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Introdugao

Existem varias abordagens utilizando terapia celular para

O fator estimulador de colénias granulocitarias (G-CSF) é uma glicoproteina des-
crita hd mais de vinte anos, e é largamente utilizada para tratamento de estados
neutropénicos e no transplante de medula éssea. O G-CSF estimula células-tronco
hematopoéticas e regula crucialmente a sobrevivéncia de neutrofilos maduros, pos-
mitoticos, através da inibi¢do da apoptose. Além do efeito sistémico, mais recente-
mente tem-se demonstrado uma surpreendente atividade do G-CSF no sistema ner-
voso central. A administragcdo de G-CSF mobiliza células-tronco e progenitoras da
medula ossea para o sangue periférico, que, por sua vez, atravessa a barreira
hemato-encefalica (BHE) e se dirige a area acometida do cérebro. A atividade do G-
CSF no sistema nervoso central tem sido caracterizada como multimodal, pois, além
do efeito mobilizador de células da medula ossea, demonstrou uma ag¢do direta
neuroprotetora através de diferentes mecanismos, tais como a atividade antiapoptotica
em neuronios, regenera¢do da vascularizagdo, efeito anti-inflamatorio e estimulag¢do
da neurogénese endogena. Este relato sumariza a agdo do G-CSF no sistema nervo-
so central e aborda seu potencial para o emprego no acidente vascular cerebral. Rev.
Bras. Hematol. Hemoter. 2009;31(Supl. 1):104-111.
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complexa cascata de eventos fisiopatologicos associada com
aisquemia cerebral aguda, uma abordagem multimodal, isto
¢, uma abordagem que atuasse simultancamente em multi-

varios tipos de acometimentos do SNC em curso neste mo-
mento."® Uma delas ¢ a utilizagdo do fator estimulador de
células granulocitarias (G-CSF) como fator mobilizador de
células-tronco endogenas. O principio da terapia celular no
SNC ¢é o de restaurar a fung¢do do cérebro humano danificado
pelos diversas doengas, restaurando os tipos celulares neu-
rais afetados por novas células ou protegendo as células
neurais ainda presentes, interrompendo o processo de perda
neuronal e minimizando assim a perda funcional cerebral. Na

plas vertentes desta cascata teoricamente teria mais chance
de sucesso do que abordagens isoladas.

Neurogénese na isquemia cerebral

A hipotese de uma acgdo benéfica do G-CSF no acidente
vascular cerebral (AVC) esta intimamente ligada a neuro-
génese na isquemia cerebral e, para compreender o seu me-
canismo de acdo, precisamos compreender a resposta fisio-
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logica ao AVC. No inicio desta década, varios estudos de-
monstraram que os precursores neurais endoégenos iniciam
uma resposta compensatoria ao AVC que resulta na produ-
¢ao de novos tipos celulares, ocorrendo este fendmeno in-
clusive no cérebro adulto.

Jin e colaboradores,’ em 2001, demonstraram em mode-
los focais de isquemia cerebral onde existe dano no hemisfé-
rio ipsilateral a ocluso arterial, que a incorporagao de bromo-
deoxiuridina (BrdU) aumentou em oito vezes na zona sub-
granular (SGZ) ipsilateral sete dias apds a isquemia quando
comparado com o grupo controle. Surpreendentemente, a
SGZ contralateral também aumentou em quatro vezes a in-
corporagdo de BrdU quando comparado ao grupo controle,
persistindo a marcagao duas semanas apos o ictus isquémico.

Nakatomi e colaboradores!’ demonstraram a existén-
cia de regeneragao de células piramidais no hipocampo. Im-
portante, no entanto, foi a demonstragdo de que estas célu-
las regeneradas se integraram ao circuito neuronal, sendo
isto um pré-requisito para a restauragdo da fungao cerebral.
Eles estudaram as propriedades eletrofisiologicas das no-
vas sinapses, através das colaterais de Schaffer, 120 dias
apos isquemia cerebral em trés grupos distintos de ratos:
um grupo controle, um grupo somente com isquemia e um
terceiro grupo submetido a isquemia cerebral e tratado com
fator de crescimento de fibroblastos (FGF) imediatamente
apos a isquemia cerebral ter sido provocada. Os resultados
demonstraram que ocorreram potenciais pds-sinapticos
excitatdrios com marcada atenuac¢ao nos animais que sofre-
ram isquemia (ambos os grupos). Observou-se, no entanto,
uma atenuagdo bem menor nos animais tratados com FGF;
o slope da curva dos animais tratados com FGF se aproxi-
mou do grupo controle a tal ponto que ndo houve diferen-
ca estatistica. Este trabalho demonstrou a grande capaci-
dade regenerativa de células progenitoras neurais pirami-
dais no cérebro adulto.

Arvidsson, do grupo de Lindvall," demonstrou que o
acidente vascular cerebral isquémico (AVCi), causado pela
oclusdo transitéria em ratos adultos, causou um aumento
consideravel na proliferagdo celular na zona subventricular.
Os novos neurdnios gerados apds o AVCi migraram para a
area lesada do estriado, onde expressaram marcadores para
neurdnios maduros e em desenvolvimento. Assim, houve a
comprovagao de que o AVCi induziu a diferenciagdo de no-
vos neurdnios com o fendétipo da maioria dos neurdnios
destruidos.

Este dado comprovou que o cérebro adulto possui
capacidade de autorreparo apés a lesdo causadora de mor-
te neuronal. Assim, se ocorre proliferacdo celular em deter-
minados sitios anatomicos apos 0 AVCi, e se estes neurénios
migram para a regido do ictus isquémico, diferenciando-se
com a expressdo fenotipica dos neurdnios lesados, cabe a
pergunta: por que estes pacientes ndo se recuperam? Apa-
rentemente, um dos motivos ¢ o baixo porcentual de neurd-
nios sobreviventes.'' Os dados sugerem que 80% dos no-

105

vos neurdnios gerados pela resposta compensatdria neural
morrem durante as seis primeiras semanas apos o ictus
isquémico, e somente 0,2% das células lesadas sdo respon-
didas pela neurogénese. A neurogénese induzida pelo AVC
era considerada como uma resposta aguda e transitoria até
2006, quando Thored,'? também do grupo de Lindvall, de-
monstrou que os neuroblastos estriatais sdo gerados sem
declinio por quatro meses ap6s o0 AVC em ratos adultos. Os
novos neuroblastos assim formados precocemente ou tar-
diamente formaram neur6énios maduros que sobreviveram
por varios meses. Esta resposta celular foi coincidente com
a melhora funcional. Houve uma melhora funcional inicial
nos testes da escada e do cilindro, que se estabilizou apos
um més, mas houve uma melhora acentuada na marcha en-
tre o primeiro e o quarto més apos o AVC utilizando-se o
teste da grade. Assim, o grupo de Lindvall'''* forneceu as
primeiras evidéncias de que o cérebro adulto pode respon-
der ao infarto cerebral gerando novos neurénios por perio-
dos prolongados.

Terapia celular e o G-CSF

A terapia celular do G-CSF se utiliza da abordagem
endogena. Conceitualmente, a abordagem endégena faz uso
da populagdo de NSC's naturalmente presente no sistema
neural do paciente, mobilizando células precursoras e proge-
nitoras e potencializando uma resposta compensatoria exis-
tente. Com esta assertiva torna-se compreensivel e atraen-
te a estratégia de administrar agentes mobilizadores de
células precursoras que amplificardo as células precursoras
endogenas, fornecendo uma via alternativa de reinervagio
do cérebro danificado e potencializando a resposta com-
pensatoria. A mobilizacdo de células precursoras ¢ menos
problematica em todos os aspectos quando comparada com
o transplante, e possui uma sélida base cientifica.'®!*-*?

O G-CSF como agente mobilizador e protetor

Dentre os varios agentes mobilizadores de células pre-
cursoras conhecidos atualmente, o0 G-CSF tem recebido con-
sideravel atengdo. O G-CSF ¢ uma glicoproteina com 19,6
kilodaltons ¢ membro da familia de citocinas de fatores de
crescimento, descrita ha mais de vinte anos, inicialmente como
uma indutora da diferencia¢do da célula leucémica mono-
citaria WEHI-3B,?** e clonada por Nakata.”* Nicola e colabo-
radores?®® caracterizaram os receptores do G-CSF em huma-
nos e, posteriormente, outros autores detalharam as suas
caracteristicas bioquimicas e moleculares.””** O receptor do
G-CSF ¢ tipico das citocinas (CD114) com um dominio de
transmembrana e de transdugao de sinal intracelular. Inclu-
em-se como fontes do G-CSF os monocitos, as células
mesoteliais, os fibroblastos ¢ as células endoteliais. O G-CSF
estimula o crescimento de precursores de neutréfilos e regu-
la crucialmente a maturagao e a sobrevivéncia da linhagem
de granulécitos neutréfilos maduros, pds-mitoéticos, através
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Redugé&o da atividade de citocinas como as TNF-a | IL-1, IL-6,
IL-8, iNos, em uma variedade de estimulos

Ativag&o do receptor G-CSFr neutraliza
mecanismos de morte celular programada
através da diminuigéo da atividade da caspase
ativagao da STAT3 ativagdo da EPKS cinase
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/ Ref 31,37,45,63
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CSF
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g

Aumento dose-dependente de marcadores
neuronais maduros como Blll tubulina e enclase

neurénio-especifico Efeito

Ref 24,25,53

Citogenese :

Mobilizagao de células progenitoras endoteliais (EPC)
Aumento de neutrsfilos

Liberag&o VEGF; nova mobilizagédo EPC; recrutamento
de celulas angiogénicas,; formagéao de vasos

Ref 45,62

Expansé&o clonal direta e transdiferenciagao em neurénios, glia e células vasculares
- estimulagdo de células progenitoras locais — enriquecimento do millieu local

Ref 57,59,67

Figura 1. Efeito multimodal do G-CSf no SNC

da inibi¢ao da apoptose.'>*? Atualmente ele ¢ utilizado para
tratar neutropenia induzida por agentes quimioterapicos,
ou no transplante de medula 6ssea.?*3%33 O G-CSF é uma
droga liberada pelo FDA e pelo Ministério da Saude no
Brasil, tendo ja sido administrada a milhdes de pacientes em
todo o mundo, e ¢ bem tolerada pelo organismo humano.
Mais recentemente, tem sido demonstrada uma surpreendente
atividade do G-CSF no SNC, 31720223438 fatq que adiciona
um potencial regenerativo em varias doengas neurologicas.
A administracdo do G-CSF mobiliza células-tronco e proge-
nitoras da medula d6ssea para o sangue periférico, as quais,
por sua vez, ultrapassam a barreira hematoencefalica e se
dirigem a area acometida do cérebro. Além deste papel perifé-
rico, 0 G-CSF e seus receptores se expressam em grande par-
te do tecido neural, o que justificaria o seu efeito neuroprotetor
aparentemente multimodal (Figura 1), incluindo-se uma ativi-
dade antiapoptotica nos neurdnios,'“***? regeneragio e re-
paracao da vascularizacdo e estimulo da angiogénese,'” além
de um efeito anti-inflamatorio *° e do estimulo da neurogénese
endogena.”!

A atividade protetora do G-CSF apos a isquemia

cerebral

Konishi* descreveu os efeitos troficos do G-CSF em
células neuronais, mas Schabitz?’ e Six* foram os primei-

ros a descrever a atividade protetora na isquemia cerebral.
Num modelo de infarto cerebral de artéria cerebral média
(ACM) em ratos, eles demonstraram que o G-CSF reduziu
o tamanho do infarto cerebral induzido pelo glutamato em
47%.%° Além disso, o0 G-CSF também reduziu significativa-
mente a mortalidade (25% no grupo controle versus 6,25%
no grupo do G-CSF). Num estudo subsequente,*? o grupo
de Schabitz demonstrou o potencial terapéutico multimodal
do G-CSF; eles demonstraram a forte atividade anti-
apoptdtica em neurdnios maduros, através da ativacdo de
multiplas vias de sobrevivéncica celular. Ambos — G-CSF
e o seu receptor (G-CSFr) — se expressaram em inimeros
sitios anatomicos e funcionais do SNC, ¢ esta expressdo
foi induzida pela isquemia cerebral, o que sugeriu um me-
canismo sinalizador de protec¢ao autdcrino. Surpreenden-
temente, o0 G-CSFr também se exprimiu nas células-tronco
neurais adultas, e o0 G-CSF induziu a diferencia¢do neuronal
in vitro. O G-CSF melhorou significativamente o resultado
comportamental de longo prazo e, portanto, melhorou o
prognostico de longo prazo apds a isquemia cortical, esti-
mulando a resposta progenitora neural e propiciando as-
sim uma nova oportunidade de recuperacao funcional. Os
autores concluiram que o G-CSF ¢ um ligante endogeno
no SNC que possui uma atividade benéfica dupla, seja
agindo contra a degeneragdo neuronal aguda ou contri-
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buindo para uma plasticidade de longo prazo apds a
isquemia cerebral.

Schneider e Schabitz’ recentemente se utilizaram de
dois modelos de isquemia cerebral em ratos; no primeiro
eles mensuraram o volume do infarto cerebral num modelo
de isquemia de oclusdo da ACM, e estenderam o inicio do
tratamento com G-CSF apds a isquemia para 24 horas e 72
horas apds o ictus isquémico num modelo de isquemia foto-
trombotica cortical, analisando separadamente os efeitos
da isquemia e do G-CSF no cortex cerebral e em regides
subcorticais, e demonstraram que a eficacia do G-CSF se
estende para as areas cortical e subcortical. Até aquele mo-
mento, todas as drogas conhecidas tinham eficacia apenas
no cortex cerebral. Assim como eles, outros autores de-
monstraram que a janela terapéutica apos o infarto pode ser
bastante flexivel, pois o G-CSF teria uma eficacia verdadei-
ramente bimodal (antiapoptoptica na fase aguda e poten-
cializadora da recuperagdo na fase subaguda e cronica).
Outros autores, como Six e colaboradores,*® demonstraram
uma reducdo de 55% na area do infarto com janela terapéu-
tica de 24 horas (n=6). Komine-Kobayashi e colaborado-
res*® demonstraram uma redug¢do equivalente em dois gru-
pos de animais, um de 24 horas e outro de 72 horas apds o
infarto. Esta acdo bimodal torna o0 G-CSF um candidato ex-
tremamente atraente para aplicacdo clinica na fase subaguda
do AVC. Schabitz,?® Zhao*' e Lu!® também demonstraram
que modelos experimentais tratados com G-CSF tiveram
melhor recuperacao funcional, menor taxa de mortalidade e
menor volume de infarto.

Kawada e colaboradores® exploraram o potencial do
G-CSF na fase aguda (1-10 dias) e subaguda (11-20 dias) do
AVC e mostraram que o G-CSF atuou de uma maneira distin-
ta, pois, na fase subaguda, o G-CSF também melhorou as
fungdes cerebrais cognitivas.

O G-CSF mobiliza as células progenitoras hemato-
poéticas (HSCs) para o SNC

HSCs mobilizadas da medula 6ssea (CD34+) pelo G-
CSF migram através da circulagao e atravessam a BHC; elas
podem ser observadas nos espacos perivasculares do he-
misfério isquémico.** Embora haja uma melhora no processo
de reparo celular, o mecanismo exato de como este fato acon-
tece ainda ndo é compreendido. Existem alguns processos
que sdo conhecidos. Sabemos que a isquemia causa um au-
mento na expressao de receptor de citocinas CXCR4 SDF-1
em regides adjacentes a isquemia, indicando que o SDF-1
pode exercer quimioatracao as células CD34+ CXCR4 perifé-
ricas. Assim, o SDF-1 seria um sinalizador molecular que
direcionaria as células CD34+ CXCR4 para a area isqué-
mica.'>* Os mecanismos que gerariam o reparo celular (refle-
tidos como um aumento em sobrevida e melhoria nas escalas
de avaliagdo clinica) sdo mais especulativos. Uma possibili-
dade seria a integracao ao tecido das cé¢lulas CD34 mobiliza-
das e que atingiram a area isquémica e de penumbra, repondo

as células lesionadas e reconstruindo o circuito neuronal.
Uma outra possibilidade seria a produg@o de fatores troficos
a partir da interacao das células CD34 com as células isqué-
micas, ¢ estes fatores troficos contribuiriam para a reparagao
das células lesadas e ainda viaveis. Zhao* mostrou que os
niveis de fibronectina no cérebro de ratos tratados com G-
CSF estao elevados, e que a fibronectina promove a sobrevi-
véncia e migragao de células precursoras neurais endogenas
transplantadas em cérebros de ratos com traumatismo crani-
encefalico. Modelos experimentais com camundongos defi-
cientes em fibronectina possuem uma atividade apoptdtica e
area de infarto muito superior apds a oclusdo da ACM quan-
do comparados com camundongos normais.

O G-CSF ativa os mecanismos de antiapoptose

O G-CSF se mostrou um forte ativador de vias de so-
brevivéncia celular (antiapoptose); esta propriedade parece
ser mediada pelo receptor neuronal G-CSF (G-CSFr). Uma via
antiapoptética conhecida é a regulagdo da STAT-3 e Bcel2,*
familia de protooncogenes que promove a sobrevivéncia
celular. Outra possibilidade seria através da via da proteina
Janus tirosina quinase /transdutor e ativador de sinal de trans-
cri¢ao (JAK/STAT) e subsequente ativagdo da Bel-2,*# onde
a hiperexpressdo de Bcl-2 protegeu os neurdnios contra a
morte no periodo pos-isquemia. O grupo de Schabitz** de-
monstrou a existéncia de G-CSFr em neur6nios e na glia, e
que o efeito neuroprotetor do G-CSF ¢ dependente da ativa-
¢do da via JAK/STAT. Schabitz,?’ Zhao*' e Lu'® demonstra-
ram que modelos experimentais tratados com G-CSF tiveram
melhor recuperagdo funcional, menor taxa de mortalidade e
menor volume de infarto.

O G-CSF induz a diferenciag¢do neuronal

Sabe-se que o cérebro dos mamiferos adultos possu-
em células-tronco e progenitoras em varios sitios, incluindo-
se a zona subventricular e giro denteado. O G-CSF e seu
receptor se expressam também nestas regides.”> O G-CSF in-
duz a atividade do marcador neuronal maduro B-I1I tubulina,
indugdo esta que ¢ mais intensa do que a maioria dos indu-
tores conhecidos. O G-CSF leva a um aumento da populagdo
de células neurais que expressam marcadores neuronais ma-
duros, sendo este dado uma indicagdo de que o G-CSF mo-
dula a diferenciagdo de células precursoras neurais adultas.”
O G-CSF também estimula a neurogénese através da inte-
gracdo com o fator de crescimento vascular endotelial (VEGF)
e ativagao de estatinas.'® A administracdo de citocinas hema-
topoéticas na fase subaguda apos o infarto cerebral foi efi-
caz na recuperacao funcional, facilitando a proliferacao de
células progenitoras neurais.*

O G-CSF interfere na angiogénese

Concomitante ao aumento dos granulocitos e dos
neutréfilos na circulag@o sanguinea, o G-CSF promove a se-
crecdo de fatores angiogénicos,” como o VEGF, utilizando-
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se das alternativas de aumentar o nimero absoluto de
neutréfilos e do aumento da produgdo de VEGF em cada
neutrdfilo. O bloqueio das vias de VEGF impede a angio-
génese induzida pelo G-CSF, sugerindo que a angiogénese
induzida pelo G-CSF ¢ dependente de VEGF.** A administra-
¢do local de G-CSF no tecido isquémico elevou a densidade
capilar e forneceu uma vascularizagdo funcional, contribu-
indo para a neovascularizagdo do tecido isquémico.'” Nes-
ta situag@o observou-se area vascular com aumento de ra-
mificagdes, do comprimento dos vasos e do niimero de
células endoteliais BrdU positivas no grupo tratado com G-
CSF quando comparadas com o grupo isquémico. Mas esta
ndo ¢ a unica forma de acdo, pois existem evidéncias de que
células circulantes angiogénicas sdo capazes de se dirigir
para locais de dano vascular estimulando a angiogénese,
muito embora o nimero destas células angiogénicas circu-
lantes seja considerado muito pequeno. Takagi*® demons-
trou um aumento do indice de perfusdo sanguinea, além do
aumento do niimero de vasos colaterais mensuraveis e da
densidade capilar por meio de Doppler. A combinagéo de
transplante de células mononucleares de medula 6ssea e
do G-CSF apresentou o melhor porcentual de neovascula-
riza¢do. Um fator que pode interferir na eficacia do G-CSF
como indutor de angiogénese ¢ o fator tempo. O G-CSF
injetado um dia apds a isquemia cerebral induziu a uma mai-
or taxa de proliferagdo endotelial quando comparado com
injegdes ocorridas sete dias apos a isquemia.'” Aparente-
mente, 0 G-CSF também atua na diferenciagdo de células
HSC's, diferenciando-as em células endoteliais de vasos
sanguineos. Minamino*’ observou que esta diferenciacdo
estava aumentada em animais tratados com G-CSF, resul-
tando numa recuperag@o mais precoce do fluxo sanguineo
em membros isquémicos?’

O G-CSF inibe os mediadores inflamatorios

Os antigenos que penetram o corpo humano sdo com-
batidos pelo sistema imunologico inespecifico do qual fazem
parte os granulocitos (PMN) e os macrofagos, entre outros.
No bojo desta batalha contra a infecgdo aparecem os elemen-
tos que definem a inflamacao, como a hiperemia, o edema ¢ a
hipertermia local. Nosso sistema de defesa deste componen-
te do sistema imunoldgico é coordenado e regulado através
de padroes de sinalizagdo celular (molecular), por mediado-
res lipidicos e pelas citocinas interleucina-1(IL-1), fator de
necrose tumoral alfa (TNF-o) e a linfocina interferon gama
(IFN-y). A atividade destas citocinas pode ser reduzida ndao
somente pela down-regulation de sua produgdo ou secre-
¢do, mas também pela estimulagdo da liberagdo de seus
antogonistas IL-ra e sSTNF-a.. Pois € neste contexto que o
G-CSF age: o G-CSF ativa os PMN, estimulando a sua pro-
liferagdo, maturacao e direcionamento para defesa. Assim o
G-CSF pode ser um potente imunomodulador anti-inflama-
torio por si s6. Entdo, a luz destes dados, o proximo passo
seria conhecer com mais detalhes os efeitos do G-CSF nestes

mediadores, pois drogas que interferem na producao ou na
acdo destes mediadores potencialmente fornecem protegio
contra a inflamag@o. Um importante denominador comum
de muitas condi¢des inflamatorias ¢ a liberagdo de TNF.
Drogas que interferem na producdo ou na acdo do TNF
potencialmente fornecem protecdo contra a inflamagao. O
G-CSF reduz a atividade do TNFo.,* inibe a atividade da
enzima 6xido nitrico sintase induzivel (iNOs),* bem como
diminui também os niveis de IL-1pB , IL-6, IL-8 em varias
condigdes.” Ekdahl,”' do grupo de Lindvall, demonstrou
que a inflamagdo artificialmente induzida por lipopolis-
sacarideos (LPS) de Escherichia coli piora tanto a neuro-
génese basal quanto a induzida pela injuria. Os autores pro-
puseram que a inflamagdo aumenta a ativagdo microglial, e
que este seria o fator primordial da inibi¢do da neurogénese.
Este efeito deletério da microglia ativada dos neurdnios
justaformados ¢ mais provavelmente mediado através da
acdo de citocinas, tais como a IL-1B ou IL-6, TNF-o., ou
oxido nitrico (NO). Estas moléculas podem ser liberadas na
microglia e s30 neurotoxicas in vitro .>*3*334* Monje e cola-
boradores* demonstraram que a inflamagao produzida iso-
ladamente no SNC inibe a neurogénese, ¢ que o bloqueio
do processo inflamatério com indometacina restaura a
neurogénese ap6s a inflamagao induzida por endotoxina ou
apos irradiag@o cerebral. Os autores também discutem a
importancia e os possiveis mecanismos na fisiopatologia
da memoria e em certas deméncias.

Implicagoes clinicas dos estudos em humanos

Os estudos promissores realizados em animais deram o
embasamento cientifico para o uso clinico do G-CSF em hu-
manos. As estratégias de reposi¢ao celular em humanos se
iniciaram com o transplante intracerebral de células fetais ou
células precursoras pré-diferenciadas in vitro.>** Estas es-
tratégias concebiam uma abordagem em uma unica via na
cadeia de eventos que levam a morte celular. O G-CSF propi-
cia uma nova terapia, pois as varias publicagdes existentes,
como ja citamos anteriormente, demonstram um efeito
multimodal do G-CSF, atuando tanto na fase aguda quanto
na fase subaguda da isquemia cerebral. O G-CSF melhorou o
resultado comportamental de longo prazo apos a isquemia
cortical. Assim, aparentemente, 0 G-CSF exerce uma ativida-
de benéfica dupla, ou seja, agindo contra a degeneragdo
neuronal aguda ou contribuindo para uma plasticidade'>'**
de longo prazo apo6s a isquemia cerebral. O G-CSF preenche
os critérios do STAIR,* quais sejam: penetragdo na barreira
hemato-encefalica, atividade neuroprotetora em diferentes
modelos de infarto cerebral demonstrada por grupos inde-
pendentes, atividade demonstrada em diferentes espécies,
farmacocinética bem conhecida, e dados prognosticos pro-
missores.

Ickenstein,’” em 2004, reportou a auséncia de efeitos
adversos do G-CSF; em 2006, Shyu?” e colaboradores ex-
ploraram o potencial terapéutico do G-CSF no AVC isquémico
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agudo da artéria cerebral média avaliando dez pacientes
que tiveram AVC recente. Os critérios de inclusdo foram:
diagnostico através de ressondncia magnética a admissao
hospitalar, déficit neurologico avaliado pela escala de stroke
do NIH (NIHSS), pacientes selecionados quando entre 9 e
20 desta escala, e periodo maximo de sete dias apos inicio
do AVC. Num periodo de 12 meses ap6s o tratamento, sete
pacientes que receberam G-CSF apresentaram melhora mui-
to mais expressiva na func¢do neurologica do que os trés
pacientes-controle em todas as escalas clinicas utilizadas,
incluindo a Escala de Stroke do NIH, Escala de Stroke Euro-
péia, e o indice de Barthel. Estes resultados positivos enco-
rajadores estimularam a realizag@o de novos estudos clini-
cos com um maior nimero de pacientes e dentro de padrdes
estatisticos inquestionaveis. Sprigg e colaboradores®® pu-
blicaram, em 2006, um estudo duplo-cego, aleatério e con-
trolado com placebo em 36 pacientes com AVC isquémico,
realizado em dois centros, onde foi aplicado G-CSF subcu-
taneo com aumento escalonado de dose, na fase subaguda
(de sete a trinta dias). Foi realizada a contagem de células
CD34" e hematimétrica global para se atestar a mobilizagao
de células precursoras, sendo o objetivo do experimento
clinico avaliar a seguranga e o resultado funcional dos pa-
cientes. Os autores concluiram que o G-CSF ¢ eficaz na
mobilizagao de células precursoras em pacientes com AVC
isquémico recente, ¢ que a administracdo ¢ segura ¢ bem
tolerada. Apesar do inicio promissor, novos estudos deve-
rao agora avaliar a eficacia da droga como agente terapéutico
no AVC. Existem ainda varios quesitos a serem respondi-
dos, como, por exemplo, o que aborda a questdao da dosa-
gem mais eficaz. Quais sdo os limites temporais da eficacia
do G-CSF apos 0 AVC? E possivel potencializar ainda mais
a acao do G-CSF aplicando-o simultaneamente com outras
citocinas, tais como fator neurotr6fico derivado do cérebro
(BDNF), fator derivado vascular endotelial (VEDF) ou
eritropoietina (EPO)? Estas sao questdes a serem respondi-
das por pesquisas clinicas futuras.

Talvez o G-CSF possa ser um complemento ou possa
ser associado ao implante de células mesenquimais.® Num
trabalho recente, Baker,? por exemplo, utilizou HSCs,
inibidores da metaloproteinase e tratamento metabdlico iso-
ladamente ou em associagdo em animais. Num modelo de
oclusdo da ACM, vetores de liberagdo genéticos foram uti-
lizados para potencializar a expressdo de inibidores teciduais
da matriz metaloproteinase 1 e 2 (TIMP1 e TIMP2) trés dias
antes da isquemia induzida. Apds a oclusdo, células HSCs
foram injetadas por via intra-arterial isoladamente ou em
combinacdo com agentes que melhoraram a biodispo-
nibilidade de NO. A avalia¢do da extensdo do infarto, a in-
corporagdo de BrdU e a recuperagdo motora demonstraram
que os maiores beneficios foram obtidos nos ratos que re-
ceberam a terapia tripla combinada, que ultrapassaram os
efeitos benéficos obtidos na monoterapia ou na dupla te-
rapia.

Em outro estudo, Minger e colaboradores® examina-
ram o cérebro de um paciente de 84 anos de idade que faleceu
sete dias apos um AV C utilizando-se anticorpos com marca-
dores especificos para células progenitoras neurais e as com-
parou com um cérebro na mesma idade e sexo. Os autores
observaram a presenc¢a de células imunopositivas na regiao
peri-infartada e também em areas distantes. Todos os acha-
dos descritos em animais foram corroborados por este estu-
do anatomopatologico do cérebro humano.

No Brasil, apresentamos nossa experiéncia inicial com
um paciente que talvez tenha sido o primeiro paciente brasi-
leiro a fazer uso de G-CSF especificamente para uma patolo-
gia intracerebral, a qual se deu logo apds a publicagdo de
Shyu.*® Posteriormente a este caso, apresentamos um proto-
colo de pesquisa do G-CSF em pacientes com AVC na fase
subaguda (15 a 90 dias), que esta em analise pelo Conep.

Conclusao

A compreensao dos mecanismos envolvidos na plasti-
cidade neural e na sua modulagio, e a possibilidade de res-
tauragdo de deficiéncias funcionais através da poten-
cializag@o da neurogénese enddgena ou da terapia celular
abrem novos horizontes no tratamento do AVC. Estamos
vivenciando uma nova era, ¢ a proxima década possivel-
mente marcara o surgimento de novas tecnologias e abor-
dagens para o tratamento do AVC e de outras doengas neu-
rologicas.

Abstract

The granulocyte colony-stimulating-factor (G-CSF) is a
glycoproteina which has been described for decades, and it is
commonly utilized in the treatment of neutropenic states and bone
marrow transplants. G-CSF stimulates hematopoietic stem-cels e
crucially regulates the survival of mature neutrophils through a
mechanism of apoptosis inhibition. Beyond its systemic effect, recently
it has been shown its surprising activity in the central nervous
system (CNS). G-CSF administration mobilizes bone marrow stem
cells para systemic blood, and those cells cross the blood-brain-
barrier e target brain's damaged area. G-CSF's activity in the CNS
has been defined as multimodal, because additionally it has been
demonstrated a direct neuroprotective action through different
mechanisms such as antiapoptotic activity, angiogenesis, anti-
inflamatory effect, and stimulation of endogenous neurogenesis. This
paper sumarizes G-CSF action in the CNS and approaches its
potential para use in stroke. Rev. Bras. Hematol. Hemoter. 2009;
31(Supl. 1):104-111.

Key words: G-CSF, ischemia; brain ischemia; neuroprotection.
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