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ARTIGO DE REVISAO

UTILIZACAO DE CELULAS-TRONCO DERIVADAS DA MEDULA
OSSEA: TERAPIA VIAVEL PARA DOENCAS PULMONARES
OBSTRUTIVAS CRONICAS?

USE OF BONE MARROW STEM CELLS: FEASIBLE THERAPY FOR CHRONIC OBSTRUCTIVE
PULMONARY DISEASE?

Miquéias Lopes Pacheco™, Ana Paula Falci Daibert**

Resumo

Doengas pulmonares obstrutivas cronicas acarretam em redugio na qualidade de vida dos portadores e altos gastos ao
sistema publico de sadde. Na maioria dos casos, o tratamento destas enfermidades envolve apenas medidas paliativas, o
que as tornam grandes alvos de pesquisa com terapia celular. As células-tronco tém capacidade de se diferenciar em todos
os tecidos que compéem o organismo devido 4 plasticidade, e sua agio na regeneragao tecidual é comprovada apesar do
mecanismo ndo estar totalmente elucidado. Células-tronco foram, em principio, pesquisadas como panacéias para doengas
neuroldgicas, cardiovasculares e diabetes. Os resultados favordveis a utilizacio dessa terapia nestes sistemas impulsionaram
pesquisas em doengas pulmonares obstrutivas cronicas, como enfisema, fibrose cistica e fibrose pulmonar idiopdtica.
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ABSTRACT
Chronic obstructive pulmonary disease have been targets of cell therapy research, because they decrease life quality, cost a lot
to the public health system and can only be treated with palliative protocols. The stem cells are capable of differentiating into
all body tissues, according to their plasticity, and its action in tissue regeneration is established, although the mechanism is
not fully elucidated. Stem cells were initially investigated as panaceas for diabetes as well as for neurological and cardiovascular
diseases. The positive results obtained with stem cell therapy in these systems stimulated research about its use for treatment of
chronic obstructive pulmonary diseases, such as emphysema, cystic fibrosis and idiopathic pulmonary fibrosis.
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1 INTRODUCAO

O sistema respiratdrio ¢ responsével por realizar as trocas de gases
do corpo, além de ser importante na eliminago de substancias voldteis
(WEST; MATHIEU-COSTELLO, 1999). As vias respiratérias sio
protegidas por cilios e uma camada de muco. Estes tém por finalidade
impedir a penetragdo de antigenos e corpos estranhos (THOMPSON
etal.,, 1995; KNIGHT; HOLGATE, 2003).
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Apesar da eficiéncia das barreiras do sistema respiratério
em conter agentes externos, corpos estranhos e microrganismos
conseguem eventualmente penetrd-lo, causando infecgoes e/ou
reagdes inflamatdrias. Tais doencas podem exibir cardter agudo ou
cronico (ABREU et al., 2008).

Com o aumento da expectativa de vida das populagdes, a
prevaléncia de doengas cronicas tem se elevado (FRANCISCO et
al., 2006). As doencas pulmonares obstrutivas cronicas reduzem
a qualidade de vida de seus portadores, gerando custos ao sistema
publico de satide (JARDIM et al., 2004). Além disso, em sua maioria,
essas doencas sio incurdveis, apresentando apenas tratamentos
paliativos, com a finalidade de minimizar os problemas que as
doencas causam ao individuo (CAMPOS, 2006).

As células-tronco sio células capazes de auto-renovagio
(BONGSO; RICHARDS, 2004; GRIFFITHS et al., 2005; WEISS
et al.,, 2006; ABREU et al., 2008). Estas células sio encontradas

desde a fecundagao do ovdcito e formacao do zigoto, sendo chamadas
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de células-tronco embriondrias até a vida adulta, ditas células-
tronco adultas, encontradas em nichos do organismo (BONGSO;
RICHARDS, 2004; GRIFFITS et al., 2005; VAANANEN, 2005;
ABREU et al., 2008; LOEBINGER et al., 2008; WEISS, 2008).
Estas células sdo classificadas de acordo com sua capacidade de
diferenciacio em outros tipos celulares em totipotente, pluripotente,
multifuncional e unipotente (BONGSO; RICHARDS, 2004;
GRIFFITHS et al., 2005; ABREU et al., 2008; LOEBINGER et al.,
2008; PEREIRA, 2008).

Inicialmente, a terapia celular foi pesquisada como possibilidade
de cura para doencas neurolégicas, cardiovasculares e diabetes
melittus (MORALES, 2008). Devido aos resultados obtidos em
experimentos pré-clinicos, que tém corroborado com a expectativa
de uso das células-tronco como panacéias em diversas doencas que
acometem a populacio, esse tema estd em voga. As células-tronco
tém sido pesquisadas como alvos terapéuticos (KOTTON et al.,
2001; ORTIZ et al., 2003; ISHIZAWA et al., 2004; GRIFFITHS et
al., 2005; ROJAS et al., 2005; ABREU et al., 2008; WEISS, 2008;
ZHEN et al., 2008; IYER et al., 2009).

Diversas literaturas tém relatado trés possiveis formas com que
as células-tronco agem como alvos terapéuticos no local lesionado:
transdiferenciacio, fusio celular e efeito pardcrino (BONGSO;
RICHARDS, 2004; FILIP et al., 2005; GRIFFITHS et al., 2005;
VAANANEN, 2005; WEISS et al., 2006; ABREU et al., 2008;
KRAUSE, 2008; MATTHAY, 2008; PEREIRA, 2008; RANKIN,
2008; WEISS, 2008).

Este trabalho tem por finalidade compilar dados da literatura
referentes 4 caracterizagio geral das células-tronco e seu efeito
terapéutico, principalmente das células-tronco adultas, em doencas
pulmonares obstrutivas cronicas (DPOC’s), como o enfisema, a fibrose

cistica e a fibrose pulmonar idiopdtica.

2 DOENCAS PULMONARES OBSTRUTIVAS
CRONICAS (DPOC’S)

Devido 2 elevagio da expectativa de vida, hd um aumento na
prevaléncia de doengas cronico-degenerativas. Essa prevaléncia
estd relacionada A maior susceptibilidade fisioldgica e imunolégica
(FRANCISCO et al., 2006).

As doengas pulmonares obstrutivas cronicas sio um grave
problema de satide publica mundial (CAMPOS, 2006; ZHEN et
al., 2008), devido a reducdo da qualidade e expectativa de vida dos
portadores. Essas alteragoes sao caracterizadas pela diminui¢io da
capacidade de ocorrer trocas gasosas no pulmio (JARDIM, 2004).
Fatores que predispoem ao aparecimento dessas doengas estio
relacionados ao sexo, idade, condigdes s6cio-econdmicas, genética,

fatores comportamentais, raga e etnia (CAMPOS, 20006).

No Brasil, estima-se que a prevaléncia da DPOC’s varia entre 6 e
15,8% em individuos com idade igual ou superior a 40 anos (CAMPOS,
2006). Contudo, os dados epidemioldgicos acerca dessas doengas no pais
ainda sdo escassos, principalmente devido & subnotificagio e diagnésticos
tardios (FRANCISCO et al., 2006; RANDELL, 2006; NASCIMENTO
etal.,, 2007). Em 2003 as DPOC’s foram a 52 maior causa de internacoes
no sistema publico de satide, o que gerou um gasto de aproximadamente
72 milhées de reais aos cofres publicos (JARDIM et al., 2004).

Na América Latina, as mortes relacionadas 4 DPOC’s tiveram um
aumento de cerca de 65% na década de 1990 (SILVA et al., 2008).
Em Ambito mundial, as DPOC’s sio consideradas a 52 maior causa
de mortalidade, havendo uma estimativa que passe a ser a 32 em 2020
(CAMPOS, 2006; SILVA et al., 2008). Acredita-se que em 2020, em
68,3 milhées de mortes, aproximadamente 11,9 milhées desse total serd
por doengas pulmonares (MARTIN, 2008).

Asabordagensutilizadas paraavaliarapresencacodimensionamento
das DPOCs sao, respectivamente, o diagnéstico clinico e diagndstico
referente 4 presenca de limitagao de fluxo (espirometria) (CAMPOS,
2006). Entretanto, devido a inespecificidade dos sintomas, ¢
dificil a confirmagio do diagnéstico apenas com exames clinicos
(NASCIMENTO et al, 2008).

De acordo com a progressio das DPOC’s, o individuo apresenta
limitagdo na realizagio de exercicios, disfun¢io muscular periférica,
hipertensdo pulmonar e desnutri¢do. Até a atualidade nao existem
tratamentos eficientes para muitas das DPOC’s, sendo preconizadas
apenas terapias paliativas (CAMPOS, 2006).

Virios estudos tém sido realizados utilizando células-tronco
embriondrias e adultas para corrigir as alteragoes causadas em injurias
pulmonares. Por meio desses trabalhos, estd demonstrando-se que as
células-tronco tém a capacidade de adquirir as caracteristicas fenotipicas
das células pulmonares, provando seu efeito terapéutico (LOI et al.,
2006; ABREU et al., 2008; WEISS, 2008). E sugerido que a liberagao
de mediadores pelas células pulmonares ou o contato direto entre as
células alveolares e as células-tronco, influenciam fenotipicamente a
conversio destas células (WEISS, 2008).

A presenca de populagoes de células-troncos endégenas foi
identificada ao longo da 4rvore traqueobroénquica, nas vias aéreas
mais distais e nos pulmoes (ex.: pneumdcitos tipo II), podendo estar
relacionadas com o processo de formagio de carcinoma pulmonar.
Contudo, estas células constituem atraentes candidatos para realizagio
da terapia génica (WEISS, 2008).

Para que a terapia com células-tronco seja realizada em DPOCs ¢
necessirio comprovar mais que apenas sua eficiéncia terapéutica. A terapia
celular deve ser realizada em associagio com avaliagoes de seguranca, como
contagem de células sanguineas, andlise de eletrdlitos, urindlises, avaliagao
de fungio hepdtica, andlise das taxas de hospitalizagio, vigilincia de efeitos
adversos e téxicos e tempo de sobrevida (SUEBLINVONG; WEISS 2009).
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3 CELULAS-TRONCO

As células-tronco (CT’s) sio células capazes de auto-renovagio
(BONGSO; RICHARDS, 2004; GRIFFITHS et al., 2005; WEISS
et al., 2006; ABREU et al., 2008), respondem a estimulos externos
e podem se diferenciar em diversas linhagens celulares (BONGSO;
RICHARDS, 2004; KRAUSE, 2008; PEREIRA, 2008; RANKIN,
2008), sendo pesquisadas como alvos terapéuticos em diversas
doengas a sua capacidade de reparo tecidual (VAANANEN, 2005;
LOEBINGER et al., 2008; MATTHAY, 2008).

Em modelos animais e experimentos realizados em seres humanos
tem-se demonstrado que as CT’s tém a capacidade de se diferenciar
em diversos tipos de 6rgios e tecidos, como placenta, pulmées,
rins, coragdo, figado, osso, cartilagem, intestino, de acordo com sua
plasticidade celular (WEISS, 2008). A plasticidade ¢ o poder das
células de se diferenciarem em outros tipos celulares (KOTTON et al.,
2001; BONGSO; RICHARDS, 2004).

E necessdrio que haja CT’s em todos os 6rgios do corpo para que
ocorram manutengao e renovagio celular para realizagao dos mecanismos
fisioldgicos (MORALES, 2008).

A terapia celular consiste na utilizagio autdloga ou heteréloga
das células-tronco. A primeira refere-se a retirada de CT’s de uma
porcio do corpo e estas sio injetadas em outra parte no mesmo
paciente, o que minimizaria os problemas relacionados 2 rejeicio
imunolégica (WANG et al., 2005; ABREU et al., 2008). A
utilizagio heteréloga, ou alogénica, consiste no isolamento das
CT’s de um paciente, que serdo entio doadas a outro individuo
compativel (MORALES, 2008).

Apesar de notérios resultados terem sido observados apds
utilizacio de CT’s em diversas doencas, ainda existem muitas varidveis
as quais dificultam a comparagio de dados entre os estudos existentes.
Algumas dessas varidveis incluem a via de administracio das células
(via intratraqueal, via jugular ou via intraperitoneal) e a populacio
de células-tronco utilizada. Além disso, o mecanismo de agio que as
CT'’s utilizam para realizar seus efeitos nao estd totalmente elucidado
(SUEBLINVONG; WEISS, 2009).

As células-tronco podem ser classificadas de acordo com sua
plasticidade celular. As células sdo ditas totipotentes quando dio
origem a todos os tipos de tecidos corpéreos, incluindo anexos
embriondrios (placenta, 4amnio e corddo umbilical). Exemplos de
células com plasticidade totipotente sao a mérula e suas fases anteriores.
(BONGSO; RICHARDS, 2004; MORALES, 2008).

A pluripotencialidade ¢ referente as células que podem
originar qualquer tipo de tecido corporal, mas sem a capacidade
de formar os anexos embriondrios (ex.: massa interna celular do
blastocisto, células-tronco mesenquimais) (GRIFFITHS et al.,

2005; PEREIRA, 2008).
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Células multifuncionais ou multipotentes diferenciam-se em células
de um tipo de linhagem celular (ex.: progenitoras de células sanguineas)
(BONGSO; RICHARDS, 2004). Ainda, a plasticidade unipotente
ocorre quando um tipo celular pode se diferenciar em outro tipo de
célula, como o observado em pneumdcitos tipo IT (PII) (GRIFFITHS et
al., 2005; ABREU et al., 2008; LOEBINGER et al., 2008).

As condi¢oes em que a cultura de células-tronco é realizada
tém forte efeito sobre o poder de auto-renovagio dessas células, sua
diferenciacdo e, possivelmente, sobre sua plasticidade (BONGSO;
RICHARDS, 2004; WEISS, 2008).

Segundo FILIP et al. (2005), a plasticidade deve ocorrer como um
fendmeno natural, ou seja, a mudanga nao deve ocorrer durante o cultivo,
mas sim quando as células chegam ao tecido hospedeiro, passando a
funcionar como células pertencentes aquele nicho.

Quando uma populagio de CT’s é incapaz de regenerar o tecido alvo
ndo quer dizer que esta no apresente um bom potencial de regeneragio.
Pode ter ocorrido uma incompatibilidade entre o érgio do individuo
afetado e as células do doador, impedindo que as CT’s interagissem com o
organismo para voltar a homeostasia (FILIP et al., 2005).

Em processos homeostéticos, as CT’s contribuem para a o reparo
tecidual, enquanto que em reagoes inflamatdrias, ou em resposta
a uma excessiva injudria, essas células promovem remodelacio dos
tecidos (RANKIN, 2008).

Apés as CT’s serem injetadas no individuo, elas migram ao
local lesionado, sendo provével que o mecanismo responsdvel pelo
recrutamento até o local lesionado esteja envolvido com quimiocinas
(WEISS et al., 2006), semelhante ao processo de quimiotaxia de
células de defesa em locais de infecgdo ou de processos inflamatérios
(HASHIMOTO et al., 2004; ROJAS et al., 2005; LOEBINGER et al.,
2008; WEISS, 2008).

Existem trés possiveis formas de agio das CT’s no tecido lesionado
descritas na literatura: transdiferenciagio, fusio celular e efeito
pardcrino. Na transdiferenciagio, as CT’s chegam ao local lesionado,
se transdiferenciam em células pertencentes aquele microambiente e
ocupam o local que foi lesionado (FILIP et al., 2005; VAANANEN,
2005). Essas células tém capacidade de modificar seu padrio de
expressio génica em uma célula completamente diferente sem se
fundir a outra célula (KRAUSE, 2008) e sem necessidade de haver
divisio (ABREU et al., 2008). Existem hipéteses que suspeitam que
ocorra a desdiferenciagio de determinada populagio celular em uma
nio especializada. Posteriormente estas rediferenciam-se em células
pertencentes ao microambiente que necessita de reparos (FILIP et al.,
2005), podendo essa diferenciacio ser espontinea (in vivo) ou controlada
(in vitro) (BONGSO; RICHARDS, 2004; RANDELL, 2006).

A fusao celular ¢ relatada como a possibilidade das CT’s se unirem
as células do tecido-alvo (GRIFFITHS et al., 2005), sendo comprovado

em experimentos que demonstraram duplicagio do material genético
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nas células (FILIP et al., 2005). Esse processo tem sido demonstrado
com maior frequéncia in vitro (WEISS et al., 2006), sendo considerado
raro quando realizado in vivo (BONGSO; RICHARDS, 2004; LOI et
al., 2006; ABREU et al., 2008; WEISS, 2008).

O mecanismo de agdo mais pesquisado atualmente é o efeito
pardcrino. As CT’s secretam fatores pardcrinos (MATTHAY, 2008),
que possuem propriedades imunomoduladoras (ABREU et al,
2008; WEISS, 2008). Esses fatores pardcrinos acarretam crescimento
tecidual, regeneragdo e prote¢io do tecido contra danos (KRAUSE,
2008; PEREIRA, 2008; RANKIN, 2008).

Segundo RANKIN (2008), a forma com que as células-tronco irdo
contribuir para o reparo tecidual do local alterado ¢ dependente do
momento em que essas células sio recrutadas em relagio a progressio
da doenca no nicho. ORTIZ et al. (2003), demonstraram que a
administragio precoce ou tardia de CT’s ndo interfere no enxerto das
células, mas na capacidade das células em alterar o curso da doenga.

As CT’s sio categorizadas de acordo com sua origem em
células-tronco embriondrias (CTE’s) ou células-tronco adultas
(CTA’s - também conhecidas como células-tronco somdticas). As
CTE’s sao derivadas da massa interna do blastocisto de um embrido
em desenvolvimento (BONGSO; RICHARDS, 2004),
capazes de produzir descendentes de todas as 3 linhagens celulares
(ectoderma, mesoderma e endoderma) (GRIFFITHS et al., 2008).
CTA’s sio encontrados em nichos dos tecidos adultos, empenhadas
na diferenciagio celular especifica do tecido (VAANANEN, 2005;
ABREU et al., 2008; LOEBINGER et al., 2008; WEISS, 2008),
ou no sangue do cordio umbilical (SUEBLINVONG; WEISS,

2009). As CTA’s, na maioria, nio conseguem proliferar em estados

sendo

indiferenciados por longos periodos de tempo in vitro e esse tipo
de células é mais escasso, se comparadas as CTE’s (BONGSO;
RICHARD, 2004; GRIFFITHS et al., 2005).

CTE’s expressam o gene da telomerase (GRIFFITHS et al.
2005), uma enzima que mantém a integridade dos telomeros durante
as divisoes celulares. Os teldmeros estio presentes nas extremidades
dos cromossomos e estdo relacionados com a quantidade de divisoes
celulares que uma célula pode sofrer ao longo de sua vida. A
telomerase impede as células de sofrerem senescéncia (BONGSO;
RICHARD, 2004).

CTE’s t¢m apresentado uma melhor integracio com o tecido
receptor (ABREU et al., 2008). Devido ao maior cardter de
diferenciacio destas células, elas estao sendo consideradas melhores
candidatas as terapias celulares. Com a utilizagio de CTE’s seria
necessdrio menor nimero de células transplantadas, o que é mais
limitado no caso de CTA’, por restringirem-se & reposigio de
linhagens celulares especificas. Porém, CTE’s apresentam maior
probabilidade & formacio de teratomas ou teratocarcinomas, devido

ao seu potencial oncogénico mais elevado (GRIFFITHS et al., 2005;

LOEBINGER et al., 2008; PEREIRA, 2008), sendo exemplificado
pelas quimeras em modelos animais (BONGSO; RICHARDS,
2004). Além disso, CTE’s estdo envolvidas em muitas questoes éticas
e religiosas (ABREU et al., 2008; PEREIRA, 2008).

CTA’s sao capazes de auto-renovacio durante toda a existéncia
do organismo e apresentam a funcio essencial de substituir células
mortas, danificadas ou alteradas, sendo importantes para manter a
homeostase tecidual (MORALES, 2008).

Em cultivo, CTE’s se apresentam mais sensiveis do que
CTA’s. Por esse motivo as CTE’s estdo sendo mais utilizadas nos
estudos toxicoldgicos de novos firmacos, produgdes de gametas,
estudos sobre o desenvolvimento humano e anomalias congénitas
(BONGSO; RICHARDS, 2004).

Células-tronco adultas presentes na medula dssea podem ser
subdividas em dois grupos: hematopoiéticas e mesenquimais
(WEISS, 2008).

As células-tronco hematopoiéticas (CTH’s — também conhecidas
como células-tronco mononucleares) estio presentes na medula
dssea e ddo origem a todos os componentes celulares do sangue e
sistema imunitdrio (GRIFFITHS et al., 2005). Essas células circulam
em processos normais ou patolégicos. CTH’s siao células nio
aderentes ao substrato da placa da garrafa de cultura. Essas células
dio origem as diferentes linhagens de células do tecido sanguineo.
Células hematopoiéticas apresentam positividade na marcagio
molecular com CD34 ¢ CD45 (ditos marcadores hematopoiéticos)
(GRIFFITHS et al., 2005; WONG et al., 2009) e a marcagio com
CD11b apresenta-se negativa (marcador de macréfagos) (ROJAS et
al., 2005; RANKIN, 2008).

Devido & maior facilidade de obter CT’s da medula do que de outros
orgaos e a capacidade dessas células de adotarem novos fenétipos, essas
células tornaram-se alvos em amplas e distintas implicagoes terapéuticas
(KOTTON et al., 2001). Contudo, em doencas pulmonares, tém se
observado que in vivo essa populagio de células tem uma capacidade
limitada de transdiferenciar-se em epitélio pulmonar (CONESE;
REJMAN, 2006), apesar das observagées in vitro mostrarem que,
quando cultivadas com células do epitélio pulmonar as CTH’s
expressam suas propriedades funcionais (WONG et al., 2009). Além
disso, alguns experimentos tém sugerido que CTH’s podem participar
do processo de geracio de lesoes (WEISS et al., 2000).

Apesar dos beneficios que a utilizagio de CTH’s tem
demonstrado, KOTTON et al. (2005) afirmam que, devido & menor
plasticidade celular, estas sio “células-comprometidas”. Devido a esse
comprometimento celular, CTH’s provavelmente nio apresentario
beneficios em todas as doencas.

As células-tronco de fragio mesenquimal (CTM’s) encontradas
na medula 6ssea sio também chamadas na literatura de células

formadoras de coldnias fibréides, células-tronco estromais da
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medula éssea, células progenitoras mesenquimais ou células da
medula 4ssea estromal (SOLEIMANI; NADRI, 2009). Essas células
podem ser encontradas em diversas partes do corpo, como cordio
umbilical, coragio, medula dssea, musculo esquelético, cartilagem,
adipécitos (KOTTON et al., 2001; VAANANEN, 2005; NARDI;
MEIRELLES, 2006; SUMMER; FINE, 2008; WEISS, 2008).

As CTM’s foram isoladas primeiramente por Friedestein et al.
(1974) e posteriormente por PITTENGER et al. (1999) a partir
da capacidade de aderéncia a superficie pldstica da placa de cultivo
destas células e a sua grande plasticidade.

A elevada plasticidade, podendo se diferenciar em diversos tipos
de células, e alto poder de regeneragao tornam as CTM’s um alvo para
regeneragio de diversos tecidos do corpo (BONGSO; RICHARDS,
2004; NARDI; MEIRELLES, 2006; SUMMER; FINE, 2008).
Contudo, sua obtencio é demorada, sendo fundamentais metodologias
de isolamento e purificacio mais avancadas para sua utilizagio em
terapias (BITTENCOURT et al., 20006).

E importante ressaltar que a quantidade de CTM’s diminui
de acordo com o envelhecimento, perdendo sua capacidade de
proliferacio e diferenciagio, e nio atuando mais na regeneragio
tecidual (VAANANEN, 2005).

Como alvos terapéuticos, essas células tém demonstrado
propriedades imunossupressoras, inibindo a proliferagio de
linfécitos ativados por estimulos de antigenos, mitogénese e em
reagoes linfocitdrias observadas in vitro (SUEBLINVONG; WEISS,
2009). Além disso, tem-se realizado pesquisas utilizando CTM’s,
ap6s manipulagio genética, como vetores para terapia génica em
reparagées teciduais (MORALES, 2008).

Por meio de pesquisas, observou-se que para haver um
bom funcionamento das CTH’s da medula dssea e posterior
multiplicacdo e diferenciagio em células sanguineas, estas sofrem
manutengio das CTM’s que estdo presentes no nicho (WEISS et
al., 2006; SUMMER et al., 2008).

As CTM’s sio uma populacio heterogénea (HORWITZ
et al., 2005; KRAUSE, 2008; RANKIN, 2008, SOLEIMANI;
NADRI, 2009), que proliferam e formam colénias com morfologia
fusiforme. Devido a sua caracteristica pluricelular, CTM’s sio
capazes de gerar células dos trés folhetos embriondrios (KRAUSE,
2008; WEISS, 2008).

Em cultivos, essas células sofrem 3-4 passagens, sem a necessidade
de adi¢do de fatores de crescimento e mitéticos, pois podem alterar a
sintese protéica. A populacio purificada de CTM’s com morfologia
fibréide ¢ obtida na primeira passagem (em torno de trés semanas
apds inicio da cultura). Apés a caracterizagio microscépica das
CTM’s, é necessdrio realizar a citometria de luxo, com os marcadores
moleculares, para se confirmar o isolamento e pureza da cultura de

CTM’s (SOLEIMANI; NADRI, 2009).
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Devido 4

quantidade de marcadores expressos por essas células, fica dificil

utilizagio de metodologias distintas e a grande

a comparacio de dados obtidos por diferentes grupos de pesquisa
(HORWITZ et al., 2005; DOMINICI et al., 2006). Por essa razio
a Sociedade Internacional de Terapia Celular preconizou os critérios
bésicos para uma célula-tronco poder ser considerada CTM’s. Sendo
assim, uma célula-tronco mesenquimal, além de ser aderente ao
pldstico em cultura, deve expressar os antigenos de superficie CD73,
CD90, CD105 (marcadores mesenquimais) e nao expressar CD34,
CD45 (chamados marcadores de células hematopoiéticas e leucdcitos,
respectivamente) e CD11b (marcador de macréfagos) (ROJAS et al.,
2005; DOMINICI et al., 2006; RANKIN, 2008; WONG et al,,
2009). Por fim, estas células devem ter a capacidade de se diferenciar
in vitro em adipdcitos, condroblastos e osteoblastos (DOMINICI et
al., 2006; NARDI; MEIRELLES, 2009).

Embora seja sabido que as CTM’s estejam presentes em diversas
regides do organismo, seu isolamento em 6rgaos sélidos ¢ dificil,
devido a suas limitagoes, sendo realizados poucos estudos com
populagbes mesenquimais nio derivadas da medula éssea (NARDI;
MEIRELLES, 2006; SUMMER; FINE, 2008; WONG et al., 2009).

4 TERAPIA CELULAR EM DPOC’S

4.1 ENFISEMA

O enfisema é uma doenca pulmonar obstrutiva cronica e estd
relacionada a grande mortalidade de pacientes por injtrias pulmonares,
sendo uma condi¢io de evolugio progressiva e irreversivel. A

enfermidade estd relacionada principalmente ao uso de tabaco e de
outras substincias téxicas (RANDELL, 2006; WARBURTON et al.,
2006). Além do tabagismo, um fator importante é a predisposi¢io
genética pois a presenca de polimorfismos de nucleotideos tnicos
influencia a velocidade da evolugio e da destruicio parenquimatosa
nesta doenga (WARBURTON et al., 2006).

Em condigoes fisioldgicas, a deposicao de elastina é importante na
formagio e manutengio do parénquima pulmonar (WARBURTON et
al., 2006). Patologicamente, no entanto, a fisiopatologia do enfisema
pulmonar envolve dilatagio excessiva dos alvéolos, devido 4 perda
de elastina (MARTIN, 2008; ZHEN et al., 2008), e ocasiona a
destruicio do parénquima pulmonar, com consequente diminuigio da
drea de contato para a troca gasosa (ISHIZAWA et al., 2003). Ainda,
fibroblastos de pacientes portadores de enfisema pulmonar apresentam
marcadores de senescéncia e nao se desenvolvem com a mesma eficiéncia
dos fibroblastos de pulmio normal (RANDELL, 2006).

Até a atualidade ndo hd uma terapia eficaz contra o enfisema, sendo

realizadas muitas pesquisas para saber se a terapia celular seria uma

alternativa vidvel (ABREU et al., 2008; ZHEN et al., 2008).
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A indugio de enfisema pela administragio de elastase é capaz de
realizar o recrutamento de células derivadas da medula dssea para o
pulmio (WEISS et al., 2006). Em estudo realizado por ISHIZAWA
et al. (2003), foi observado que houve regeneragio alveolar em
modelos murinos nos quais também foi induzido enfisema por
administragio de elastase e tratamento com CTM’s. As células do
tecido pulmonar regenerado foram marcadas positivamente com
CD4 ¢ CD 45, o que permitiu observar que as células presentes eram
provenientes da medula éssea que se diferenciaram para reparar o
dano tecidual. ZHEN et al. (2008) utilizaram irradiacio e instilagio
de papaina para causar enfisema pulmonar em ratos modelos. A
papaina é uma enzima com atividade proteolitica que quando
utilizada junto A irradiagio, resulta na dilatagio dos espagos aéreos.
Apés a indugio de enfisema pulmonar, esses grupos receberam
transplante de CTM'’s e observou-se que essas células foram capazes
de proteger o parénquima pulmonar de lesées, impedindo as células
de entrarem em apoptose. A andlise de apoptose foi realizada por
meio de coloragio imunoistoquimica dos genes Bcl-2 e Bax. O Bcl-2
¢ um gene anti-apoptose ¢ Bax ¢ um gene apoptose. Em modelos nos
quais foi feita a utilizagio de CTM'’s foi observada maior expressio de
Bcl-2, enquanto para esses animais a expressio de Bax apresentou-se
significativamente reduzida. Além disso, verificou-se que as CTM’s
enxertadas no pulmio se diferenciaram em pneumdcitos tipo II
(SUEBLINVONG; WEISS, 2009).

Apesar de comprovada a eficiéncia destas células no tratamento do
enfisema, a razdo pelo qual as CTM’s enxertaram nos grupos alterados

e posteriormente tratados permanece incerta (ZHEN et al., 2008).
4.2 FIBROSE CISTICA

A fibrose cistica (FC) é uma doenga de etiologia genética, com
heranca autossdmica recessiva, comumente incidente individuos
de origem caucasiana. Essa enfermidade ¢ causada por muta¢do no
gene CFTR, responsdvel pela transcricio da proteina reguladora
da condutincia transmembrana da FC (LOI et al., 2006), que
leva a um desequilibrio no transporte de Cl- através da membrana
(HEIJERMAN, 2005; BRICE et al., 2007; LUDWIG, 2008). Esse
desarranjo no gradiente eletroquimico aumenta o espessamento e a
viscosidade do muco presente nos drgios tubulares. As caracteristicas
principais dessa doenga sio a obstrugio crdnica, insuficiéncia
pancredtica e niveis elevados de eletrélitos no suor (LUDWING,
2008). Nos pulmées de pacientes FC, o revestimento liquido da
linha de ar ¢ alterado.

As principais causas de ébito precoce de pacientes com fibrose
cistica sdo infec¢des bacterianas e insuficiéncia respiratéria (WANG et

al., 2005; LOI et al., 2006).

Ao contririo das demais DPOC’s, a FC acomete individuos recém-
nascidos; mesmo com terapéutica avancada e aumento da expectativa
de vida desses portadores, a mortalidade ainda é considerada alta,
chegando o paciente 4 sobrevida até a fase adulto-jovem, quando
seguem rigorosamente o tratamento (LUDWING, 2008).

O gene mutado causador da FC foi identificado e seqiienciado
por RIORDAN et al. (1989), estando esse gene posicionado no locus
7q31. Desde a descoberta do gene mutado que causa a FC, vdrios
estudos tém sido conduzidos com a finalidade de debelar essa doenga.
A maioria desses estudos consiste em terapia génica, que utiliza
vetores virais ou nao-virais para corrigir essa alteragao (WANG et al.,
2005; LUDWING, 2008; MAARTIN, 2008). Contudo, o uso de
apenas esta técnica nio tem sido capaz de manter a corregdo do gene.
Por isso, estudos utilizando terapia génica e celular simultaneamente
tém sido realizados objetivando a obtengio de melhores resultados
(CONECE; REJMAN, 2006).

As CTM’s podem ser facilmente isoladas da medula dssea de
pacientes fibrocisticos e essas células podem expandir em cultura. Em
cultivo, as CTM’s seriam manipuladas geneticamente, a fim de corrigir
a mutagio causadora desta doenca. Posteriormente, essas CT’s seriam
utilizadas de modo autélogo, o que corrigiria a mutagio e evitaria o
problema de rejeiciao imunolégica sem necessitar de imunossupressores
(WANG et al., 2005). Apesar da facilidade de obtencio dessas células
de préprios individuos FC, também ¢é possivel que as células sejam
doadas de individuos nio fibrocisticos e usadas de modo heterélogo em
pacientes com FC. Com isso, nio seria necessdrio haver a manipulagio
genética das células (CONECE; REJMAN, 2006).

Em experimento feito por WANG et al. (2005) em ex vivo, a
corregio do gene CFTR em CTM’s e implantagio em individuos
fibrocisticos contribuiu para a secregio de Cl- em resposta a adenosina
monofosfato ciclico (AMPc) (agonista estimulador). Contudo,
observou-se que o aumento no fluxo de Cl- nio foi diretamente
proporcional ao aumento da quantidade de CTM’s, ou scja, a
quantidade de células transplantadas ¢ significativamente maior que
as enxertadas (WEISS, 2008). Devido 2 baixa quantidade de células
enxertadas, nio se acredita ser possivel ocorrer uma corregao fisiolégica
do transporte de cloreto (WEISS et al., 2006). A compreensao total do
mecanismo de agio dessas células nao é totalmente elucidada, mas as
CTM'’s auxiliaram na recuperacio do epitélio alveolar. Por meio dessas
evidéncias, pode-se considerar o uso de CTM’s em individuos com FC
como uma futura terapia (WANG et al., 2005).

LOI et al. (2006) obtiveram resultados favordveis em seus
Eles

camundongos machos normais como doadores e camundongos fémeas

experimentos com células de medula Gssea. utilizaram

nocaute CFTR como receptores. Apés cinco semanas do transplante,

foi observado enxerto de células derivadas do doador, por meio da
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andlise do cromossomo Y. Contudo, como em experimentos realizados
por WANG et al. (2005), a quantidade de células enxertadas no
epitélio das vias aéreas € rara, sendo ainda improvével a corregio da
alteragio patoldgica (LOI et al., 2006).

Estudos com transferéncia génica tém sugerido que 10-15% do
epitélio patolégico necessita ser corrigido para permitir o fluxo normal

de Cl- pelo canal CFTR (LOI et al., 2006).

4.3 FIBROSE PULMONAR IDIOPATICA

A fibrose pulmonar idiopdtica é uma doenca de alta mortalidade,
devido a incapacidade dos pulmées de promoverem a troca dos gases.
Uma das consequéncias clinicas desta incapacidade é uma dispnéia
progressiva, contra a qual até o momento nio se descobriu terapia
eficaz (ORTIZ et al., 2003). Em lesoes pulmonares com formagio de
fibrose observa-se aumento da producio de coldgeno tipo I no local em
até trés vezes (HASHIMOTO et al., 2004).

Uma das drogas utilizadas atualmente ¢ a bleomicina, um
quimioterdpico utilizado no tratamento de diversas neoplasias.
Este firmaco apresenta indmeras reagdes associadas, sendo uma
delas o desenvolvimento de fibrose pulmonar. Ainda, causa
danos oxidativos no epitélio alveolar com alteragées endoteliais,
acarretando exsudagio inflamatéria e recrutamento de fibroblastos
para aumentar a permeabilidade e conduzir a uma melhora do
volume alveolar, de acordo com a extensio da alteragio tecidual
(KOTTON et al., 2001).

A fibrose pulmonar ocorre em trés fases:

- a bleomicina se acumula nos pulmées, desencadeando toxicidade
pulmonar aguda resultando em apoptose e em necrose epitelial;

- segue-se uma fase inflamatéria, na qual leucécitos migram aos
pulmées e liberam citocinas, incluindo fator de necrose tumoral-alfa
(TNF-) e fatores de crescimento;

- finalmente, em consequencia a proliferagio fibrobléstica,
hd deposicao de coldgeno nos pulmées, culminando em fibrose
(ORTIZ et al., 2003).

Na intoxicagio pulmonar por bleomicina, hd aumento da expressio
de SDF-1 (WEISS et al., 2006), sugerindo uma sinalizagio quimiotdtica
para células de defesa. Contudo, hd pouca informagao disponivel sobre o
papel desse fator no recrutamento celular para o pulmao (WEISS, 2008).

A terapia celular com fragio mesenquimal tem se mostrado um
importante agente terapéutico. Em fibrose pulmonar induzida por
bleomicina, as CTM’s tém conseguido proteger as células do pulmio
contra esse agente (ORTIZ et al., 2003; GRIFFITHS et al., 2005;
RANKIN, 2008), suprime os processos inflamatdrios, desencadeia
a producdo de fatores de crescimento no local afetado e atenua os
efeitos téxicos do xenobidtico (ROJAS et al., 2005; ABREU et al.,

2008). Tem sido demonstrado que essas células, quando injetadas em
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animais imediatamente apds a indugio de fibrose por bleomicina, sio
mobilizadas para repararem o tecido pulmonar (ABREU et al., 2008;
WEISS, 2008), minimizando o processo inflamatério (ORTIZ et al.,
2003) e a deposicao de coldgeno (WEISS, 2008). Essa agio das CTM’s
limita os efeitos prejudiciais da bleomicina (ORTIZ et al., 2003).

Em estudo realizado por ROJAS et al. (2005), para induzir a fibrose
pulmonar foi administrado bleomicina no grupo “doen¢a”. Um dia apds,
foi administrado a estes animais busulfan, que tem capacidade de suprimir
as células da medula 6ssea. Essa metodologia foi utilizada para comprovar
que a regeneracio tecidual foi causada pelas CTM’s administradas e nao
por resposta das células do sistema imune. Esse supressor das células da
medula 6ssea foi dado em dosagem que néo causasse efeito toxico. Duas
semanas ap6s a indugdo de fibrose pulmonar foi realizada terapia celular
nestes animais. Por meio dessa metodologia pode ser comprovado o efeito
terapéutico dessas células nas lesdes pulmonares. Nos grupos que receberam
tratamento com CTM’s, é observada uma elevagio de granulocyte colony-
stimulating factor (G-CSF) (fator estimulante de col6nias de granulécitos)
e GM-CSF (fator estimulante de colonias de granulécitos e macréfagos),
o0 que mobiliza uma resposta humoral.

No trato respiratdrio, as CT’s derivadas de medula déssea tém
adquirido fendtipo de pneumdcitos tipo I (KOTTON, et al., 2001)
e tipo II (ORTIZ et al., 2003; ABE et al., 2004; KOTTON et al.,
2005), células endoteliais, células do epitélio bronquico (ROJAS,
2005; WEISS, 2008; ZHEN et al., 2008), auxiliando no processo
de reparo de danos teciduais (KOTTON et al., 2001). Quando
CTM'’s adquirem as caracteristicas fenotipicas de pneumdcitos tipo
IT h4 restabelecimento do pool de células-tronco do pulmao, levando
a formagio de novas células alveolares para solucionar o problema

(ORTIZ et al., 2003).

5 CONSIDERACOES FINAIS

As células-tronco, de um modo geral, @m se demonstrado
importantes panacéias em doengas que até o momento eram incurdveis.
Fica evidente que o potencial biotecnolégico e biomédico da terapia
celular ¢ extremamente abrangente.

Apesar dos estudos pré-clinicos em doengas pulmonares serem mais
recentes do que em outros sistemas, como o cardiovascular e o nervoso,
essa terapia tem se mostrado eficiente na melhora de grupos acometidos
por doengas pulmonares obstrutivas crénicas.

Contudo, ainda é necessdrio haver mais pesquisas para elucidagio
dos mecanismos de acio destas células, de seus beneficios, bem como
dos riscos dessa terapia em modelos animais, para posterior implantagio
e utilizagio como possibilidade terapéutica. O melhor entendimento
da agio terapéutica de cada tipo de célula-tronco, assim como sua
plasticidade celular e diferenciagio em cada microambiente, permitird

formar estratégias mais precisas para cada tipo de alteracdo patoldgica.
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