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Terapia celular no acidente vascular cerebral

Cell therapy in strokes
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Introdugao

As doengas que acometem o Sistema Nervoso Central
(SNC) figuram entre as de maior prevaléncia, mortalidade e
morbidade, tanto em paises desenvolvidos como em desen-
volvimento, e dentre todas destaca-se o acidente vascular
cerebral (AVC). Estima-se que cerca de 18 milhdes de pesso-
as terdoum AVC em 2015 e aproximadamente 1/3 destes resul-
tara em Obitos. As analises indicam que, na proxima década,
devido ao envelhecimento progressivo das populacdes e ao
ndo controle dos fatores de risco, a mortalidade por AVC au-
mentara 20% nos paises em desenvolvimento e 10% nos paises
desenvolvidos. No Brasil, dados do SUS mostram que os AVCs
(isquémicos e hemorragicos) representam a maior causa de
morte com cerca de 90 mil casos/ano. Além da alta mortalidade,
0 AVC representa a maior causa de incapacitacdo em adultos,
gerando um alto gasto para os sistemas de satde.'?

Apesar das inimeras pesquisas pré-clinicas e clinicas
realizadas ao longo dos ultimos anos, at¢ o momento, a unica
terapia farmacolodgica aprovada para o AVC ¢ o uso de
trombolitico, que ¢ administrado nas primeiras trés horas ap6s

o inicio dos sintomas. No entanto, devido a esta curta janela
de tratamento e outras limitacdes no seu uso, menos de 3%
dos pacientes recebe esta terapia. Apos a fase aguda do AVC,
algum grau de recuperag@o funcional espontanea ocorre ao
longo dos meses, porém, a maioria dos pacientes permanece
com diversos graus de comprometimento funcional.

O objetivo terapéutico na fase aguda e subaguda do
AVC ¢ proteger os neurdnios em risco, enquanto, apos este
periodo, as terapias visam principalmente aumentar a capaci-
dade de regeneracgao endogena do SNC e consequentemente
diminuir as sequelas funcionais. Neste cendrio, as terapias
celulares vém sendo consideradas como possiveis alternati-
vas terapéuticas para tratar doencgas para as quais ndo ha no
momento tratamentos farmacologicos adequados, incluindo
ai doengas neurologicas e, mais especificamente, 0o AVC.

Células-tronco e terapias celulares
Células-tronco sdo células capazes de originar células

semelhantes a elas (autorrenovagdo) e também podem dar
origem a diferentes tipos celulares. De acordo com o local de
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origem e, principalmente, com a sua capacidade de diferenci-
acdo, sdo classificadas como totipotentes (zigoto), pluripo-
tentes (como, por exemplo, as embriondrias, as germinativas,
e as induzidas) e multipotentes ou células-tronco adultas
(sangue de cordao umbilical, células de medula 6ssea ou dos
tecidos do adulto).’

As células-tronco embrionarias humanas sdo obtidas a
partir da massa celular interna de blastocistos. Devido a sua
alta capacidade de autorrenovagdo, que permite a obtengao de
um nimero elevado de células, e a sua pluripotencialidade,
dando origem a células de todos os tecidos, estas células sao
consideradas a fonte ideal para terapias celulares que visem a
substituigdo de tecidos perdidos em lesdes ou doengas.** No
entanto, muitos problemas devem ser resolvidos antes que
estas células venham a ser usadas em terapias para pacientes.
Devido a sua instabilidade gendmica, frequentemente ocor-
rem alteragdes no cariotipo destas células apos varias passa-
gens in vitro. Além disto, quando introduzidas em modelos
animais, mesmo ap0s pré-diferenciagdo em fenotipos especifi-
cos, estas células podem formar teratomas. Devido a estes e
outros fatores, no momento ndo ha tratamentos utilizando
células-tronco embrionarias para repor tecidos degenerados
ou lesados e se acredita que ainda serdo necessarios alguns
anos para que os inimeros estudos pré-clinicos cheguem a
resultados que possam ser transferidos para a pratica clinica.

As células-tronco adultas tém baixo potencial de proli-
ferag@o e sdo consideradas menos potentes, pois, em geral, $6
ddo origem as células do tecido do qual foram obtidas. Nesta
categoria estdo incluidas as células de sangue de corddo um-
bilical, as de medula 6ssea e as células-tronco existentes den-
tro de cada tecido adulto, incluindo o sistema nervoso. No
caso das células-tronco adultas, as que vém sendo mais utili-
zadas, tanto em estudos pré-clinicos como nos poucos estu-
dos clinicos em andamento, sdo as células de medula 6ssea.®’

A medula 6ssea ¢ uma fonte permanente de células-
tronco pluripotentes, que podem originar ndo somente linha-
gens celulares hematdgenas e mesenquimais (osso, cartila-
gem, adipocitos), mas também células de vasos sanguineos
(musculares lisas e endoteliais).® Inicialmente, acreditava-se
que as células de medula 6ssea poderiam dar origem a célu-
las de diferentes tecidos, incluindo neurdnios e glia. No en-
tanto, mais recentemente vem-se demonstrando que a capa-
cidade de transdiferenciagdo em células do sistema nervoso
e a fusdo destas células a outras, como neurénios, por exem-
plo, sdo muito restritas e seu uso, portanto, nao teria benefi-
cios terapéuticos.”'® Por outro lado, as células-tronco de me-
dula dssea apresentam diversas caracteristicas que podem
ser exploradas terapeuticamente. Uma dessas caracteristicas
¢ o tropismo que se apresentam por areas de injuria tecidual.

Outra caracteristica importante € que estas células pro-
duzem diversos fatores troficos. Estes fatores melhoram o
funcionamento de neurdnios, promovem maior sobrevida dos
mesmos, diminuem a inflamag¢ao ¢ aumentam a vasculo-
génese. As terapias com células-tronco de medula dssea
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visam, portanto, proteger os neuronios que ainda restam, ao
invés de substituir os que ja foram perdidos em uma determi-
nada lesdo ou doenga.

Terapia celular em doengas neurolégicas

O sistema nervoso apresenta determinadas caracteris-
ticas que tornam as terapias celulares particularmente difi-
ceis, principalmente se o objetivo que se tem em mente € a
utilizacdo de células-tronco para substituir células perdidas
em uma determinada doenga ou lesdo neurologica. As princi-
pais células do sistema nervoso (neurénios ¢ glia) se origi-
nam do ectoderma enquanto a microglia se origina do meso-
derma. Os neurdnios processam e transmitem a informagao e
jé foram descritos mais de 32 diferentes tipos de neurénios
que diferem entre si tanto pelas caracteristicas morfologicas
como funcionais. Alguns, como os motoneurdnios, que
inervam a musculatura estriada dos membros inferiores, apre-
sentam o corpo celular nos segmentos lombares da medula
espinhal e um axonio que se estende por varios centimetros
(em alguns individuos por mais de um metro) até o seu local
de inervagao no musculo estriado esquelético. Para tratar
doencas que comprometem especificamente este neuronio,
como ¢ o caso, por exemplo, da esclerose lateral amiotrofica,
a célula-tronco a ser utilizada devera ndo somente se diferen-
ciar em motoneurdnios, mas também ser capaz de emitir um
axonio que navegue até o local a ser inervado e so entdo a
funcdo motora poderia ser restaurada. Por outro lado, em
outras doengas, a perda celular € limitada a uma regido e aum
tipo especifico de neurénio, como ¢ o caso da doenca de
Parkinson. Neste caso, a diferenciagdo de células-tronco em
neurdnios dopaminérgicos poderia substituir as células per-
didas com mais facilidade e possivelmente poderia restaurar
parte da fung@o perdida.

Uma outra caracteristica importante do SNC a ser con-
siderada ¢ a sua pequena capacidade de regeneragdo. Até o
inicio da década de 60, acreditava-se que novos neurdnios
nao eram formados no SNC de adultos. A partir desta época
inumeras evidéncias experimentais mostram a formagao de
novos neurdnios continuamente e a presenga das denomi-
nadas células-tronco neurais no cérebro de individuos adul-
tos em pelo menos duas regides: a zona subventricular, em
torno dos ventriculos laterais, e a camada subgranular do
giro dentado do hipocampo. Estas células estdo presentes
em niimero reduzido, dividem-se lentamente e podem dar ori-
gem a neurdnios e glia. As evidéncias sugerem que as célu-
las-tronco neurais adultas sdo remanescentes das células-
tronco neurais presentes durante o periodo embrionario, uma
vez que apresentam muitas caracteristicas e marcadores em
comum.'!

A presenga destas células, embora em numero reduzi-
do e em regides limitadas, abriu novas perspectivas e permi-
tiu que novas estratégias fossem desenvolvidas no reparo
de lesdes do SNC. Em teoria, seria possivel estimular estas
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células de modo a que mais neurdnios e/ou glia fossem gera-
dos, assim como poderia ser possivel ativa-las de tal forma
que tipos neuronais especificos pudessem ser gerados. Em-
bora animadoras, estas possibilidades ainda permanecem
como hipoéteses, uma vez que o conhecimento sobre os me-
canismos e fatores que interferem na proliferagdo, migracao e
diferenciacdo destas células ainda devem ser investigados,
tanto em modelos animais como em primatas, incluindo o
homem. A perspectiva ¢ que venha a ser possivel utilizar as
células-tronco neurais do proprio individuo para substituir
neurdnios especificos e/ou células gliais perdidos em uma
determinada doenga ou les@o do sistema nervoso. Para isso,
estas cé¢lulas poderiam ser retiradas por biopsia, expandidas
in vitro, diferenciadas no tipo celular especifico desejado e
reintroduzidas na area ou regido afetada visando restaurar a
fun¢do. Este cenario promissor depende, no entanto, do pro-
gresso de estudos experimentais que ainda estdo, na sua
maioria, em fases iniciais.

Praticamente todos os tipos de células-tronco descri-
tos até momento vém sendo investigados em modelos ani-
mais de doengas neurologicas e em muitos destes estudos
os resultados sdo promissores no que diz respeito a segu-
ranca e a eficacia. A partir do isolamento das primeiras linha-
gens de células-tronco embrionarias humanas no final da
década de 90, foram publicados varios protocolos que permi-
tem a diferenciacdo destas células em neurdnios especificos
(dopaminérgicos, motoneurdnios, gabaérgicos, etc.) e em
células de glia (astrocitos e oligodendrocitos). Estas células
pré-diferenciadas tém sido introduzidas em modelos animais
de doengas neuroldgicas e, em muitas das vezes, os resulta-
dos mostram uma melhora funcional.

Terapia celular em modelos animais de AVC

O modelo mais utilizado tem sido a obstrug@o perma-
nente ou temporaria da artéria cerebral média (MCAO, do
inglés middle cerebral artery occlusion). Neste modelo, a
analise histologica da area cerebral infartada apresenta uma
regido central (centro) onde ocorre morte por necrose e uma
regido periférica (penumbra) na qual células em apoptose
podem ser observadas por varios dias apds a isquemia. Em
testes de comportamento motor, o animal apresenta diferen-
tes graus de comprometimento funcional no lado contralateral
aisquemia.

Diferentes tipos de células-tronco tém sido utilizadas
neste modelo e a avaliagdo de sua eficacia tem sido feita
através da analise histologica do volume de infarto e/ou da
melhora funcional. Em alguns estudos foram avaliados tam-
bém os efeitos das células injetadas na formacao de novos
vasos, na diminui¢do da astrocitose ou na modulagido da
neurogénese a partir das células-tronco neurais. Ainda neste
mesmo modelo foram relatadas evidéncias de diferenciacéo
das células injetadas (no caso de células pluripotentes) em
células do sistema nervoso central (neuronios, astrocitos e
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microglia).'>!* Além do tipo celular mais adequado para esta
terapia, o numero de células injetadas e a via de aplicag@o
das mesmas tem sido motivo de diversos estudos. Pratica-
mente todas as vias possiveis foram utilizadas experimental-
mente ¢, até 0 momento, nao ha nenhum consenso na litera-
tura em relag@o a qual (is) seria (m) a(s) melhor(es) via(s)
também, bem como nao se sabe se haveria um niimero mini-
mo ou maximo de células a serem utilizadas.

Apesar destes pontos ainda controversos, a maioria
dos estudos aponta para uma melhora morfologica (menor
volume de infarto, menor astrogliose, aumento na neuro-
génese, aumento na vascularizagao) e uma menor perda fun-
cional nos animais que receberam a terapia celular.

Os estudos pré-clinicos sdo importantes para avaliar o
mecanismo de agdo, o tipo celular mais adequado, a dose, a
via de administragdo, a migragdo, homing e diferencia¢ao das
células injetadas e a partir destes resultados sdo desenha-
dos os estudos clinicos.

Os resultados de diversos estudos pré-clinicos suge-
rem que células derivadas de medula 6ssea apresentam um
efeito benéfico na recuperagao funcional de animais isqué-
micos quando injetadas por via intravenosa, intra-arterial ou
intracerebral. Os autores sugerem que o mecanismo de agao
possivelmente envolve ac¢des troficas das células injetadas,
resultando em aumento da angiogénese, neurogénese e sinap-
togénese, com consequente aumento no remodelamento do
SN e melhora funcional ™

A vantagem da utilizagdo destas células em relagdo a
outros tipos ¢ a possibilidade de terapia celular com células
retiradas da medula 6ssea do proprio paciente, o que elimina
todas as questdes ¢éticas e de disponibilidade. Células do
sangue de cordao umbilical humano também foram utilizadas
em modelos de AVC com resultados funcionais semelhantes
aos das células da medula 6ssea. Além disto, foi sugerido
que as células de cordao podem exercer seu efeito benéfico
mesmo sem entrar no parénquima cerebral, sugerindo que a
liberagao de fatores e ndo a diferenciagdo seja 0 mecanismo
predominante. Uma outra observagao importante ¢ a de que
as células de sangue de corddo diminuem a ativagao do bago
e poderiam exercer o seu papel, pelo menos parcialmente, por
um mecanismo imunossupressivo ¢/ou modulando a infla-
magao e a resposta imune apds o AVC.'*1

Além das células de medula e corddo, todos os tipos
celulares que tém sido investigados secretam diversos fato-
res troficos como VEGF (vascular endothelial growth factor)
¢ BDNF (brain derived nerve growth factor) por exemplo,
além de outros fatores neuroprotetores e citocinas.

Uma das questdes que devem ser ainda investigadas
diz respeito a janela terapéutica adequada para a aplicagao
da terapia celular. Foi sugerido que, entre 24 horas e um més
apos 0 AVC, a via ideal de administracao das células deveria
ser intravascular (intra-arterial ou endovenosa). As células
administradas por estas vias poderiam ser atraidas até o local
de lesdo devido a presenga de citocinas, como, por exemplo,
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SDF-1 (stroma derived factor 1) liberado pelo tecido lesado.
Células de medula 6ssea expressando os receptores CXCR4
e CXCR7 seriam atraidas seletivamente para o local rico em
SDF-1. Ja foi demonstrado em roedores que o SDF-1 ¢ produ-
zido no local da isquemia pelo menos até um més apos a
lesdo. Apos este periodo, foi sugerido que a via intracerebral
poderia ser a mais adequada.

Outras vantagens da terapia celular com células auto-
logas incluem a auséncia de rejei¢@o e o seu pequeno poten-
cial de diferenciacdo, o que minimiza a possibilidade de for-
macao de tumores. As células de medula 6ssea tém sido uti-
lizadas logo apds a retirada da medula (a denominada fragao
mononuclear) ou apds diversas etapas de expansdo em cul-
tura (células mesenquimais de medula éssea) tanto nos mo-
delos animais como nos poucos estudos clinicos descritos a
seguir. A vantagem de se utilizarem células da fragdo mono-
nuclear em relagdo as mesenquimais ¢ o fato de que as pri-
meiras ndo exigem manipulagdes prolongadas, o que as tor-
na mais seguras, principalmente em estudos clinicos com um
grande numero de pacientes. Além disto, a expansdo de
c¢lulas de medula 6ssea para obtencao de células mesen-
quimais exige varias semanas de cultivo, o que pode signifi-
car que o paciente ndo estara mais na janela terapéutica ade-
quada para a terapia.

Terapia celular em pacientes com AVC

Ha duas abordagens basicas nas terapias celulares em
pacientes com AVC. A primeira se baseia na mobilizagao de
c¢lulas endogenas através de fatores troficos. Os dois fato-
res que t€m sido utilizados sdo a eritropoietina (EPO) e o
fator estimulador da formagao de colonias de granuldcitos-
macrofagos (G-CSF).

A outra possibilidade utiliza células exdgenas para
substituir células perdidas e/ou para liberar fatores troficos
e neuroprotetores que possam diminuir a perda tecidual e
contribuir para a regeneragao.’

Até o momento, apenas alguns estudos clinicos utili-
zando terapias celulares em pacientes com AVC foram con-
cluidos e os resultados publicados. Nestes estudos, diferen-
tes tipos de células foram utilizadas assim como as terapias
foram realizadas em diferentes fases do AVC, o que impossi-
bilita qualquer comparag@o entre os mesmos. Além disto, a
maioria destes estudos teve por objetivo avaliar a seguranca
e, portanto, nada pode ser afirmado em relagdo a eficacia das
diferentes terapias.

Em um desses estudos, células provenientes de uma
linhagem neuronal derivada de um teratocarcinoma humano
foram implantadas estereotaxicamente em pacientes com
infarto subcortical cronico (seis meses a seis anos apos o
AVC). Em uma série de publicagdes, os autores relatam que
ndo houve efeitos adversos relacionados as células implan-
tadas. A avaliagdo funcional utilizando a escala de avaliagdo
européia mostrou uma melhora média de 2,9 pontos. O PET

realizado seis meses apos a terapia mostrou uma maior ativi-
dade metabolica na area peri-infarto em seis dos onze pacien-
tes, o que poderia corresponder a melhora funcional. Um dos
pacientes veio a falecer 27 meses apos a terapia por causas
ndo relacionadas ao tratamento, ¢ a analise neuropatologica
mostrou numerosos neurdnios derivados do transplante no
local da injec@o. Os autores concluem que a terapia com es-
tas células parece ser segura e exequivel em pacientes com
infartos subcorticais. Um estudo fase Il randomizado foi rea-
lizado com 18 pacientes 1-6 anos apds AVCs de ganglios da
base e, portanto, apresentavam perdas funcionais fixas e es-
taveis. Os pacientes foram randomizados para receber duas
doses diferentes de células ou ndo receber as células (n=4) e
todos foram mantidos em programas de reabilitagdo. Os re-
sultados mostraram que o transplante foi seguro, porém nao
houve nenhuma melhora na pontuagdo avaliada pelo
European Stroke Score entre os grupos tratados e nao trata-
dos seis meses ap6s o transplante. No entanto, houve me-
lhoras significativas em alguns outros pardmetros funcio-
nais avaliados, como, por exemplo, o Action Arm Test ¢ o
Everyday Memory Test.'”!®

Em outro estudo fase I ja finalizado, cinco pacientes
com AVC isquémico de artéria cerebral média receberam um
total de 1x10® celulas mesenquimais de medula dssea auto-
logas divididas em duas doses 4-5 ¢ 7-9 semanas apos o
AVC. A terapia foi segura, exequivel e os pacientes tratados
apresentaram uma melhora no indice de Barthel e na escala
modificada de Rankin quando comparados a um grupo con-
trole (n=25). Nao houve diferenga entre os dois grupos em
relagdo ao tamanho do infarto, mas aparentemente houve
uma menor atrofia na area peri-infarto no grupo tratado e uma
dilatacdo menor dos ventriculos."

No Brasil, em um estudo conjunto do Hospital Pro-
cardiaco (RJ) e da Universidade Federal do Rio de Janeiro
(Servico de Neurologia e Instituto de Biofisica Carlos Cha-
gas Filho) foi avaliada a seguranga do transplante de células
mononucleares na fase aguda do AVC isquémico. Sete paci-
entes com AVC isquémico no territorio da artéria cerebral
média até dez dias ap6s o evento, com NIHSS entre 4 ¢ 20 e
com demonstragdo por Doppler transcraniano (DTC), ou
angiorressonancia da permeabilidade da artéria cerebral mé-
dia ipsilateral foram incluidos. Os pacientes foram acompa-
nhados com avaliagdes neuroldgicas seriadas (NIHSS, IB e
EMR), por exames de sangue ¢ por RM, SPECT (single-
photon emission computed tomography) e PET. Entre trés e
dez dias apos o AVC, foi realizada punc¢do da medula dssea
na crista iliaca posterior apos anestesia local com ou sem
sedacdo. As células mononucleares foram isoladas e cerca
de quatro horas depois foram administradas 30 milhdes de
células mononucleares na area cerebral afetada através de
arteriografia cerebral. O procedimento foi monitorado para a
ocorréncia de embolia através de DTC e para atividade elétri-
ca convulsiva com eletroencefalograma. Um paciente apre-
sentou embolia e AVC isquémico durante a arteriografia e
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ndo recebeu as células-tronco. Dos seis pacientes que rece-
beram as células mononucleares, nenhum teve piora clinica,
alteragdes hematologicas ou surgimento de imagens na RM
de cranio em um seguimento de seis meses. Todos os pacien-
tes apresentaram melhora neuroldgica mensurada através do
NIHSS, IB e EMR. Em um dos pacientes, cerca de 5% das
células mononuclares foram marcadas com tecnécio para ava-
liar sua distribui¢do. Exame de SPECT cerca de 24 horas ap6s
a administragdo mostrou acumulo das células no hemisfério
cerebral afetado, na area isquémica e na regido peri-infarto.
Avaliagoes iniciais dos exames de PET e SPECT mostraram
aumento do metabolismo cerebral apds a administragdo das
células. 2

Protocolo semelhante foi conduzido na Pontificia Uni-
versidade Catolica de Porto Alegre e no Hospital Mae de
Deus (RS), incluindo vinte pacientes. Algumas diferengas
merecem meng¢ao: o nimero de células administrado foi maior
(maximo de 500 milhdes), pacientes com NIHSS maior de que
20 foram incluidos e todos os pacientes tinham infartos
maiores que um ter¢o do territorio da artéria cerebral média
(Mauricio Friederich, comunicag@o pessoal). Analise conjun-
ta dos seis pacientes do primeiro estudo com os vinte paci-
entes do grupo do RS reforgou os dados de seguranga, sem
piora neurologica apds o transplante.

Concluindo, os resultados de estudos iniciais com
células-tronco autdlogas sdo animadores. Ensaios fase II com
maior nimero de pacientes e com grupo controle sdo neces-
sarios.

Abstract

Stroke is the leading cause of death and incapacity in Brazil. Over
the last few years, numerous preclinical and clinical studies have
been carried out, however to date, none of the drugs tested in these
studies were effective in patients. The emerging field of stem cell
research has raised hope of therapy to ameliorate the functional
loss after strokes. In this review we will discuss the results of several
preclinical studies and clinical trials using different types of stem
cells in the treatment of strokes. Rev. Bras. Hematol. Hemoter. 2009;
31(Supl. 1):99-103.

Key words: Stem cells; cell therapies, cerebral ischemia; neuro-
protection, stroke.
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