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“Adoramos a perfei¢do, porque ndo a podemos ter; repugna-la-iamos, se a tivéssemos.
O perfeito é 0 desumano, porque o humano é imperfeito.”

Fernando Pessoa
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Resumo

A Doenca de Crohn (DC) é uma doenca inflamatéria crénica transmural,

segmentar e assimétrica do trato gastrointestinal.

Apesar das inimeras investigacoes, a etiologia permanece desconhecida, contudo
sdo apontadas como potencial causas a combinacdo de disbiose intestinal, fatores
genéticos, ambientais, perda da tolerdncia a antigénios comensais e alteracdes na
permeabilidade intestinal e nos mecanismos imunitarios. Efetivamente, esta conjuntura
determina respostas imunes excessivas e alteradas, que culminam na inflamacéo cronica

do trato gastrointestinal.

Esta patologia para além dos quadros recorrentes de sintomas gastrointestinais,
fistulas e abcessos, cursa com mdltiplas manifestacdes extraintestinais, das quais se
destacam as hépato-biliares, dermatoldgicas, reumatoldgicas e oculares, sendo assim
facilmente dedutivel as implicacGes irrevogaveis que esta tem na qualidade de vida e

sobrevida.

Atualmente, assiste-se um crescimento exponencial da sua incidéncia, sendo
evidentes maiores prevaléncias no sexo feminino, alta classe socioeconémica e &areas

urbanizadas.

Desta forma, nas Ultimas décadas, a DC foi alvo de mdltiplos estudos, o que
permitiu obter um vasto leque de conhecimentos, crucial para o desenvolvimento de

abordagens terapéuticas transcendentes.

O tratamento padrdo da DC reside no controlo da sintomatologia, inducdo e
manutencdo da remissdo por recurso a terapia anti-inflamatéria, imunomodeladora,
imunossupressora e bioldgica, contudo, ainda hoje ndo existe um método eficaz na

eviccdo da recidiva clinica, uma vez que nenhum destes farmacos atua sobre a origem do

VIl



processo inflamatdrio. Assim, seja pela auséncia de resposta, toxicidade do tratamento ou
pela doenca perianal subjacente ndo controlada, os doentes sdo submetidos a cirurgias
agressivas, com multiplos riscos e sequelas acoplados, podendo ainda estar

contraindicada dependendo da localizagao e extenséo das lesdes.

Perante estas condicionantes, nos Ultimos anos, foram realizados varios estudos
sobre a aplicacdo de células dendriticas tolerogénicas, hematopoiéticas e células tronco
mesenquimais, sendo evidentes resultados auspiciosos, ainda que a amostra seja
constituida por um ndmero reduzido de doentes, o que inviabiliza a determinacdo de
conclus@es categoricas. De facto, 0s proximos anos serdo cruciais para a fundamentacéao
e consolidacdo de conhecimento relativos a esta nova abordagem, que poderdo ser

decisivos para a sua aplicacdo como método curativo da DC.

O principal objetivo desta dissertagdo reside na execugdo de uma reviséo
bibliogréfica para sintetizacdo e fundamentacéo das possiveis etiologias e patogénese da
DC, salientando o facto de esta resultar da combinacdo de uma disbiose intestinal,
imunidade inata modificada e perda de tolerancia a antigénios comensais, em individuos
geneticamente suscetiveis, sob a influéncia de fatores ambientais; clinica, complicacfes
e suas implicacdes na qualidade de vida do doente; método terapéutico padrdo e suas
limitacOes, que poderdo ser transpostas por uma nova abordagem, detalhadamente
explicita neste trabalho, as células estaminais como potencial método terapéutico

curativo.

Palavras-chave: Doenca de Crohn, Epidemiologia, Etiologia, Patogénese, Células

Estaminais



Abstract

Crohn's disease (CD) is a chronic inflammatory disease transmural, segmental and
asymmetric gastrointestinal tract.

Despite numerous investigations, the etiology remains unknown, but are identified
as potential causes the combination of intestinal dysbiosis, genetic and environmental
factors, loss of tolerance to commensal antigens and changes in intestinal permeability in
immune mechanisms. In fact, this situation determines excessive, altered immune
response, culminating in chronic inflammation of the gastrointestinal tract.

This pathology in addition to the recurrent episodes of gastrointestinal symptoms,
fistulae and abscesses, courses with multiple extra-intestinal manifestations, which we
highlight the hepato-biliary, dermatologic, rheumatologic and ocular, so easily deductible
irrevocable implications this has the quality of life and survival.

Currently, we are seeing an exponential growth in its incidence, with evident higher
prevalence in women, high socio-economic class and urbanized areas.

In this way, in recent decades, the CD was multiple studies target, which allowed
for a broad range of knowledge, crucial for the development of therapeutic approaches
transcendent.

The standard CD treatment lies in the control of symptoms, induction and
maintenance of remission for use of anti-inflammatory therapy, immunomodulatory,
immunosuppressive and biological however, still there is no effective method for
avoidance of clinical relapse, since none of these drugs acts on the origin of the
inflammatory process. So is the lack of response, toxicity of the treatment or the
underlying perianal disease not controlled, patients are subjected to aggressive surgeries
with multiple risks and coupled sequelae, and may be contraindicated depending on the

location and extent of the injuries.



Under these conditions, in recent years, several studies were conducted on the
application of tolerogenic dendritic cells, hematopoietic and mesenchymal stem cells,
with evident auspicious results, even if the sample is comprised of a small number of
patients, which impedes the determination of categorical conclusions. In fact, the coming
years will be crucial for the foundation and consolidation of knowledge regarding this
new approach, which will be decisive for its application as a dressing of the CD method.

The main objective of this thesis lies in the execution of a literature review to
summarize and justification of possible etiologies and pathogenesis of DC, highlighting
the fact that this result from the combination of an intestinal dysbiosis, modified innate
immunity and loss of tolerance to commensal antigens in individuals genetically
susceptible, under the influence of environmental factors; clinical, complications and
their implications for the quality of life of the patient; Standard therapeutic method and
its limitations, which may be implemented by a new approach in this work explains in

detail, stem cells as a potential curative therapeutic method.

Keywords: Crohn's disease, epidemiology, pathogenesis, stem cells.
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POTENCIAL DO TRANSPLANTE DE CELULAS ESTAMINAIS NA DOENCA DE CROHN

1. Introducao
1.1. Objetivos

O presente trabalho pretende esclarecer as vicissitudes associadas & doenca de
Crohn (DC), salientando as problematicas mais atuais. Desta forma, os principais
objetivos s&o 0s seguintes:
e Argumentacédo e fundamentacéo das possiveis etiologias da DC
e Salientar a importancia da combinacdo dos fatores genéticos, ambientais,
sistema imunitario, epitélio intestinal e microbiota na patogénese da DC
e Sintetizacdo da clinica, complicacdes e suas implicaces na qualidade de vida
do doente
e Meétodo terapéutico padréo e suas limitacdes
e Correlagdo dos mecanismos adjacentes ao desenvolvimento da DC com
futuras abordagens terapéuticas, nomeadamente, terapia com células

estaminais como potencial método curativo.

1.2. Conceitos e Defini¢bes

A DC ¢é um processo inflamatorio cronico transmural, segmentar, e assimétrico,
do trato gastrointestinal , que, tal como a colite ulcerativa (CU), ¢é classificada nas
“doencas inflamatoérias intestinais” (DII). Esta pode envolver qualquer segmento do trato
gastrointestinal (desde a boca até ao &nus) 2, contudo afeta preferencialmente o ileo

terminal 3.

Ainda que de etiologia desconhecida, sdo apontadas como potencial causas a
combinacéo de fatores genéticos, ambientais, perda de tolerancia a antigénios comensais
e alteragcbes na permeabilidade da parede intestinal, nos mecanismos imunitarios e

exclusdo bacteriana *.
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Em um terco dos doentes € tipico ostentar ulceracdes aftoides, fistulas, fissuras,
abcessos e estenose anal, principalmente naqueles em que ha afecdo do célon 3.
Concomitantemente sdo descritas manifestagdes extraintestinais, do qual se salientam as

hépato-biliares, dermatoldgicas, reumatoldgicas e oculares 2.

Ao contrério do que ocorre na maioria das patologias gastrointestinais, na DC a
resseccdo do segmento inflamado néo € curativa, verificando-se constantes recorréncias
do processo inflamatorio pds-cirurgia 2. O impacto negativo sobre a qualidade de vida é
ainda acrescido pela sua evolucdo erréatica, que determina um dificil controlo clinico e

endoscapico.

2. Epidemiologia

De acordo com Lakatos (2006), a DC apresenta uma taxa de incidéncia mundial
de 0,1-16/10° habitantes, todavia esta apresenta uma grande variabilidade geografica,
constatando-se maiores taxas de incidéncia no Norte e Europa Ocidental e América do
Norte, ao invés da América do Sul, Africa e Asia que evidenciam as menores taxas °.
Desta forma, é reconhecido que a DC prevalece essencialmente nos paises desenvolvidos,
sendo a industrializacdo considerada o fator de risco potencial. Efetivamente, muitos
consideram os fatores ambientais, os agentes causais desta variabilidade, contudo, dados
recentes concluem que esta diferenca estd a tornar-se cada vez menos evidente,
descrevendo taxas de incidéncia do Sul da Europa, Europa Oriental e Asia analogas as do
Norte da Europa e América do Norte, 0 que podera estar dependente da adog¢do de um
estilo de vida semelhante ao ocidental, nomeadamente, a dieta, sistemas governamentais,
habitos tabagicos, entre outras °.

Assim, na América do Norte a prevaléncia da DC é de 37-246/10° habitantes e a

incidéncia de 2,2-14,3/10° habitantes. Na Europa, a prevaléncia ¢ de 3,9-7/10° habitantes
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e a incidéncia varia entre 0,7-9,8 /10° habitantes 6. Em Portugal, a incidéncia ndo é
conhecida, mas estima-se um valor de 4,2/10° habitantes ’.

Atualmente, assiste-se a um acréscimo brutal dos valores de incidéncia de DC,
sem causa comprovada, apesar de subsistirem algumas hipdteses causais, nomeadamente,
que o desenvolvimento de novas formas de diagndstico, particularmente, a cépsula
endoscopica® e enteroscopia com duplo baldo ° permitiram diagnosticar inimeros casos
que antes constituiam falsos negativos, e ainda que, na Europa Oriental os doentes
instituiram novos comportamentos na saude, passando a recorrer aos servigos de saude
com maior frequéncia e perante sintomatologia ligeira. Ainda assim, acredita-se que este
acréscimo é real e ndo apenas devido ao melhor diagnostico e acesso aos cuidados de
salide, sendo tal sustentado, pelo aumento da prevaléncia de casos graves °.

Relativamente a idade, a DC evidencia uma distribuicdo bimodal, apresentando
0 primeiro pico entre os 15-30 anos, e o segundo pico entre os 60-80 anos °.

No que diz respeito ao género, verifica-se predominancia do sexo feminino,
podendo a relagdo variar desde 1:1 até 1:8 3. Para além disso, assume existir uma variagio
na incidéncia racial e étnica, afirmando que existe uma maior afecdo pela raca branca e
etnia judaica.

Segundo estudos de Sonnenberg et al. (1990), existe uma maior incidéncia nas
classes socioecondmicas elevadas e nas populagdes urbanas, e ainda admitem, um maior
risco para DC em atividades interiores, ao oposto dos dinamismos ao ar livre.
Efetivamente, tal é coerente com a distribuicdo geografica que constata maior prevaléncia
nos paises nordicos, paises onde passam mais tempo no interior 2,

Dos fatores de risco, destacam-se 0s habitos tabagicos e a exposi¢do a CO, nos
quais decorre uma maior severidade da DC, evidenciada pelo acréscimo de exacerbacdes,

aumento da dose de corticoides e imunossupressores para controlo da doencga, maior
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recurso a intervencdes cirdrgicas, incremento das recorréncias pds-cirargicas e elevagdo
da taxa de mortalidade .
Existe ainda um padrdo genético, verificando-se um risco 5 vezes superior para

o desenvolvimento da patologia nos familiares de primeiro grau do doente .

3. Etiologia e Patogénese

A DC apresenta etiologia desconhecida, contudo, varios autores revelam que
esta tem subjacentes anormalidades genéticas que resultam numa resposta imune
excessiva e alterada, desencadeada por multiplos fatores ambientais, sob influéncia da
microbiota comensal intestinal. Efetivamente, é a associacao destes principais fatores que
culmina no desequilibrio do trato gastrointestinal, determinando uma inflamacéo crénica,

com repercussdes na qualidade de vida e sobrevida 2,

3.1. Genética

Nos ultimos anos, as técnicas de clonagem posicional e mapeamento das regides
de suscetibilidade *, permitiram grandes avancos na compreensio da genética e
identificacdo de multiplos genes de suscetibilidade. De facto, a presenca da mutacao
genética funciona como um fator de suscetibilidade e ndo como um preditor para o futuro
desenvolvimento da patologia 2.

O caracter poligénico da DC é também apoiado pelos estudos de agregacdo
familiar, dado que concluiram a existéncia de um risco 5 vezes superior, em familiares de
primeiro grau, para o desenvolvimento da DC.

Ainda assim, o principal contributo na evidéncia de uma etiologia genética
adveio dos estudos de concordancia em gémeos, constatando-se numa primeira analise
sistematica e posteriormente por outros dois estudos, que a concordancia em gémeos

monozigoticos e dizigoticos é de 37,3% e 7%, respetivamente * 1>, Mais recentemente
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Brant (2011), atualizou estes valores para 30,3% em gémeos monozigoticos e 3,6% em
dizigoticos 1°.
De acordo com Ogura et al. (2001) e Economou et al. (2004), uma das principais

mutacdes corresponde ao gene NOD 2 (também designado por CARD15 178) dado que

apresenta um papel primérdio na ativacdo da | ¢
proteina NF-xB, um fator de transcri¢do envolvido %

nas vias inflamatorias e regulador da apoptose

programada e proliferagdo 2. Este foi mencionado

(IO #
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pela primeira vez por Hugot et al. (1996),

determinando o locus de suscetibilidade paraa DC
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IID
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denominado IBD 1, localizado na regido

| I

pericentromérica do cromossoma 16 (16q12) *°. 6 ;

.

Figura 1. Caridtipo humano com doenga
descritos na literatura, todavia sem transpor o inflamatéria intestinal. Confirmadas e replicadas
regides de suscetibilidade representados por
circulos vermelhos, outros por circulos azuis

relevo do anterior. Estes encontram-se dispersos (Fonte: Baumgart & Sandborn, 2007).

Efetivamente, outros genes tém sido

pelas regides dos cromossomas 1, 3, 5, 6, 12, 14, 16, 19, renomeados IBD 1 a 9, tal como
demostra a Figura 1, e estdo associados a func¢des determinantes na imunidade inata,

integridade da barreira epitelial, entre outras, tal como ilustrado na Tabela 1.

Tabela 1. Genes de suscetibilidade da DC e suas respetivas localiza¢cdes gendmicas e fungdes.

Gene Cromossoma Funcio
OCTN 1 N . . Mok, Lo
OCTN 2 5 Manuten¢io da integridade do epitélio intestinal

Manutengdo da integridade e permiabilidade do

e = epitélio intestinal *’

ATGI6LI1 5 Papel no complexo de autofagia ™

Manutengdo da fungao de barreira do epitélio e
TLR-4 9 homeostasia intestinal (Identifica LPS de bactérias
gram negativas) ~

PPARG 3 Inibidor intracelular do NF-Kb *
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3.1.1. Gene NOD2

De acordo com Brajdi¢ & Mijandrusic-Sincic (2012), o gene NOD2 codifica a
proteina NOD2/CARD15, expressa em macrofagos, linfdcitos B e T, células dendriticas,
células de Paneth e células epiteliais intestinais *2.

Esta é um recetor de reconhecimento padrdo envolvido na resposta imune inata
aos microrganismos no trato gastrointestinal, cuja estrutura de dominio LLR, permite o
reconhecimento intracelular de produtos bacterianos, nomeadamente os peptidoglicanos,
quase sempre presentes na membrana bacteriana 2.

Os TLR’s sdo expressos na superficie de mondcitos, macréfagos, células

dendriticas e epiteliais, e permitem a

; ’@me
identificagdo da microflora comensal e - myna
x . g Via J ! g R
manutencdo da homeostasia intestinal <°. 7w o
TN R TR TR9

Efetivamente, 0 peptidoglicano

potencialmente ativo, ativa TLR 2 e NOD 2
através da producdo de MDP e associa-se a
MyD88, com posterior recrutamento de IRAK e
TRAF6, seguindo-se multiplos momentos de

ativacdo e fosforilacdo, tal como demonstrado na

Figura 2. Simultaneamente, a ativacdo do NOD2

pelo MDP, conduz a ativacdo de RICK,

determinando regulacdo positiva ou negativa na

via de sinalizacdo de TLR2. Seguidamente,

CARD

dependendo do TLR envolvido, tipo de célula, ” - mx.im .

=

NFxB activation secogrition

Figura 2. Sinalizagdo das vias proteicas de

duracdo e intensidade da sinalizacao entre TLRe . . .\ op (Fonte: Baumgart & Sandborn, 2007),

NOD, ocorre a producdo de citocinas e fatores,
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que iniciam/perpetuam as respostas do hospedeiro, que podem variar entre anti-
inflamatdria ou, antagonicamente, pré-inflamatoria 4.

Adicionalmente, o0 NOD 2 pode inibir a sinalizagdo normal, através de TLR-2,
em células CD11+, nomeadamente, macréfagos e células dendriticas. Para além disso, na
auséncia da sinalizacdo NOD 2, a ativagdo com peptidoglicanos determina um acréscimo
da resposta NF-xB, componente critico para a transcri¢do de IL-12, o que permite concluir
que o défice de NOD 2 culmina no aumento da producdo de citocinas, que intensificam a
inflamac4o intestinal %,

Por altimo, 0 NOD 2 ¢ crucial na producdo de defensinas pelas células de Paneth
nas criptas de pequenas vilosidades intestinais, havendo inimeros estudos que descrevem
uma associacao entre as células de Paneth e a DC ileal. De facto, estas sdo responsaveis
pela producdo de secrecOes antibacterianas, pois a sua propriedade antipatica permite-
Ihes interagir e lisar membranas 2, determinando um ambiente estéril e protecdo das
células estaminais das proximidades.

Séo de evidenciar, as defensinas humanas 5 e 6, pois apresentam elevada eficécia
sobre 0 S. aureus !’ e potencial antivirico %', respetivamente.

Ainda que a componente genética seja uma etiologia sancionada da DC, é
importante ter nocdo, que a concordancia entre gémeos monozigdticos € de
aproximadamente 30 %, o que permite concluir que, a Unica e exclusiva contribui¢do
genética ndo é suficiente para manifestacdo da doenca. Para além disso, 0 acréscimo da
incidéncia constatado nas Gltimas décadas, ndo podera ser exclusivamente justificado por

alteracdes plausiveis da genética.
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3.2. Resposta Imune

O conceito de autoimunidade foi descrito pela primeira vez na DC, num estudo de
Broberger e Perlmann (1950), no qual encontraram anticorpos no soro dos doentes que
reagiam de forma cruzada com células fetais humanas de célon in vitro 22,

A DC depende da alteracdo da resposta imune inata e adaptada, associada a perda
de tolerancia a bactérias comensais 2. Efetivamente, a mucosa do intestino ostenta grande
parte do tecido linfoide do corpo humano, que simultaneamente, é partilhado com uma

diversa microbiota, na qual s3o descritas mais de 500 espécies de bactérias 2°.

3.2.1. Sistema Imunoldgico Intestinal Saudavel

O Sistema imunitario do intestino é representado por uma rede complexa de

células linfoides, ndo linfoides e fatores humorais.

Como a Figura 3 apresenta, 0s antigénios
luminais sdo expostos a células apresentadoras de
antigénios, tais como células epiteliais ou ThO, através
dos complexos de histocompatibilidade 11, o que
culmina em co estimuladores na auséncia de inflamacao,
que podem suprimir ou induzir anergia das células T da
mucosa ¥. Simultaneamente, as células B da mucosa
secretam IgA, que reveste a mucosa do epitelio.

As células dendriticas, controlam a resposta

imune adaptativa, determinando a diferenciacdo de

células ThO em células T efectoras e reguladores,
Figura 3. Sistema imunitério intestinal,
em individuo saudavel. (Fonte:

nomeadamente, Thl, Th2, Thl? e TI’, Th3, Baumgaﬂ & Sandborn, 2007)

respetivamente, e ainda, a resposta imune inata, através da ativacéo das células NK.
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Efetivamente, a presengca de agentes comensais associada a auséncia de
inflamacdo é definida pelo equilibrio entre as populacfes efectoras e reguladoras, pois
permite o controlo da rede de citocinas.

Existe ainda o contributo de macro6fagos, granuldcitos e mastécitos através de
mecanismos inibitérios intracelulares que impedem a libertacdo de citocinas
inflamatorias, quimiotaxia e mediadores que danificam os tecidos 2.

Em relagdo a imunidade inata, varios estudos evidenciaram uma relagéo entre o

aumento de macréfagos e de células dendriticas, com a elevada producdo de citocinas
pré-inflamatdrias, quimiocinas, moléculas de adesdo e co estimuladores 3.

As moléculas de adesdo celular (CAM) séo fundamentais para a comunicagao
inter e intracelular e mediagdo apds migragdo de células imunes *2. Desta forma, na fase
ativa da DC, desempenham um papel crucial no recrutamento de leucécitos para a mucosa
33, estando descrito em varios estudos uma expressdo excessiva de CAM’s nas areas de
inflamacéo.

Para além disso, perante a ativacdo das células dendriticas da mucosa, ocorre
expresséo superior de CD 40 e TLR, principalmente, TLR 2 e TLR 4, determinantes no
reconhecimento de elementos bacterianos, com consequente acréscimo na producdo de
IL-6 e IL-12 34 Seguidamente, ¢ iniciada a sinalizagdo com NF-«xB, que culmina na
producdo de citocinas e fatores pré-inflamatérios, nomeadamente, IL- 1B, TNF, IL-8,
CD80 e moléculas de adeso, cujas expressdes demonstraram estar aumentadas na DC 3L,

Relativamente a imunidade adaptativa, a DC é um processo mediado

predominantemente por Thl e Th1l7, que determinam a ativacdo de IFN-y atraves da
producdo da IL-12 *° e produc&o de IL-6, IL-23 e TGF-p através da producéo de I1L-17 3¢,

respetivamente.
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Relativamente ao seu contributo, estudos tém demonstrado que as respostas por

Thl sdo quantitativamente superiores 3’. Assim, a DC é caracterizada por um

desequilibrio intestinal imune complexo.

Como sugere a Figura 4, na DC, as células dendriticas (CD) erraticamente

reconhecem agentes comensais como patogénicos,
determinando o acréscimo na expressdéo de TLR e
moléculas co estimuladoras. Esta associa¢do prossegue a
ativacdo e promocdo das células T naive em células
efectoras, nomeadamente, Thl, Thl7 e Th2 e NK.
Concomitantemente, as células epiteliais do intestino
expressam moléculas co estimuladoras, que potenciam a
resposta das células T efectoras.

As células ThO diferenciam-se
preferencialmente em Thl, |INF-y e IL-12.
Posteriormente, as citocinas secretadas estimulam os
macrofagos, que libertam quantidades exorbitantes de -
TNF, IL-1 e IL-6 %4,

As células NK exercem efeitos citotdéxicos

Figura 4. Sistema imunitario intestinal
com doenga inflamatdria intestinal
(Fonte: Baumgart & Sandborn, 2007).

diretos e secretam citocinas

inflamatorias, que simultaneamente, contribuem para o dano tecidular.

Por ultimo, a migragdo de numerosos leucdcitos a partir da mucosa vascular e

libertacdo de quimiocinas, define quimiotaxia, o que perpetua e amplifica este ciclo

inflamatério vicioso.

Em suma, verifica-se acesso dos antigénios luminais a mucosa através de uma

barreira permeéavel, inadequada resposta imune inata por parte das células dendriticas e

incapacidade de reajuste da resposta imune adaptativa.

10
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3.3. Fatores Ambientais

A DC apresenta maior prevaléncia na América e Europa do Norte %%, o que
sugere uma associa¢do com o acesso e qualidade dos cuidados de saude, industrializacéo,
saneamento e higiene.

Efetivamente, foi constatado aumento da taxa de incidéncia nos imigrantes
provenientes de regides de baixa incidéncia para paises desenvolvidos, acréscimo
potencial da incidéncia durante a industrializagdo da China e Hong Kong *°, e ainda,
diversos estudos de grande impacto sobre a epidemiologia da DC nos paises
desenvolvidos, evidenciaram maiores nimeros para as zonas urbanas, comparativamente
as rurais 2*. De facto, é dedutivel que o saneamento e higienizagdo excessiva limitam a
exposicao a antigénios ambientais, o que complexifica a maturacdo e desenvolvimento
da tolerdncia do sistema imunoldgico, determinando respostas imunitarias futuras
inadequadas ?*.

Neste contexto, surgiu o conceito de “ocidentaliza¢do” do estilo de vida, no
qual inimeras praticas, tais como, o tabaco, uso generalizado de antibidticos e AINE’s,
stress, infeco, dieta 12, apendicectomia “° e aleitamento materno ?* sdo indicados como
fatores causais da transicdo do protagonismo das doencas infeciosas para doencas
inflamatorias, no altimo século.

O tabaco determina cursos evolutivos de DC mais grave, pois esta associado a
formacéo de granulomas #!, fistulas e estenoses, maior taxa de recidiva e necessidade de
tratamento cirdrgico, uma vez que parece aumentar o nimero de neutréfilos na mucosa
inflamada “2. E ainda descrito como fator de risco para o desenvolvimento de DC o

tabagismo passivo.

11
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Relativamente aos antibioticos, varios estudos assumem uma interligacdo com
a exposicgdo de antibioticos no inicio da vida, todavia os mecanismos subjacentes ainda
n&o se encontram esclarecidos 3.

Em relacdo aos AINES’s, de acordo com Berg et al. (2002), a associa¢do de
AINE’s com inflamagdo, podem temporariamente inaugurar uma inflamacéao
inespecifica, alterar a barreira da mucosa e ativar a resposta imune inata. Desta forma,
ocorre uma maior absor¢do de antigénios bacterianos comensais que associado a
suscetibilidade genética, incitam a inflamacdo mediada por células T 44,

A apendicectomia aumenta o risco para DC, o que possivelmente est4 associado
a manipulacio de microrganismos °.

O stress, seja sob a forma, de depressdo, acontecimentos de vida adversos ou
stress cronico, parece estar associado ao aumento da taxa de recidivas *°, uma vez que
conduz a ativagdo ou intensificacdo da cascata inflamatoria, através da interacdo direta
com os sistemas neuro-imunoldgicos 2.

De facto, na auséncia de stress, 0 sistema nervoso através do nervo vago, exerce
um papel inibitério, mediado pela via anticolinérgica, que reduz de forma eficaz a
resposta inflamatéria. S0 recentemente, foi identificada a subunidade o7- nAChR,
elemento crucial para a inibicdo da ACH, através da libertacdo de o- TNF pelos
macrofagos 6.

A infecdo foi associada & DC num estudo sueco, que constatou um aumento da
taxa de incidéncia de aproximadamente 50 % nas pessoas que nasceram nos 3 meses das
grandes epidemias de Sarampo na Suécia *’. Efetivamente, é mencionada uma maior
frequéncia de D11 apos infecdes gastrointestinais, sendo evidente uma maior concentracéo
bacteriana na mucosa dos doentes comparativamente aos individuos saudaveis, e ainda,

uma correlagdo direta entre a gravidade e o ndmero de bactérias da mucosa 2*. E de

12
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salientar que o estudo de Davis et al. (2001), comprovou inexisténcia de ligacdo entre DC
e as infecBes por Sarampo, Caxumba e Rubéola %8,

A provavel associacdo com dieta, foi descrita, pela primeira vez, hd mais de 25
anos “9, e é apontada como fator responsavel pelas distintas distribuicdes geograficas e
aumento da incidéncia nas populagdes migrantes.

De facto, os antigénios alimentares correspondem ao principal antigénio luminal
38, e sfo relatados agentes causais de DC, o consumo excessivo de aclcar ° e gorduras
poli/monoinsaturadas >°. E importante denotar, que os estudos que pretendem corroborar
esta associacdo sdo de dificil execucdo, uma vez que existe a possibilidade da dieta ser
modificada de forma subconsciente, na tentativa de melhorar a sintomatologia
gastrointestinal, antes de ser estabelecido o diagnostico 8.

Relativamente a fatores protetores, sdo citados o consumo de fruta, legumes e
fibras contudo, os estudos apresentam resultados divergente . O aleitamento materno é
também referido como elemento protetor, dado conferir imunidade ao lactente enquanto
0 seu sistema imunitario se desenvolve 52,

Por Gltimo, ainda que existam inimeros estudos e evidencias epidemioldgicas
que apoiam a associacdo com fatores ambientais, é errbneo assumir um Unico fator

ambiental como agente causal da DC.

3.4. Disfuncédo da Barreira Epitelial

Varios autores assumem a disfuncdo da barreira epitelial como agente causal da
DC. A barreira epitelial ¢ constituida por celulas epiteliais, interligadas por tight
junctions, muco, IgA e defensinas, constituindo uma superficie vasta de absorcdo e
exclusdo de microrganismos patogénicos °2. A presenca local de &cidos (gastrico e biliar),
enzimas pancreaticas e peristaltismo, garantem a integridade da barreira, que em caso de

lesdo, é rapidamente restaurada por mecanismos de restituicio .

13
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As tight junctions sdo constituidas por diversas proteinas, nomeadamente,
ocludina, claudina e moléculas de adesédo juncionais, sendo responsaveis pelo transporte
seletivo de moléculas através da barreira epitelial ° (Figura 5). Consequentemente,
alteracOes nestas proteinas maximizam o transporte de microrganismos, 0 que permite a

sua interagdo com células imunitarias.

Figura 5. Arranjo macroscopico (A) e composi¢do microscopica (B) de jungdes apertadas intercelulares.
Os componentes estruturais das jungdes apertadas intercelulares podem ser classificadas como proteinas
integrais de membrana (ocludina, cédons, e JAM), proteinas complexas juncionais (ZO-1, ZO-2, p130
ou Z0-3, 7H6, Symplekin, e cingulin), e citoesqueleto estrutural da célula (microtibulos, filamentos
intermediarios e microfilamentos). (Fonte: Visser et al., 2009).

Os defeitos identificados nas tight junctions sdo mediados por processos neuro
enddcrinos e imunoldgicos verificando-se, que fatores inflamatérios, tais como a IL-13,
o-TNF, aumentam a expressdo da tight junctions especifica, claudina-2 °°, responsavel
pelo acréscimo direto da permeabilidade intestinal %2, e ainda, desencadeiam apoptose das
CELl. Para além disso, de acordo com Kelsall B. L. (2008), as protéases libertadas pelos
mastocitos, posterior & infecdo por parasitas intestinais, podem degradar a Ocludina ou
reorganizar a peri-juncdo F-actina, o que culmina no aumento da permeabilidade
intestinal. Concomitantemente, o y-INF associado ao a-TNF e etanol, ativam MLCK nas

CEl, resultando na fosforilagdo da miosina e perturbacdo do citoesqueleto das tight

14
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junctions. A proteina nuclear, HMGB-1, é secretada por células necroticas e activa células
do sistema imune inato, na resposta a estudos microbianos ou pro-inflamatdrios,
determinando disfuncéo da barreira pelo seu efeito direto sobre as CEI *2.

Efetivamente, seja de forma isolada ou associada a outros fatores, a disfungéo
da barreira epitelial do intestino € um provavel mecanismo promotor de inflamacéao
intestinal.

Desta forma, a disfuncdo é descrita por um aumento da permeabilidade
intestinal, tanto nos doentes, como nos familiares de 1°grau *, representando nestes, um
fator de suscetibilidade para o desenvolvimento da inflamacdo e manifestacdo clinica,
numa idade mais tardia ®’. Esta consequéncia, deriva da permeabilidade anormal induzir
0 aumento de células B, CD45R0O", que potencia a absor¢do de antigénios, determinando
uma incitagdo imunitéria excessiva 8.

Evidéncias em animais corroboram esta hipdtese, nomeadamente, a
administracdo oral de Sulfato de Dextrano de Sddio ou inibidor da COX, Piroxicam, em
ratinhos com défice de IL-10, verificam ferimentos com perda de CEI, com evidente
aumento da permeabilidade intestinal, prévia ao inicio da inflamagéo % .

Por altimo, alteracGes nos recetores TLR, na flora comensal e mutacGes genéticas
estdo também associadas a integridade das CEI, encontrando-se as Ultimas discriminadas

na tabela 2 com o mecanismo de atuacédo subjacente.

Tabela 2. Mutagdes genéticas associadas a integridade das CEl e mecanismo de disfuncédo subjacente.

Gene Mecanismos de disfunciio da barreira epitelial

NOD2 Diminuigio da produgio de defensinas. IgA, 1gG e muco

Alteracio da producio de proteinas relacionadas com a integridade

DLGS5 da barreira

Redugio da oxidagdo dos dcidos gordos, com consequente
OCTN aumento da entrada de catides orgénicos para o interior da célula,
promovendo lesio celular *

15
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3.5. Microbiota Intestinal e Tolerancia Oral

A microbiota intestinal corresponde a comunidade de micrébios comensais
presentes no intestino, benéficos para a homeostasia e salde humana. Esta é constituida
por aproximadamente 10 bactérias e pode variar até 1000 espécies distintas, com
predominancia dos filos Firmicutes, Bacteroidetes, Actinobacteria, Proteobacteria,
Fusobacteria e Verrucomicrobia 2,

Antes do nascimento, o trato gastrointestinal € desprovido de qualquer ocupacao
microbiana, verificando-se inicio da colonizacdo e estabelecimento desta relacdo
simbiotica, nos primeiros 2/3 anos de vida, sob influéncia materna, genética e ambiental
24.

Ainda que de forma menos concreta, também sdo apontados como fatores
influentes a amamentago materna vs. artificial 2.

Durante a colonizacdo o sistema imunitario da mucosa intestinal amadurece, 0
que determina o estabelecimento de tolerancia oral, fendbmeno particularmente
importante, dado que a microbiota comensal assegura o efeito e integridade da barreira,
impedindo a invasdo por agentes patogénicos 2. Assim, o sistema imunitario da mucosa
tera capacidade de manter tolerancia as bactérias comensais, todavia, concomitantemente
detém aptiddo para instituir resposta de defesa perante agentes patogénicos.

Vérios autores defendem a perda da tolerancia a microbiota comensal como
factor causal da DC. Efetivamente, a tolerancia € determinada pelas CEl, linfécitos B,
Células Tr e CD responsaveis pela producéo de I1L-10, IFN-a/f e TGF-B %,

De facto, estudos recentes mostram que as CD induzem uma resposta imunitaria
ou tolerancia ao promoverem o desenvolvimento de células T efectoras ou células Tr,
respetivamente, e dessa forma assegurar a homeostasia intestinal 8. Concomitantemente,

é auxiliada pela expressdo de TLR, que possuem capacidade para reconhecer padrdes
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associados a microorganismos patogénicos 4. Assim, é crucial o equilibrio entre as
células TCD4" efectoras e as células Tr, nomeadamente, Th3, Trl . Estas ultimas, ao
interagirem com determinadas agentes comensais, asseguram tolerancia através de varios
mecanismos:

e Estimulacéo da producdo de IL-10 e TGF-p.

e Inibicdo da producéo de IL inflamatorias pelos macréfagos.

e Reducdo da ativacdo das células Thl e CAA.

Atualmente, € aceite que na DC existe um desequilibrio entre estes dois tipos de
células, o que resulta numa resposta inadequada do sistema imunitario da mucosa
intestinal e consequentemente perda da tolerancia. A perturbacdo no reconhecimento do
antigénio comensal e seu processamento pelas CAA, determina a ativacao de células Thi,
e, ainda que ndo provado, Th17, o que culmina numa resposta inflamatoria excessiva®.
A desregulacdo nas CD pode ainda contribuir para a ativacdo repetida das células T
memoria ou por falha central (Timo) induzir inabilidade para excluir populacbes de
células T reativas, e desta forma, incitar auséncia de tolerancia periférica e consequente
perpetuacdo da inflamac&o ®°. Estudos recentes, ainda sugerem que o TGF-B assume um
papel crucial no equilibrio entre as Células Th17 e Tr 5.

Polimorfismos no gene NOD2/CARD15 reconhecem erroneamente a flora,
estimulando a ativacdo de NF-xB, que associados as citocinas inflamatoérias determinam
reducdo da tolerancia oral.

Em conclusdo, o papel da microbiota intestinal na patogénese da DC ainda
permanece por esclarecer, todavia, seja a sua composicao alterada devido a doenca ou
uma consequéncia do estado inflamatorio, é irrevogavel, a sua participacdo na patologia

12 possivelmente, a DC resulta da combinagdo de uma disbiose intestinal, imunidade
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inata defeituosa e perda de tolerancia aos agentes comensais, em individuos

geneticamente suscetiveis, sob a influéncia de fatores ambientais.

4. Células Estaminais

Nas Gltimas décadas, a DC foi alvo de multiplos estudos, o que permitiu obter
um leque de conhecimentos, crucial para 0 avango no tratamento e aquisicao de objetivos
terapéuticos transcendentes.

Atualmente, os objetivos do tratamento da DC assentam em obter remissao
completa, nomeadamente, controlo da sintomatologia e auséncia de lesdes
endoscopicas®’, restauracdo da funcio intestinal, eviccdo de dano intestinal, reducdo da
incapacidade a longo prazo e melhorar a qualidade de vida do doente 8,

A atividade clinica da DC é avaliada segundo o Indice de Atividade da Doenca
de Crohn (CDAI) e define DC clinicamente inativa, um CDAI <150 . No entanto, de
acordo com Oyama et al. (2005), este indice apresenta algumas falhas, nomeadamente,
favorecer predominantemente a doenca coldnica, elevada dependéncia de fatores clinicos
subjetivos, atribuicdo da mesma significancia a fissuras e fistulas anais, descurando,
fatores relevantes, tais como, presenca de lesdes endoscépicas, niveis de PCR, VS e
Albumina, todavia, ainda assim, é o Gnico utilizado nos estudos atuais "°.

Relativamente ao tratamento da DC, inicialmente o objetivo residia no controlo
da sintomatologia, evoluindo posteriormente, para a inducdo e manutencao da remissdo
da doenca, contudo, ainda hoje néo existe um tratamento eficaz na evicg¢ao da recidiva
clinica. Assim, o tratamento padrdo baseia-se em 5-ASA (Mesalazina, Sulfassalazina,
Balsalazide), Corticosteroides (Budesonido, Prednisolona, Hidrocortisona), Tiopurinas
(Azatioprina, 6-Mercaptopurina), Imunossupressores (Metotrexato, Ciclosporinas) e anti-

TNF (Infliximab, Adalimumab).
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Apesar da diversidade, nenhum destes farmacos atua sobre a origem do processo
inflamatorio ", ou seja, nenhum dos tratamentos é curativo, condigdo que dificulta a
obtencg&o dos objetivos terapéuticos propostos.

A DC é uma patologia heterogénica, que pode variar entre uma apresentacao leve,
com indicacdo para tratamento sintomatico, até uma apresentacdo fulminante, na qual a
terapéutica com imunossupressores potentes e cirurgia podem néo ser suficientes . De
facto, apesar dos esforcos na otimizacdo dos farmacos, a realidade atual esta longe do
ideal, verificando-se que 1/3 dos doentes ndo responde a terapia anti-TNF 72,
determinando otimizagdo ou mudanca da terapéutica instituida " e 10 % nio tolera ou é
n&o responsivo primario a qualquer farmaco °2.

De acordo com Peyrin-Biroulet et al. (2010), metade dos doentes seja pela
auséncia de resposta 4, toxicidade do tratamento ou pela doenca perianal subsequente
dificilmente controlada com a terapéutica actual ™ ®, sdo submetidos a cirurgia, com
eventual risco de Sindrome de Intestino Curto, nutricdo parentérica e colostomia que
detém alto impacto psicoldgico " 8. No entanto, nos casos refratarios em que a cirurgia
¢ a Unica opcdo, esta pode ser contraindicada pela localizacdo ou extensdo das lesGes,
ficando estes doentes sem opcdes terapéuticas °8.

Adicionalmente, nos Ultimos anos, é evidente um nimero crescente de casos de
DC na populacdo peditrica, nos quais é relatado uma evolucao clinica com multiplas
resseccgoes intestinais e falha dos tratamentos atuais, o0 que determina um futuro incerto
para estes doentes .

Na DC grave, os doentes experienciam quadros recorrentes de vomitos, anorexia,
diarreia, dor abdominal, fistulas ’°, abcessos, problemas cutineos e hepaticos, multiplas
cirurgias 2, sendo assim evidente o impacto negativo que esta confere na qualidade de

vida, ambiente profissional e pessoal do doente " &,
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Perante estas conjunturas, nos ultimos anos, foram elaborados varios estudos
sobre o uso de terapias com células dendriticas tolerogénicas 8!, hematopoiética e células
tronco mesenquimais (MSC) . Estas Gltimas apresentam capacidades que lhes permitem
controlar o processo inflamatorio, cicatrizar lesdes intestinais, restaurar a integridade da
barreira epitelial intestinal ®® e prevenir a fibrose 8. Inicialmente, este potencial foi
atribuido a sua capacidade de diferenciacdo em multiplas linhagens, no entanto, estudos
recentes, relatam que os seus efeitos bioldgicos sdo mediados por mecanismos paracrinos,
no qual estdo envolvidas citoquinas, quimiocinas e fatores de crescimento 8# podendo
ainda induzir e estimular células progenitoras do hospedeiro para melhorar o processo
regenerativo. Assim, o transplante de células-tronco hematopoiéticas (THSC) permite
uma modelagdo/supresséo imune, na qual o transplante condicionado determina a
eliminacdo de células imunolégicas que conduzem a alteracdes fisiopatoldgicas, e,
concomitantemente as células-tronco hematopoiéticas (HSC) restauram um novo sistema
imunitario analogamente ao que ocorre no desenvolvimento fetal °, de modo a
estabelecer tolerancia a antigénios inofensivos .

Efetivamente, o TCTH por recurso a quimioterapia elimina linfocitos T Auto
reativos e células de memoria, efectores de desregulacio imune da DC ®, induzindo
tolerancia ao antigénio a longo prazo . Vérios estudos, ainda demonstram que
regeneracdo do sistema imunitério pode advir da reativacdo da atividade e inducdo de
novas células Treg do Timo 88,

Os potenciais candidatos para TCTH correspondem aos individuos refratarios aos

tratamentos atuais com CDAI> 250 71,

4.1. Definigdo e Tipos de Células Estaminais

As células estaminais séo por definicdo células primordiais indiferenciadas, ou

seja, sem especializacdo funcional, com propriedades de autorrenovagéo e divisdo em
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multiplas linhagens celulares, em funcéo das condigdes ambientais 8. De acordo com a
Sociedade Internacional de Terapia Celular, para classificar uma MSC é necessario que
esta cumpra o0s requisitos minimos, isto é, ser aderente ao plastico sob condic¢des padrao,
expressar CD105, CD73, CD90, ndo exprimir CD45, CD34, CD14, CD11b, CD79a ou
CD19 e HLA-DR, diferenciar-se em osteoblastos, adipdcitos e condroblastos in vitro.
As células estaminais podem ser classificadas de acordo com a sua origem e

funcéo, tal como elucida a Figura 6.

mbrionariag

Origem Fetais
Nio
Embrionariag
Células Adultas
Estaminais Totipotentes
Fun¢io Pluripotentes]

Multipotenteg

Figura 6. Classificacio das células estaminais segundo a sua origem e fungio.

As Células Tronco Embrionarias sdo células pluripotentes com origem em
embribes, com capacidade para produzir todos os tipos de células derivados das trés
camadas embriondrias in vitro e in vivo %,

As Células Tronco Adultas Multipotentes podem ser obtidas em diferentes
tecidos, nomeadamente, medula 6ssea, tecido adiposo, corddo umbilical e placenta.
Apresentam capacidade de diferenciacdo limitada, dando origem apenas a células da sua
linhagem embrionaria. Neste grupo encontram-se as HSC e as MSC 8,

As Células Tronco Pluripotentes tém capacidade de diferenciagdo nas células
dos trés folhetos embrionarios, de modo que ndo conseguem produzir tecidos
extraembrionarios. Takahashi & Yamanaka (2006), desenvolveram uma técnica
revoluciondria de reprogramagdo genética, na qual introduziram fatores de

reprogramacao (OCT-4, KLF-4, SOX-2, c-MYC, NANOG, LIN28) em células somaticas
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de camandugos, criando as Células Tronco Pluripotentes Induzidas . Estas
apresentam caracteristicas e diferenciacdo fenotipica igual a das Células Estaminais
Pluripotentes, contudo, ndo refletem problemas éticos, dado ndo terem origem
embrionaria 8,

Atualmente, existem 2 tipos de terapias com células estaminais para o tratamento

da DC, a terapia com HSC e com MSC 8,

4.2. Terapia com Células Estaminais Hematopoiéticas

As HSC séo células imaturas que se encontram na medula dssea, no sangue e no
corddo umbilical, e podem-se diferenciar nas células que pertencem as linhagens de
células hematoldgicas. O beneficio na DC foi evidente pela primeira vez, em 1993,
aquando a utilizacdo do THSC no tratamento de um linfoma ndo-Hodgkin, em doente
com DC concomitante 8. Desta forma, seguiram-se multiplos estudos em animais %, e
ainda foi evidente melhoria clinica nos doentes com DC submetidos a THSC por doencas

malignas % 92, A tabela 3 esclarece os tipos e mecanismos de THSC.

Tabela 3. Tipos e mecanismos de THSC.

Eliminacao de linfocitos T reactivos e reconstitui¢@o
de um novo sistema imunolégico com linfdcitos
naive mais tolerogénicos, todavia é mantida a
predisposicdo genética.

Transplante Autélogo

Substitui¢do do sistema imunitario do doente pelo do}
Transplante Alogénico dador, corrigindo a predisposi¢do genética do
doente, contudo apresenta elevada morbilidade.

De acordo com Martinez-Montiel et al. (2014) %, na DC o THSC autélogo é
realizado segundo o protocolo aplicado no tratamento de malignidades hematologicas. O
primeiro passo reside na mobilizacéo para estimulacéo e libertacdo de células-tronco da
MO para o sangue periférico, recorrendo na maioria dos casos, a ciclofosfamida 1,5-2

g/m? e FEC-G 10 ng/kg por dia 9%, De facto, em 95% dos casos as células estaminais
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sdo obtidas através do sangue periférico. Posteriormente, as células tronco sdo recolhidas

por aférese e crio preservadas até o transplante ser realizado 8.

Em alguns centros, estas células sdo previamente submetidas a processos de
purificacdo, onde ocorre a selecdo de células CD34+ ou eliminacdo de células CD52+,
CD3+,CD19+ e CD20+ °.

Entretanto, procede-se a fase de condicionamento que determina a exclusdo de

celulas T Auto reativas por recurso a ciclofosfamida e ao antitimdcito de imunoglobulina

% e por fim a infusdo de células hematopoiéticas.

No caso dos esquemas mieloablativos, a linfoablagdo pode ocorrer sem
destruicdo irreversivel das células hematopoiéticas da MO e a funcdo da MO ser
recuperada sem a infusdo de HSC, no entanto, estes esquemas estdo associadas a altas
taxas de morbilidade e mortalidade, de modo que a reinfusdo é procedida com o intuito
de reduzir o tempo de aplasia medular 8.

O transplante alogénico foi usado pela primeira vez em 2009, num doente com
mutacdes nos genes ILI0RA e IL10B, responsaveis pela codificacdo das proteinas
ILR10R1 e ILR102, presentes no recetor da IL-10, com manifestacdo precoce da
patologia, nomeadamente, proctite aos 3 meses de idade e posterior doenca perianal grave
refrataria ao tratamento, no qual foi evidente remissdo da DC, ap6s o transplante *°.

Com excecdo do caso anterior, os resultados da literatura remetem a casos de
DC associada a doenca neoplasica, cuja evolucao modificou apds o transplante de células

estaminais.

4.2.1. Estudos Literarios de TCHC Autologo na DC

Dez anos apos ser relatado o primeiro caso de THSC Autdlogo na DC, o grupo
de Chicago publicou uma série de doentes com DC submetidos a transplante como

tratamento primario para a doenca inflamatoria ', cujos resultados foram descritos numa
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publicacdo posterior. A amostra era constituida por 12 doentes com DC com CDAI entre
250-450, refratarios ao tratamento farmacoldgico, incluindo o Infliximab, verificando-se
que apds o THSC Autdlogo, 11 doentes apresentaram remissao, ou seja, CDAI <150, com
média de follow-up de 18,5 meses °.

Oyama et al. (2005) descreve um estudo no qual 12 doentes com DC ativa, com
menos de 60 anos e CDAI entre 250-400 (mediana 291) foram sujeitos a THSC Aut6logo.
Destes, 11 obtiveram remissdo sustentada com CDAI <150, com recidiva de apenas um
doente, 15 meses apds o transplante °. No entanto, neste estudo foi sugerido, que a
melhoria clinica se deve ndo ao THSC Auto6logo, mas sim, a quimioterapia a que o doente
é sujeito. Nesse sentido, a ASTIC, patrocinada pela ECCO e EMBT, realizou um estudo
randomizado, no qual um grupo foi submetido a quimioterapia com G-CSF e TCHC
Autologo em 30 dias, e 0 outro sujeito a quimioterapia com G-CSF e THSC Autdlogo
apo6s 13 meses, nos quais, os resultados preliminares apresentados em 2013, descrevem
uma melhoria endoscdpicas das lesdes apds o transplante %,

Em 2008, Cassinotti et al. publica os resultados de 4 doentes submetidos a THSC
Autologo, nos quais 3 apresentaram remissdo clinica e endoscopica em seguimento de
16,5 meses, todavia refere agravamento do quadro em 75 % da amostra no periodo entre
a colheita e a infusdo das células estaminais °3.

De seguida Burt et al. (2010), realizaram um estudo com 24 doentes, no qual foi
obtida remissdo em todos os elementos ¥’. No follow-up, a percentagem de doentes em

remissdo sem necessidade de tratamento para a DC esta representada na tabela 4.

Tabela 4. Doentes em remissdo sem necessidade de tratamento complementar apds transplante.

1 °©Ano 2°Ano 3°Ano 4°Ano 5°Ano

Taxa de Remissdo 91 % 63 % 57 % 39 % 19 %
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Sem ter em conta a medicagéo realizada, a remisséo em 5 anos foi obtida em 70-
80 % dos doentes, estando 80 % livre de corticoide cada ano, nos 5 anos apos o
transplante®’.

Em 2011, Hommes et al., publica um estudo no qual 3 doentes com DC refrataria
grave de longa duracao, com pouco interesse nas alternativas cirargicas por elevado risco
de Sindrome do Intestino Curto e possivel Ileostomia definitiva foram submetidos a
THSC. Apds 62 meses, 0s 2 que realizaram Transplante completo estdo em remissdo sob
terapéutica imunossupressora a5 e 6 anos, e o doente que realizou mobilizagdo de células
tronco obteve remissdo clinica sem terapéutica associada durante mais de 2 anos %.

Nesse mesmo ano, Burt et al., executaram THSC Autélogo em 12 doentes com
DC e CDAI> 150. Os resultados do seguimento a longo prazo foram recentemente
publicados verificando-se taxas de sobrevida livre de recidiva clinica de 63 % e 36%, em
3 e 5 anos, respetivamente. Ainda concluiram taxas de sobrevida livre de recidiva clinica
(CDAI <150), corticoterapia ou outra medicacdo, 5 anos ap6s transplante, de 70%, 80%
e 60%, respetivamente 7.

Em 2012, Hasselblatt et al, descreve que 56 % da sua amostra obteve cura das

lesBes endoscopicas apos 0 THSC Autdlogo %,

4.2.2. Estudos Literarios de THSC Alogénico na DC

Lopez-Cubero et al. (1998), observou que ap6s 0 THSC Alogénico em 6 doentes
que manifestavam simultaneamente leucemia, 1 faleceu por sépsis 3 meses apds a
interveng&o e dos restantes 5, 4 obtiveram remisséo clinica durante um periodo de 54 -
183 meses. E ainda de referir, que 50 % dos doentes com Colangite Esclerosante Primaria
revelaram melhores niveis de fosfatase alcalina °°.

De seguida, Ditschkowski et al. (2003), publicou um estudo com 11 doentes com

DIl, 7 com DC e 4 com CU, submetidos ao THSC Alogénico por apresentarem
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concomitantemente doencas hematolégicas malignas. Destes, um doente faleceu por
septicemia e 0s restantes encontram-se em remissao da doenga neoplasica e sem recaida
da DII, 34 meses apos o transplante 101,

Atualmente, ainda que apoiado por alguns estudos, 0 THSC Alogénico nédo é
recomendado no tratamento da DC, exceto em casos seletivos, tal como a presenca de

mutacdes no gene da IL-10 °8,

4.3. Terapia com Células Estaminais Mesenquimais

As MSC podem ser obtidas a partir da MO, tecido adiposo e cordao umbilical,
sendo a MO o local mais usado, ainda que a sua prevaléncia seja reduzida (0,001%-
0,01%), de dificil extracdo, com riscos para o doador e ainda com perda progressiva da
capacidade de diferenciacio em idades mais avancadas °2.

Desta forma, perante a necessidade crescente de uma fonte alternativa, a
obtengdo de MSC por lipoaspiragdo tem aumentado e Melief et al. (2013), descreve que,
ainda que a sua fungéo imunomodeladora seja similar, o facto de estas serem produzidas
no tecido adiposo determina uma distinta secre¢do de citocina, que potencia a sua a¢ao
quando comparadas com as MSC obtidas na MO %2, As MSC foram usadas pela primeira
vez num doente com DC e leucemia linfoide aguda refrataria ao tratamento, mantendo-
se livre de lesBes endoscdpicas durante um ano 13,

Tal como ilustra a figura 7, estas produzem um conjunto de fatores
imunomoduladores, nomeadamente, indoleamina, 2-3-dioxigenase, IL-6, IL-10,
prostaglandina E2, TGF-B1, heme oxigenase-1 e HLA-G5 %2, Através da producéo de
IL-10 e IL-6 é inibida a diferenciacdo dos macrofagos e monocitos em direcao as células
dendriticas 1% 1% e ainda as células NK, conduzindo a apoptose de células polimorfo
nucleares e células T citotoxicas e producdo de células T reguladoras 1%,

Simultaneamente, as PGE2 inibem a producdo de IL-2 e a proliferacdo de células T, com
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aestimulagio da producéo de células T auxiliares 1°7. Desta forma, toda a conjuntura inibe

a imunidade inata.

100, 1L-6, PGE2, TGRE1,
HLA-GS, IL-10, HGF
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Figura 7. Carateristicas das células mesenquimais multipotentes. (Fonte: Martinez-Montiel et al., 2014).

4.3.1. Terapia Sistémica com MSC

A administracdo sistémica de MSC € usada para controlo da DII, dadas as suas
propriedades reparadoras e modeladoras do sistema imunolégico %, e nesse sentido, nos
ultimos anos foram publicados alguns estudos.

Onken et al. (2006) publica um estudo no qual as MSC foram obtidas da MO de
individuos saudaveis e usadas em 10 doentes com DC ativa, com CDAI>220, nio
responsiva a corticoides, imunomodeladores e terapéutica bioldgica. Os doentes foram
aleatoriamente distribuidos por 2 grupos, recebendo 8 milhdes de MSC’s/Kg ¢ o outro 2
milhdes de MSC’s/Kg em 2 doses IV, com uma semana de intervalo. Apos 4 semanas,
verificou-se reducdo do score CDAI em >100 pontos e melhoria das pontuagdes no IBDQ
em ambos, sendo as mesmas superiores no grupo que recebeu alta dose, contudo esta

diferenca néo foi estatisticamente obtida 1%,
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Posteriormente, Liang et al. (2012), descreve um estudo no qual as MSC obtidas
em 3 e 4 casos, da MO de individuos saudaveis e do corddo umbilical, respetivamente.
Foram aplicadas em 7 doentes com DIl (4 com DC e 3 com CU), dose Unica de 1 milhdo
de MSC’s/Kg por via IV. Nestes, 5 doentes obtiveram remisséo e 2 destes ha mais de 24
meses. Observou-se melhoria dos indices endoscépicos (diminui¢do da extensdo da DIl
e da intensidade da infiltragéo linfoide) em 50 % dos doentes com DC e 1/3 dos doentes
com CU 1%,

Ainda que os resultados sejam auspiciosos, 0 nimero de doentes tratados é ainda
bastante diminuto, as doses e esquemas terapéuticos variaveis, o que impossibilita a

determinacéo de conclusdes fundamentadas.

4.3.2. Terapia Local com MSC

A aplicacdo local com MSC’s € usada nas fistulas perianais presentes na DC e
estas sdo obtidas a partir de MO ou de tecido adiposo. O mecanismo de base é ainda
pouco conhecido, porém a hip6tese mais aceite baseia-se no controlo local e sistémico
das vias inflamatorias através da supressao da proliferacdo de linfocitos ativados, o que
Ihes confere propriedades reparadoras, determinando a cicatrizagdo da fistula .

A primeira experiéncia remota ao trabalho de Garcia-Olmo et al. (2003), na qual
a injecdo de ASC’s numa fistula retovaginal de um doente com DC, determinou o seu
encerramento 110,

Ainda que com poucos conhecimentos sobre o tema, varios estudos tém sido
realizados nos ultimos anos.

Garcia-Olmo et al. (2005), realizou um estudo por 3 fases. Na fase I, foram
aplicadas ASC’s em 8 fistula e foi evidente re-epitelizacdo do orificio externo da fistula.

Efetivamente, em 75% dos doentes ocorreu encerramento completo da fistula e em 25%
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reducdo da supuracdo, apds 8 semanas. As biopsias apds 7 e 12 meses realizadas em 2
doentes, ndo evidenciaram qualquer transformagcéo displasica .

Em 2009, procede-se a fase I1, na qual 35 doentes com fistulas criptogénicas, das
quais 14 associadas a DC, foram randomizados em 2 grupos, nos quais um recebe 20
milhdes de ASC’s e o outro cola de fibrina. As avalia¢des sdo feitas apds 8 semanas e 1
ano, de modo a permitir instituir uma segunda dose de 40 milhdes de ASC nos casos em
que ndo ha resposta a terapia, apds 8 semanas. Na primeira avaliacdo foram obtidos
encerramento do orificio externo e auséncia de supuracdo em 46% dos doentes tratados
com ASC’s e em apenas 8% nos ndo tratados. Ap6s nova dose, confirmou-se
encerramento da fistula em 71% dos doentes tratados com ASC’s e apenas 16% do grupo
oposto. Eficécia similar para fistulas criptoglandulares e associadas a DC, porem nao
foram apresentados dados estatisticos 2.

Na fase 111, publicada em 2012, por Herreros et al., 200 individuos com fistulas
criptoglandulares foram divididos no Grupo A- 20 milhdes de ACS, Grupo B- 20 milhdes
de ASC com fibrina cola e Grupo C- Placebo, com possibilidade de segunda dose de 40

milhdes de ASC na 123semana.

O encerramento da fistula obtido na 122 semana encontra-se na tabela 5.

Tabela 5. Encerramento da fistula obtido na 122 semana.

GrupoA | Grupo B Grupo C

26,5 % 38,3 % 15,3 %

P=10,01
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A segunda dose foi administrada em 61,5% dos doentes, estando os resultados

apresentados na tabela 6 %3,

Tabela 6. Encerramento da fistula obtido ap6s a segunda dose de 40 milhdes de ASC.

Grupo A Grupo B Grupo C

39,1 % 43,3 % 37,3 %

P=0,79

Ciccocioppo et al. (2011), descreve um estudo realizado em 10 doentes com DC,
9 com fistulas no complexo perianal e 1 com mdltiplas fistulas entero-cutaneas. Foram
injetadas MSC’s obtidas de MO, no canal fistular, semanalmente, num total de 4 doses.
Constatou-se remissdo em 7/10 doentes, evidenciando os restantes 3, uma melhoria
notavel na doenca perianal e na classificacio CDAI, resultados corroborados pelas
imagens endoscopicas e RM 4,

Por ultimo, De la Portilla et al. (2013), realizou um estudo em 24 doentes com
fistulas perianais no qual foram submetidos a uma dose de 20 milhdes de ASC, seguida
de uma segunda dose de 40 milhGes de ASC naqueles em que ndo ocorreu encerramento
até a 12° semana. Dos 24, 16 completaram o estudo, verificando-se que 69,2% obteve
reducdo da supuragdo de > 1 fistula, 56,3% enceramento dos trajetos fistulosos tratados e
30% encerramento de todas as fistulas, sendo estes confirmados com recurso a RM %°,

Atualmente estd em desenvolvimento um estudo da aplicabilidade de ASC no
tratamento de fistulas complexas em pacientes com DC, que ira facultar informacdes
cruciais e sincronicamente podera ser o elemento chave para a introducdo comercial de

um futuro tratamento ©8.
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4.4. Avaliacédo Pos-Transplante

Os elementos de avaliacdo incluem CDAI, IBDQ, Colonoscopia, Radiografias
do intestino, peso corporal e parametros analiticos, nomeadamente, VS, PCR, albumina

e ASCA ™, sendo estes variaveis em funcdo do que € pertinente para cada estudo.

4.5. Desvantagens da Terapia com Células Estaminais

Recentemente, o uso de células estaminais embrionarias e pluripotentes foi
associado ao desenvolvimento de teratomas pds transplante e ainda foi postulado o
problema da produgdo de células indiferenciadas durante a divisdo celular impossiveis de
eliminar 18, Para além disso, foi também descrito um possivel risco de infecdo bacteriana

com o transplante de THSC obtidas a partir do corddo umbilical 7.

4.6. Seguranca da Terapia com Células Estaminais

A seguranca geral do transplante no tratamento de doencgas autoimunes foi
avaliada e publicada recentemente pelo EMBT e BSBMT %,

Efetivamente, o EMBT, avaliou 900 doentes submetidos a transplante autélogo
entre 1996-2007 e concluiu uma taxa de sobrevida de 85% em 5 anos e sem recidiva
clinica em 43%. Relativamente a mortalidade, esta varia com a experiéncia do centro (P
<0,03), idade inferior a 35 anos (P <0,004), transplante apds 2000 (P <0,0015) e tipo de
doenca autoimune (P <0,0007) 18,

Os resultados partilhados pelo BSBMT, tém por base um estudo de 69 doentes
submetidos a 70 transplantes (55 autologos e 15 alogénicos) realizados entre 1997 e 2009
e concluiram taxas de sobrevivéncias e livres de doenca pos transplante significativas, tal

como ilustrado na tabela 7.
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Tabela 7. Taxas de sobrevivéncia e livre de doenca apos transplante, de acordo com o estudo do BSBMT.

1° Ano 5° Ano
Taxa de Sobrevivéncia| Taxa Livre Doen¢a | Taxa de Sobrevivéncia| Taxa Livre Doenga
Transplante Autologo 85 % 51 % 78 % 33 %
Transplante Alogénico 87 % 80 % 65 % 65 %

A infecdo foi apontada como principal causa de morte, ndo diferindo nos
diferentes grupos. E de salientar a estreita relacdo entre a idade e a sobrevivéncia,
demonstrando valores de sobrevivéncia proximos de 95% ap6s 5 anos, em doentes entre

0s 18 e 0s 39 anos 8.

4.7. Recidiva Pos-Tranplante

No transplante autlogo ainda que ocorra reconstituicdo de um novo sistema
imunoldgico, os fatores genéticos mantém-se inalterados, o que possibilita a recorréncia
da DC, ao contrario do que ocorre no transplante alogénico. Ainda assim, a aplicacédo
deste ultimo, é ainda bastante controversa dada a elevada taxa de mortalidade e

complicacdes associadas.

4.8. Condigdes dos Locais para realizarem Transplante de Células Estaminais

Este tipo de terapia é apenas facultado por centros especializados, no qual €
realizada uma correta triagem e estdo disponiveis tratamentos para as complicacfes da

doenca e do transplante 58,
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5. Consideracoes Finais

A DC ¢é uma doenca inflamatoria cronica do trato gastrointestinal, cuja
incidéncia se encontra em potencial crescimento e associada a numeros crescentes de
casos graves.

Apesar dos inumeros estudos relativos a etiopatogenia da DC, esta permanece
desconhecida, todavia € aceite que a combinacdo de fatores genéticos, ambientais, perda
da tolerancia a antigénios comensais, alteracdes da permeabilidade do epitélio intestinal,
entre outras, culmina numa resposta inflamatoria cronica e ativacdo continua e excessiva
das respostas imunitarias efectoras, determinando quadros recorrentes de sintomatologia
gastrointestinal que multiplas vezes se encontram associados a manifestaces
extraintestinais.

Ainda assim, estas investigacGes permitiram grandes avangos na consolidacao
de conhecimentos sobre a patogenia, crucial para a fundamentacao e desenvolvimento de
novas abordagens terapéuticas, de modo a transpor a doenca refrataria ou definir-se como
tratamento alternativo em caso de toxicidade determinada pelo tratamento padréo, doenga
perianal subjacente ndo controlada e elevado risco ou contraindicacéo cirurgica.

Desta forma, recentemente, foram desenvolvidos estudos sobre a aplicagéo de
células dendriticas tolerogénicas, hematopoiéticas e células tronco mesenquimais no
tratamento da DC, nos quais sdo evidentes resultados altamente encorajadores e
promissores, contudo o numero de doentes submetidos a transplante de celulas estaminais
por DC é ainda bastante reduzido, o que inviabiliza a determinacdo de conclusdes
definitivas. Efetivamente, os mecanismos e duracdo subjacente a remissdo clinica e
endoscopica pos-transplante ainda permanecem incertos, no entanto é razoavel aceitar a
sua préatica em doente com DC grave refratarios a terapia padrao e previsivel aumento da

morbi-mortalidade, pois o risco-beneficio do transplante parece ser justificado.
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Nos proximos anos, 0s tratamentos com células mesenquimais e hematopoiéticas
serdo alvo de investigagdo, sendo essa decisiva para a sua aplicagdo como tratamento
potencialmente curativo da DC.

De facto, o bem-estar do doente depende cada vez mais de uma abordagem
multidisciplinar, sendo crucial a interligacdo de multiplas ciéncias, saberes e préticas, que

embora ainda desconhecidas, poderéo ser a chave de muitos enigmas actuais.
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