especificas de aplicagio na DA
(Boekhoorn, K. et al, 2006). No entanto, tém sido reportados outros tipos de
abordagens terapéuticas com base em células estaminais para a DA, uma vez que o

transplante de células estaminais modificadas para libertar factores de crescimento pode
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contribuir para a diminui¢dio da progressio da doenga e, além disso, podem ser
administrados compostos e/ou anticorpos para restaurar a neurogénese enddégena no
hipocampo (Figura 4). O hipocampo, que é a parte do cérebro responsavel pela
aprendizagem e memoria, é particularmente afectado na DA, e é considerado a base dos
problemas de memoéria em doentes com DA, pelo que estudos experimentais sugerem
que alguns dos sintomas da DA ocorrem devido a diminuigdo da formagdo de novos
neurdnios na regiao do hipocampo a partir de CEN, bem como ao aumento de neurénios
imaturos em doentes com DA (Zhao C. et a/, 2008). Desta forma, uma alternativa viavel
pode ser a aplicacdo de terapias com base em células estaminais que visem potenciar a
neurogénese e/ou a maturagdo dos neurédnios (Lindvall, O., Kokaia, Z., 2010). Por outro
lado, a terapia génica baseada em células estaminais pode levar a administragdo de
factores que alteram o curso da DA ou que tenham propriedades neuroprotectoras,
beneficiando da capacidade das células estaminais em migrar e atingir diversas areas do
cérebro (Tuszynski, M.H. et a/, 2005). Uma outra abordagem baseada em CEN humanas
estd a ser estudada por Capela, A. e LaFerla, F. (10), tendo verificado que o transplante
de CEN humanas em modelos animais da DA na regido do hipocampo melhora a
memoria, possivelmente fornecendo os factores de crescimento que protegem os
neurodnios da degeneragdo (Blurton-Jones, M. et a/, 2009). Assim, esta equipa, que esta a
ser financiada pelo Instituto de Medicina Regenerativa da Califérnia nos seus estudos pré-
clinicos (ver secgdao 2.l.), pretende realizar os estudos necessirios para obter a
autorizagdo da FDA para comecar a testar esta abordagem terapéutica em doentes

humanos (10).

3.3. Doenga de Huntington

A Doenga de Huntington (DH) é uma doen¢a neurodegenerativa autossémica
dominante caracterizada por movimentos involuntarios, comprometimento cognitivo e
disturbios emocionais. Apesar da identificagio do gene da DH e da proteina associada
(Huntingtina), os mecanismos envolvidos na patogénese da DH permanecem largamente
desconhecidos (Ryu, J.K. et al, 2004). O transplante de células fetais humanas pode servir
como uma estratégia Util na reducdo dos danos neuronais da DH. Lee, ST. et a/ (2005)
demonstraram que CEN humanas transplantadas em modelos animais da DH
(administragdo intravenosa) migram para o local da lesdo, protegem o corpo estriado
lesionado de sofrer mais danos, diferenciam-se em células da glia e neurénios, e
promovem a recuperac¢ido funcional. Bachoud-Lévi, A.C. et al (2000) realizaram um

estudo piloto em doentes humanos com células neuronais derivadas do tecido fetal




Transplante de Células Estaminais em Doengas Neurodegenerativas

(transplante alogénico), onde observaram algumas melhorias clinicas nos sintomas em
doentes com DH. No entanto, a comunidade cientifica concorda que devem ser feitos
estudos pré-clinicos mais aprofundados de modo a determinar os mecanismos
subjacentes.

Outra estratégia para a terapia de DH é a de melhorar a neurogénese, e a investigagao
recente em DH tem-se focado particularmente em estratégias de terapia celular para
proteger as populagdes de células neuronais vulneraveis. Uma abordagem possivel
baseada em células estaminais consiste na administracio de CEN geneticamente
modificadas para libertar factores neurotréficos. Num estudo realizado em modelos
animais da DH ficou demonstrado que o factor BDNF (Factor neurotroéfico derivado do
cérebro) pode bloquear lesdes neuronais sobre condi¢des patolégicas (Kim, S.U., 2007).

Um dos maiores desafios para aplicagdo de terapia celular em DH é determinar qual a
fonte de células estaminais mais eficaz (Kim, S.U., 2007). Além disso, diversos estudos
demonstraram que as respostas imunitarias as células estaminais transplantadas no SNC
sdo complexas, e nio podem ser ignoradas. Embora o transplante de CEN possa ser
benéficos na DH, hd um certo nimero de parametros que precisam ser optimizados
(Lindvall, O., Kokaia, Z., 2010) e, neste momento, a utilizagdo de células estaminais que
libertem factores tréficos e promovam a neuroprotecgao para prevenir a progressao da
doenca parece uma meta clinica mais vidvel na DH do que a substituicio neuronal (Kim,

s.U., 2007).

3.4. Esclerose Lateral Amiotrofica

A Esclerose Lateral Amiotrofica (ELA) é uma doenca grave uma vez que a disfungio e
degeneracdo dos neurdnios motores na medula espinhal, cértex cerebral e tronco
encefilico causam uma répida e progressiva fraqueza muscular, que leva a morte em
poucos anos. A ELA n3o tem um tratamento efectivo (Lindvall, O., Kokaia, Z., 2010).

Os neurdnios motores podem ser gerados /n vitro a partir de células estaminais
provenientes de varias fontes, incluindo CEE humanas e de rato, CEN derivadas da
medula espinhal de ratos, CEN humanas derivadas do prosencéfalo, e células CPi
(Lindvall, O., Kokaia, Z., 2010). A terapia com células estaminais pode ser aplicada na ELA
de duas formas distintas: transplante de células estaminais que induzam neuroprotecgao e
diminuicdo da inflamagdo; ou o transplante de precursores dos neurénios motores da
medula espinhal ou neuroblastos gerados a partir de células estaminais para substituir os
neurdnios motores lesados (Figura 5). Foi demonstrado que precursores dos neurénios

motores e neuroblastos estabelecem sinapses funcionais com as fibras musculares in
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vitro, ocorrendo extensio dos axodnios até as raizes ventrais apés o transplante na
medula espinhal de ratos adultos com lesio nos neurénios motores. Para além disso,
formam jun¢des neuromusculares com o musculo hospedeiro, e dio origem a uma
recuperagdo parcial da paralisia. Apds o transplante em nervos tibiais transaccionados de
camundongos adultos e maturagdo, os neurénios motores derivados das CEE de rato

exibem unidades motoras normais e atenuam a atrofia muscular (Harper, JM. et al, 2004).
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Figura 5 - Terapia com células estaminais na ELA. Na ELA ocorre degeneragio dos neurdnios motores no
cortex cerebral, tronco cerebral, e medula espinhal. A terapia com células estaminais pode ser aplicada na
ELA de duas formas distintas: transplante de células estaminais que induzam neuroprotecgdo e diminui¢do
da inflamagido; ou o transplante de precursores dos neurénios motores da medula espinhal ou
neuroblastos gerados a partir de células estaminais para substituir os neurdnios motores lesados.
(Adaptado de Lindvall, O., Kokaia, Z., 2010).

Xu, L. et al, (2009) desenvolveram estudos pré-clinicos em modelos animais de ELA
comprovando que CEN transplantadas fazem contacto sindptico com os neurénios
motores hospedeiros e expressam factores neurotréficos, que sio protectores das
células. Baseando-se nestes resultados a empresa Neuralstem iniciou em 2010 um ensaio
clinico de fase | (referido na seccio 2.l.) tendo como objectivo avaliar a seguranga e
verificar se as células transplantadas ficam permanentemente na regido onde sao
transplantadas, se hd reconstrugdo dos circuitos com os neurénios motores dos doentes
e se ocorre neuroprotec¢io. Numa avaliagdo inicial dos dados de seguranca dos 9
doentes iniciais, o transplante foi considerado seguro, sem a ocorréncia de reacg¢des
adversas, o que foi associado a técnica cirdrgica ou as células transplantadas (11).

No entanto para a terapia de substituicio de neurdnios motores ser um sucesso,

diversos aspectos tém de ser definidos, nomeadamente deve ser demonstrado que as
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células podem ser entregues em varios locais ao longo da medula espinhal, e que sdo
capazes de estender os seus axoénios a longas distancias para reinervar os musculos em
humanos. Para além disso, deve ser estabelecido se a diferenciacio dos neuronios
motores da coluna vertebral é direccionada para a zona correcta (cervical, tordacica, ou
lombar) e se os neurdénios motores centrais que degeneram na ELA, podem também ser
substituidos e se promovem uma restauragao funcional eficaz a longo prazo (Lindvall,
O.,Kokaia, Z., 2010). Contudo, o transplante de células estaminais para diminuir a perda
de neurdnios motores, através da libertacio de factores neurotroéficos ou da modulagiao
da inflamagdo é uma meta clinica mais realista a curto prazo para a ELA (Lindvall, O,

Kokaia, Z., 2010).

3.5. Doen¢a de Machado-Joseph

A doenca de Machado-Joseph (DM]), também conhecida como ataxia espinocerebelar
tipo 3 (SCA3), é a ataxia espinocerebelar hereditaria mais comum e uma das muitas
doengas neurodegenerativas poliglutaminicas. Na DMJ, uma expansao da repeticio CAG
codifica uma poliglutamina anormalmente longa (polyQ) presente na proteina da doenga,
a ATXN3. A DM] é caracterizada por ataxia cerebelar, oftalmoplegia externa progressiva,
disartria, disfagia, sinais piramidais, distonia, rigidez e atrofias musculares distais. A atrofia
do cerebelo é progressiva e dependente do comprimento da repeticio CAG e da idade
dos doentes. A DM], tal como outras doengas poliglutaminicas &, actualmente, incuravel,
havendo mesmo auséncia de tratamento preventivo. Contudo muitos sintomas da doencga
podem ser tratados com medidas farmacoldgicas e ndo farmacoldgicas. Tem-se verificado
desenvolvimentos promissores na busca de terapias para a DMJ. Os agentes destinados
aos diferentes eventos moleculares que contribuem para a patogénese da doenga tém
demonstrado algum sucesso em modelos animais de DMJ, embora nenhum deles tenha
ainda avangado para o ponto de ensaios clinicos em doentes com DM] (Costa M.C,,
Paulson, H.L., 2012). Assim, terapias baseadas em células estaminais devem ser vistas
como uma possivel estratégia de tratamento, tanto pela substituicdo das células lesadas
como pela utilizagdo das células para libertar factores neuroprotectores ou moléculas
terapéuticas. Além disso, tendo em conta a patologia uma alternativa podera ser terapia
génica baseada em células estaminais. Portanto, serdo necessarios estudos pré-clinicos

aprofundados para averiguar a viabilidade destas estratégias terapéuticas.




Transplante de Células Estaminais em Doengas Neurodegenerativas

4. PERSPECTIVAS FUTURAS E PRINCIPAIS
BARREIRAS

As doencas neurodegenerativas sdo muito diferentes no grau de incapacidade que
causam e nas alternativas terapéuticas que estdo disponiveis. Por exemplo, os doentes
com DP tém uma expectativa de vida quase normal e virios medicamentos sio eficazes
durante os primeiros anos. Em contraste, ndo existe um tratamento eficaz para a ELA,
sendo uma doenga fatal que progride rapidamente. Estas caracteristicas distintas de cada
doenga devem ser consideradas aquando da aplicagdo clinica de um tratamento
experimental e potencialmente arriscado baseado em células estaminais. Por um lado, se
ja existe uma terapia eficaz, como na DP, o risco de um efeito adverso, com base nos
resultados em modelos animais pré-clinicos, tem de ser baixo e a terapéutica baseada em
células estaminais deve oferecer uma vantagem substancial (por exemplo, melhor
resultado funcional, administra¢do Unica versus terapéutica medicamentosa ao longo da
vida com efeitos adversos associados, andlise custo-eficicia). Por outro lado, se ndo existe
uma terapia eficaz, uma doenga fatal como a ELA pode justificar os riscos potenciais de
uma intervencio experimental baseada em células estaminais em doentes (Daley, G.Q,,
2012). Assim, uma abordagem terapéutica baseada em células estaminais deve ser
sustentada em diversos aspectos. Em primeiro lugar, a terapia com base em células
estaminais tem de ser clinicamente competitiva (devem ser definidos quais os riscos
aceitaveis para o doente); em segundo lugar, a patologia devera definir que células devem
ser geradas a partir de células estaminais; em terceiro lugar, terapias baseadas em células
estaminais tém de demonstrar eficicia e seguranca em modelos animais, antes de chegar a
clinica; por dltimo, é necessario identificar o mecanismo biolégico subjacente aos efeitos
observados nos modelos animais de doengas humanas (Svendsen, C.N., 2013).

Portanto, é necessario ultrapassar os obstaculos significativos que atrasam a tradugao de
resultados experimentais em novas terapias com aplicagdo clinica. Em particular, é
necessario compreender melhor os mecanismos de ac¢ido das células estaminais apés o
transplante e aprender a controlar a proliferagio de células estaminais, sobrevivéncia,
migracdo e diferenciacdo, sendo que diversos estudos referem que as caracteristicas do
ambiente patoldgico, tais como a magnitude da inflamagdo, desempenham um papel
crucial na sobrevivéncia, diferenciacio e funcio tanto das células transplantadas como das

células enddgenas (Daley, G.Q., 2012).
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Assim, as maiores barreiras identificadas sao (Daley, G.Q., 2012; Lindvall, O., Kokaia, Z.,
2010):

|. Aqueles que se opdem a utilizagdo de embrides humanos;

2. Risco de formagdo de tumores apds transplante de células estaminais (observado em
modelos animais);

3. De forma a fornecer células diferenciadas é necessario uma continua manutengio de
células estaminais indiferenciadas por longos periodos em cultura: como garantir
estabilidade cromossomal?;

4. A cultura em larga escala de células estaminais ainda é problematica: as terapias tém
sido limitadas pela indisponibilidade de quantidades suficientes de células para transplante.
Nesse sentido, a escala reduzida torna o processo caro e moroso;

5. Existe ainda o potencial de imunorejei¢io, para além de que é necessario uma
diferenciacio adequada para amadurecer fenétipos funcionais.

Desta forma para o éxito do desenvolvimento de terapias baseadas em células
estaminais para doengas neurodegenerativas € preciso definir roteiros clinicos,
nomeadamente tem de se estabelecer quais os principais marcos na pesquisa basica e
clinica que precisam ser alcangados antes de tais terapias poderem ser testadas em
doentes e todos os problemas associados (éticos, regulatorios, sociais, € econémicos)
precisam de ser abordados (Lindvall, O., Kokaia, Z., 2010).

Por um lado, o transplante de células especificas, geradas a partir de células estaminais
do préprio doente (CPi) podera eliminar as preocupagdes éticas associadas com as CEE e
os seus derivados e, por outro lado, diminui a probabilidade de imunorejeicao. No
entanto, antes da aplicagdo poder ser considerada em doentes, o risco de formagdo de
tumores tem que ser eliminado (Daley, G.Q., 2012).

No que diz respeito a avaliagdo da seguranga de terapias baseadas em células estaminais,
deve-se enfatizar que na maioria dos casos representam produtos totalmente novos, e a
proliferagio e diferenciagdo sdo dificeis de controlar. Os modelos animais podem niao
prever totalmente a toxicidade, a ocorréncia de respostas imunes ou o risco de formagao
de tumores apés o transplante em doentes (Lindvall, O., Kokaia, Z., 2010).

Adicionalmente, também é necessario encontrar a melhor fonte de células estaminais
para cada doenga em particular, de modo a facilitar estudos para a optimizagdo da dose e
da regido alvo para o transplante (Daley, G.Q., 2012).

Contudo de acordo com Lindvall, O., Kokaia, Z. (2010) o transplante de células
estaminais para substituicdo neuronal é uma estratégia mais vidvel a curto prazo na DP

(tendo sempre como base evidéncia pré-clinica de eficacia e seguranca e calculo do risco-
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beneficio). Em contrapartida, nas outras doengas neurodegenerativas, a substituicdo
neuronal parece mais distante, pelo que as abordagens terapéuticas com células
estaminais deverio ser feitas inicialmente para neuroproteccio, fornecendo moléculas

neuroprotectoras ou moduladoras da inflamagao

5. CONCLUSOES

As células estaminais sdo claramente uma drea promissora no campo das ciéncias da
salde, mas como muitas dreas de interesse, a sua utilizagdo levanta questdes e
controvérsias. Ha questdes a serem esclarecidas antes da aplicagdo de terapias baseadas
em células estaminais no SNC ser amplamente aceite na medicina clinica.

Ao longo dos ultimos anos, tem havido um progresso continuo no desenvolvimento de
abordagens para gerar os tipos de neurdnios e as células gliais de origem humana que sao
necessarios para a terapia de substituicio de células com base na respectiva patologia das
doengas. Uma das maiores inovagdes é a possivel utilizacgio de células especificas
produzidas a partir de células estaminais do préprio doente (as CPi). Além da substituicio
celular, as células estaminais podem acrescentar valor terapéutico através da
imunomodulagdo, isto é, podem ser utilizadas para libertar factores troficos e
neuroprotectores e estimular a angiogénese. Assim, serd de prever que os continuos
avan¢os na investigacdo em células estaminais produzam as bases cientificas para a
realizacio de um grande nimero de ensaios clinicos em doengas neurodegenerativas ao
longo dos proximos anos. No entanto, para uma optimizagdo do aproveitamento clinico
de células estaminais no tratamento de doencas neurodegenerativas é necessario uma
pesquisa mais aprofundada sobre os mecanismos de ac¢io que envolvem a utilizagdo de
células estaminais, e é imprescindivel mostrar evidéncia pré-clinica de eficicia e seguranga

(Daley, G.Q., 2012).
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