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Resumo

O conceito de Células Estromais Mesenquimais (MSC) tem vindo a ser desenvolvido com
0 decorrer do tempo, desde MSC que apenas eram conhecidas pelo seu potencial de
diferenciacdo tripartido até aos dias de hoje em que as MSC poderdo atuar, por exemplo,
como células citoprotetoras, estimuladoras dos progenitores endogenos ou
transportadoras de farmacos. As suas propriedades intrinsecas, a sua facilidade de
isolamento e expansdo in vitro e a auséncia de questdes éticas associadas tornam-nas
células de colossal interesse terapéutico. Estas células evadem o sistema imunitério,
permitindo a sua utilizacdo off-the-shelf, migram aos tecidos lesados e segregam diversas
moléculas imunomoduladoras que permitem atenuar a lesdo e acelerar a regeneracao
normal do tecido. Mecanismos adicionais tém sido propostos, como a diferenciacao direta
das MSC nas células alvo e o seu enxerto no local de leséo, contudo os resultados séo
inconsistentes e poucos estudos suportam estas teorias. Alternativamente, areas como a
engenharia genética ou a engenharia de tecidos tém demonstrado competéncias para
contornar estas ultimas limitacOes e ainda otimizar as suas propriedades e fun¢des. Desde
0 seu estudo em modelos animais até ao seu estudo em ensaios clinicos que as MSC tém
vindo a demonstrar eficacia e seguranca no tratamento das mais diversas doencas,
principalmente do foro regenerativo e autoimune, como por exemplo, Diabetes Mellitus
(DM) ou doengas cardiovasculares, atualmente muito prevalentes. No entanto, ainda terdo
de se esclarecer diversas controvérsias e desafios previamente a sua ampla aplicacdo
clinica. Por integracdo multidisciplinar das MSC com os principios da biologia, genética,
farmacologia ou engenharia, esta area estara apta a integrar a proxima geracdao de

medicina personalizada.

Palavras-chave: Células Estromais Mesenquimais; Imunomodulacdo; Regeneracdo de

Tecidos; Ensaios Clinicos.



Abstract

The Mesenchymal Stromal Cells (MSC) concept has been developed over time, ever
since MSC were only known for their tripartitial potential up to today where MSC may
act as, for example, cytoprotective cells, endogenous progenitor stimulators or drug
carriers. Their intrinsic properties, their ease of in vitro isolation and expansion and the
absence of associated ethical concerns make them cells of colossal therapeutic interest.
These cells evade the immune system, allowing their off-the-shelf use, migrate to injured
tissues and secrete various immunomodulatory molecules which allow them to alleviate
the lesion and to accelerate normal tissue regeneration. Additional mechanisms have been
proposed, such as direct differentiation of MSC into target cells and their graft at the
lesion site, but the results are inconsistent and only a few studies support these theories.
Alternatively, fields such as genetic engineering or tissue engineering have demonstrated
the ability to overcome the latter limitations and further optimize their properties and
functions. Since their study in animal models until their study in clinical trials, MSC have
demonstrated efficacy and safety in the treatment of several diseases, mainly in the
regenerative and autoimmune fields, such as Diabetes Mellitus (DM) or cardiovascular
diseases, very prevalent these days. However, there are still several controversies and
challenges that have yet to be clarified prior to their extensive clinical use. Through
MSC multidisciplinary integration with biology, genetics, pharmacology or engineering
principles, this area will be able to integrate the next generation of personalized medicine.

Keywords: Mesenchymal Stromal Cells; Immunomodulation; Tissue Regeneration;

Clinical Trials
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LISTA DE ABREVIATURAS

5-FC: 5-fluorocitosina (do inglés 5-fluorocytosine)

AMI: Enfarte Agudo do Miocardio (do inglés Acute Myocardial Infarction)
Ang: Angiopoietina (do inglés Angiopoietin)

APC: Células Apresentadoras de Antigénios (do inglés Antigen-presenting Cells)

ATMP: Medicamentos de Terapia Avangada (do inglés Advanced-therapy Medicinal
Products)

AT-MSC: Células Estromais Mesenquimais derivadas do Tecido Adiposo (do inglés
Adipose Tissue-derived Mesenchymal Stromal Cell)

BDNF: Fator Neurotréfico derivado do Cérebro (do inglés Brain-derived Neurotrophic

Factor)

bFGF: Fator de Crescimento Béasico do Fibroblasto (do inglés basic Fibroblast Growth-

Factor)

BMC: Células Mononucleares da Medula Ossea (do inglés Bone Marrow Mononuclear
Cells)

BM-MSC: Células Estromais Mesenquimais derivadas da Medula Ossea (do inglés Bone

Marrow-derived Mesenchymal Stromal Cells)
BMP: Proteinas Morfogenéticas do Osso (do inglés Bone Morphogenetic Proteins)
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CPT-11: Irinotecano (do inglés Irinotecan)

CSC: Células Estaminais Cardiacas (do inglés Cardiac Stem Cells)

CTL.: Linfécitos T Citotoxicos (do inglés Cytotoxic T-lymphocyte), células CD8*

DC: Células Dendriticas (do inglés Dendritic Cells)
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DMSO: Dimetilsulféxido (do inglés Dimethyl Sulfoxide)

EAE: Encefalomielite Autoimune Experimental (do inglés Experimental Autoimmune

Encephalomyelitis)
ECM: Matriz Extracelular (do inglés Extracelular Matrix)

EPR: Permeabilidade e Retencdo Aumentadas (do inglés Enhanced Permeability and

Retention)

FACS: Citometria de Fluxo (do inglés Fluorescence-activated Cell Sorting)

FISH: Hibridacéo in situ Fluorescente (do inglés Fluorescence in situ Hybridization)
GAG: Glicosaminoglicanos (do inglés Glycosaminoglycan)

GMP: Boas Préticas de Fabrico (do inglés Good Manufacturing Practice)

GvHD: Doenca do Enxerto contra o Hospedeiro (do inglés Graft versus Host Disease)
GvL.: Enxerto contra Leucemia (do inglés Graft versus Leukemia)

HGF: Fator de Crescimento de Hepatdcitos (do inglés Hepatocyte Growth Factor)
HIF: Fator Induzido por Hipoxia (do inglés Hypoxia-inducible Factor)

HLA: Antigénio Leucocitario Humano (do inglés Human Leukocyte Antigen)

hMSC: Células Estromais Mesenquimais Humanas (do inglés Human Mesenchymal
Stromal Cells)

HSC: Células Estaminais Hematopoiéticas (do inglés Hematopoietic Stem Cells)
IDO: Indolamina 2,3-dioxigenase (do inglés Indoleamine 2,3-dioxygenase)

IFN: Interferdo (do inglés Interferon)

IGF: Fator de Crescimento do tipo Insulina (do inglés Insulin-like Growth Factor)

IL: Interleucina (do inglés Interleukin)
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IL-ra: Antagonista do Recetor de Interleucina (do inglés Interleukin Receptor

Antagonist)

JAM: Moléculas Juncionais de Adesdo (do inglés Junctional Adhesion Molecules)
MCP: Proteina Quimioatratora dos Mondcitos (do inglés Monocyte Chemotactic Protein)
MEM: Minimum Essential Eagle’s Medium

MHC: Complexo Major de Histocompatibilidade (do inglés Major Histocompatibility
Complex)

miRNA: Acido Ribonucleico Pequeno (do inglés Micro-Ribonucleic Acid)
MMP: Metaloproteinase da Matriz (do inglés Matrix Metalloproteinase)

MOG: Glicoproteina de Mielina dos Oligodendrécitos (do inglés Myelin
Oligodendrocyte Glycoprotein)

MS: Esclerose Multipla (do inglés Multiple Sclerosis)
MSC: Células Estromais Mesenquimais (do inglés Mesenchymal Stromal Cells)

MT1-MMP: Metaloproteinase da Matriz de Membrana de Tipo 1 (do inglés Membrane
type 1 Matrix Metalloproteinase)

NSC: Células Estaminais Neurais (do inglés Neural Stem Cells)
PD: Doenca de Parkinson (do inglés Parkinson Disease)

PDGF: Fator de Crescimento derivado de Plaquetas (do inglés Platelet-derived Growth

Factor)
PD-L: Ligando de Morte Celular Programada (do inglés Programmed Death Ligand)
Pdx: Pancreatic and Duodenal Homeobox

PECAM: Moléculas de Adesao das Células Endoteliais e Plaquetas (do inglés Platelet-

endothelial Cell-adhesion)
PG: Prostaglandina (do inglés Prostaglandin)
PGA: Acido Poliglicélico (do inglés Polyglycolic acid)

PLA: Acido Polilactico (do inglés Polylactic acid)
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PLCL.: Poli(L-lactico-co-g-caprolactona) (do inglés Poly(L-lactide-co-e-caprolactone))

PLGA: Acido Poli(D,L-lactico-co-glicolico) (do inglés Poly(D,L-lactic-co-glycolic
acid))

RA: Artrite Reumatoide (do inglés Rhematoid Arthritis)

rCE: Carboxilesterase de Coelho (do inglés Rabbit Carboxylesterase)

SDF: Fator derivado das Células Estromais (do inglés Stromal Cell-derived Factor)
SN-38: 7-etil-10-hidroxicamptotecina (do inglés 7-ethyl-10-hydroxycamptothecin)
SOX: Sry-type HMG box

STNFR: Recetor Solavel do Fator de Necrose Tumoral (do inglés Soluble Tumor

Necrosis Factor Receptor)
TGF: Fator de Crescimento de Transformacéo (do inglés Transforming Growth Factor)
Th: Células T auxiliares (do inglés T helper), células CD4*

TIMP: Inibidor Tecidular da Metaloproteinase (do inglés Tissue Inhibitor of

Metalloproteinase)
TLR: recetor Toll-like (do inglés Toll-like receptor)
TNF: Fator de Necrose Tumoral (do inglés Tumor Necrosis Factor)

TRAIL: Ligando indutor de Apoptose relacionado com o Fator de Necrose Tumoral (do

inglés TNF-related Apoptosis-inducing Ligand)
Treg: Células T reguladoras (do inglés Regulatory T Cells), células CD4*CD25*.FoxP3

UC-MSC: Células Estromais Mesenquimais derivadas do Corddo Umbilical (do inglés

Umbilical Cord-derived Mesenchymal Stromal Cells)
VCAM: Molécula de Adesdo Vascular (do inglés Vascular Cell-adhesion Molecule)

VEGF: Fator de Crescimento Endotelial Vascular (do inglés Vascular Endothelial
Growth Factor)

VLA: Antigénio de Expressdo Tardia (do inglés Very Late Antigen)
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GLOSSARIO

Acesso Alargado (ensaios clinicos): disponibilizagdo de farmacos ou dispositivos
promissores, mas que ainda ndo provaram ser eficazes ou seguros, a doentes que correm

perigo de vida.

Alogénico: células de diferentes individuos da mesma espécie, isto €, o dador e o

recipiente sdo dois individuos distintos.
Angiogenese: formacdo de vasos sanguineos.

Autdlogo: células do préprio individuo, isto é, o dador e o recipiente s&0 0 mesmo

individuo.

Clonogeénico: capacidade de auto-renovacgdo de uma célula que ao se replicar pode dar

origem a coldnias geneticamente idénticas a si.

Criopreservacdo: conservacdo de material biolégico por congelacdo a baixas

temperaturas.
Haploidéntico: dador parcialmente compativel (50%).

Homing: fendmeno procedente da mobilizacdo, em que as MSC presentes na circulacao

sofrem migracéo através do endotélio.
Imunomodulacéo: modulacdo da resposta imunitéria do individuo.
Mobilizacao: saida das MSC do seu nicho para a circulacao.

Nicho: microambiente em que as células estaminais adultas residem, incluindo as células
e matriz extracelular circundantes, executando sinais que modulam a sua ativacdo ou

senescéncia.

Off-the-shelf: utilizacdo de células alogénicas de um dador universal, previamente

isoladas e prontas a utilizar.

Paracrino: acdo de moléculas bioativas nas células vizinhas a célula produtora das

mesmas.
Plasticidade: capacidade de diferenciacdo em diferentes linhagens.

Singénico: células de um irmédo gémeo, isto €, o dador partilha o gendtipo do recipiente.
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Unidades Formadoras de Colénias de Fibroblastos: MSC indiferenciadas em cultura,

isto é, que ainda ndo sofreram inducéo em linhagens especificas.

Xenogenico: celulas de diferentes espécies.
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Capitulo 1 — Introducao

CAPITULO 1 - INTRODUCAO

Ao longo da monografia serdo discutidos 0s aspetos mais relevantes no campo das Células
Estromais Mesenquimais (MSC), com foco principal nos potenciais mecanismos pelos
quais estas se guiam para exercer o seu efeito terapéutico. A par com as suas propriedades
serdo também ilustrados diversos exemplos, dando prevaléncia principalmente aos
estudos publicados nos ultimos 2 anos, os quais revelam o estado atual da aplicacdo destas
células em diferentes patologias. Por Gltimo, as perspetivas futuras também serdo parte
integrante na defini¢cdo das MSC como agentes terapéuticos.

Enquadramento Historico
As MSC foram descobertas pela primeira vez em 1968 por Friedenstein e colaboradores

como uma populacdo de células da medula 6ssea, aderentes ao substrato e semelhantes a
fibroblastos, com propriedades clonogénicas in vitro e in vivo (R. C. Zhao, 2013) e
capacidade de regeneragdo do 0sso e suporte a hematopoiese (Hematti & Keating, 2013).
Estas celulas foram inicialmente definidas como unidades formadoras de colonias de
fibroblastos (CFU-F) e mais tarde como células estaminais mesenquimais, uma vez que
demonstraram ter capacidade de se diferenciar e mediar o turnover e regeneracdo de 0sso

e cartilagem (Caplan, 1991).

O primeiro ensaio clinico foi realizado em 1995, o qual demonstrou a seguranca do
transplante de MSC autélogas (Sensebé, Gadelorge, & Fleury-Cappellesso, 2013; Shihua
Wang, Qu, & Zhao, 2012), e, anos mais tarde, estas foram aplicadas pela primeira vez em
associacao com biomateriais para reconstrucdo de defeitos dsseos (Quarto et al., 2001).
A par com estes acontecimentos fulcrais, Pittenger e colaboradores (1999) demonstraram
efetivamente a capacidade de diferenciacdo das MSC nas linhagens osteogénica,
condrogénica e adipogénica e até hoje, embora esta propriedade suscite alguma
controvérsia, diversos ensaios validaram a capacidade de diferenciagdo destas células em
neurdnios (Kopen, Prockop, & Phinney, 1999), células epiteliais da retina (Arnhold,
Absenger, Klein, Addicks, & Schraermeyer, 2007), da pele (Nakagawa, Akita, Fukui,
Fujii, & Akino, 2005) e do rim (Morigi et al., 2004), entre outros.

Caracterizagdo das MSC
O carecer de uma definicdo geral das caracteristicas das MSC deu aso a crescente

dificuldade na comparagdo de resultados clinicos entre diferentes investigadores que

recorrem a diferentes metodologias de recolha, isolamento e diferenciacéo destas células.
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Células Estromais Mesenquimais (MSC) como Agentes Terapéuticos

Deste modo, em 2006, o Mesenchymal and Tissue Stem Cell Committe da International
Society for Cell Therapy propds trés critérios minimos para definir as MSC humanas
(hMSC), nomeadamente, (1) a aderéncia ao plastico quando em condi¢fes padronizadas
de cultura; (2) a expressao dos marcadores de superficie CD105, CD73 e CD90 e a
auséncia de expressao dos marcadores de linhagem hematopoiética e endotelial CD45,
CD34, CD14 ou CDI11b, CD79a ou CD19 e HLA de classe Il, determinados por
citometria de fluxo (FACS); e (3) a capacidade de diferenciacdo em osteoblastos,
adipdcitos e condroblastos em condicGes padronizadas in vitro (Dominici et al., 2006).
No entanto, estes critérios ndo sdo validos na maioria das situacdes, uma vez que estas
células apresentam diversas variacGes dependendo das condicGes de cultura (Augello,
Kurth, & De Bari, 2010), do tecido e espécie de origem (Keating, 2012), entre outros.

O termo “células estaminais mesenquimais” foi considerado impreciso e traigoeiro e
como tal foi proposta uma nova terminologia para as MSC cultivadas ex vivo,
nomeadamente “células estromais mesenquimais multipotentes”. Para serem células
estaminais, 0os progenitores necessitariam, para além de apresentar um potencial de
diferenciacdo multilinhagem e regenerativo de tecidos, de apresentar capacidade de auto-
renovacdo a longo prazo, propriedade a qual é questionavel nestas células (Horwitz et al.,
2005).

Atualmente, as MSC sdo definidas como um fendémeno in vitro (Augello et al., 2010;
Keating, 2012), ainda ndo tendo sido identificada a sua localizacdo especifica in vivo
devido a auséncia de marcadores especificos. Contudo, sabe-se que quando manipuladas
ex vivo sofrem rearranjos fenotipicos, perdendo ou adquirindo marcadores de superficie,
potencialmente induzidos pela alteracdo do microambiente em que estas células se
encontram no organismo (Augello et al., 2010). Revela-se assim essencial a realizacdo de
estudos in vivo com MSC enddgenas para uma correta caracterizacdo das suas

propriedades e func¢des bioldgicas (Keating, 2012).

Origem e Isolamento
As MSC sdo células originarias da mesoderme, o folheto mediano das trés camadas

germinativas (Salem & Thiemermann, 2010), tendo sido inicialmente isoladas da medula
Ossea de adultos (Pittenger et al., 1999) e entdo encontradas nos compartimentos
perivasculares do corddo umbilical (Hass, Kasper, Bohm, & Jacobs, 2011), placenta (In
’t Anker et al., 2004) e figado fetal (Campagnoli et al., 2001), pulmdes (Griffiths, Bonnet,
& Janes, 2005), tecido adiposo (Rodriguez, Elabd, Amri, Ailhaud, & Dani, 2005), sangue
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Capitulo 1 — Introducao

periférico (Tondreau et al., 2005) e polpa dentaria (Gronthos, Mankani, Brahim, Robey,
& Shi, 2000), entre outros. Tendo em conta que a fonte ideal de MSC para fins
terapéuticos devera ser de facil acesso e com possibilidade de rapida expansdo em cultura
(Jung, Panchalingam, Rosenberg, & Behie, 2012), estes Gltimos tecidos adultos, a par
com os tecidos de origem embrionéria quando disponiveis, constituem uma alternativa
viavel a medula 6ssea, embora possam apresentar fungdes, expressdo de marcadores de

superficie ou potenciais de proliferacdo e diferenciacéo distintos (Tabela 1).

Tabela 1: Comparacao entre os principais tecidos fonte de MSC.

BM-MSC AT-MSC UC-MSC P-MSC Referéncias
CD105,CD73 e =BM-MSC
CD90, CD45, CD34 =BM-MSC SSEA-1, SSEA-
, CD45, LD34, =BM-M *
d'\gizcaedr‘f’irceise CD140uCD11b,  STRO-I° CD1456C 4, Oct4 e Nanog
P CD7%0uCD19¢ 1 CDI46 f 1 CD49d, CD10
HLA classe Il e CD56 (Hass et al.,
- - N 2011,
Colheita > capacidade >expansdo e \/iswanathan
simples e proliferativa enxerto etal. 2014-
PP segura, ! '
Vantagens Pioneiro; obtencdode  Colheita ndo invasiva, sem questdes Weyand,
Colheita segura grandes éticas, > capacidade proliferativain  Pominici,
quantidades de vitro, obtencdo de grandes HgsskJacobs,
MSC quantidades de MSC 202;%‘)”’
Desvantadens Colheita invasiva e < Populagédo Em Dificil obtencio
g quantidade de MSC heterogénea  desenvolvimento ¢
Aplicacdes AA, GvHD, DM, GvHD, CLI, AA, Colite,
(exemplos) OA, PD, SCI MS GvHD, DM AA, DM, AVC

Legenda: 1, Maior expressio; |, Menor expressdo; >, Maior; <, Menor; BM, Medula Ossea; AT, Tecido
Adiposo; UC, Corddo Umbilical; P, Placenta; AA, Anemia Aplastica; GvHD, Doenga do Enxerto contra o
Hospedeiro; DM, Diabetes Mellitus; OA, Osteoartrite; PD, Doenga de Parkinson; SCI, Lesdo da Medula
Espinhal; CLI, Isquemia Critica dos Membros; MS, Esclerose Multipla; AVC, Acidente Vascular Cerebral.

A cultura das MSC é geralmente realizada nos meios basais Dulbecco’s modified Eagle’s
Medium (DMEM) com baixo teor em glucose e a-modified Minimum Essential Eagle’s
Medium (a-MEM) com ou sem fatores de crescimento (Ayatollahi et al., 2012; Chase,
Lakshmipathy, Solchaga, Rao, & Vemuri, 2010). A dose usualmente necessaria para
investigacdo ou utilizagdo terapéutica é de, no minimo, 10° MSC por Kg do doente adulto.
Porém este tipo de células apenas esta presente numa frequéncia de 1:10* (corddo
umbilical) a 1:10° (medula 6ssea adulta), dependendo da idade do dador, condicdes de
cultura e fonte das células, tornando assim imprescindivel a sua expansdo apds isolamento
(Jungetal., 2012; Sarugaser, Hanoun, Keating, Stanford, & Davies, 2009; Y. Wang, Han,
& Song, 2012). Contudo estes meios tém de ser habitualmente suplementados com 10-

20% de soro fetal bovino, um produto xenogénico que transporta diversos riscos, tendo
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sido propostos métodos alternativos como meios humanizados que utilizam soro de
origem humana, porém, também estes ndo estdo isentos de limita¢cfes. Como tal, existem
ja diversos estudos em curso para o desenvolvimento de meios de cultura sem soro, com
propriedades e composicdo definidas que permitam a estabilidade genética das células.
No entanto, ainda nenhum destes meios se adequa a aplicacéo clinica (Chase et al., 2010;
Jung et al., 2012; Sensebé et al., 2013; Y. Wang et al., 2012).

Criopreservacao e Banco de Células
O estudo das MSC em ensaios clinicos é realizado recorrendo principalmente a produtos

criopreservados e armazenados, 0s quais sdo descongelados e administrados ao doente no
espaco de poucas horas (Galipeau, 2013). Diversos estudos comprovam a criopreservagao
de MSC de diversas fontes, como tecido adiposo, polpa dentaria, medula 6ssea (Davies,
Smith, Cooper, Shelton, & Scheven, 2014), corddo umbilical (Chatzistamatiou et al.,
2014; Polchow et al., 2012) e placenta (Y. Wang et al., 2012), entre outros, e, embora o
banco de células e a sua criopreservacao confiram uma oportunidade Unica a sua aplicacao

clinica, ainda estdo associados a diversas limitacdes.

A capacidade das MSC em sobreviver a um armazenamento a longo prazo e manter as
suas caracteristicas fenotipicas mediante congelamento constituem fatores criticos para
futura utilizacdo terapéutica. Desta forma, sdo geralmente utilizadas substancias
crioprotetoras potencialmente toxicas, como o dimetilsulféxido (DMSO) (Davies et al.,
2014; Ock & Rho, 2011), que véo prevenir a formacéo de cristais durante o processo de
congelamento (Davies et al., 2014). Adicionalmente, a maioria dos protocolos de
criopreservacao incluem proteinas do soro de origem animal e, embora estes meios sejam
posteriormente eliminados num processo de lavagem, qualquer residuo que permaneca

pode originar reacdes adversas (Thirumala, Goebel, & Woods, 2009).

Os efeitos da criopreservacdo nestas células, abordados em diversos estudos, sdo dificeis
de comparar entre si, uma vez que estas células podem ser isoladas de diferentes tecidos
e ainda armazenadas por periodos de tempo variados entre protocolos (Davies et al.,
2014). Deste modo, é essencial a padronizacao de protocolos concordantes com as Boas
Préaticas de Fabrico (GMP) que permitam a producéo de produtos celulares a larga escala
a par com a avaliacdo da sua qualidade e seguranca antes da sua utilizagdo na prética

clinica.
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CAPITULO 2 — MECANISMOS E PROPRIEDADES DAS MSC

Inicialmente considerava-se a diferenciagdo como o mecanismo de acdo terapéutica das
MSC, contudo, diversos estudos verificaram que este fendmeno néo seria preponderante
as suas funcgdes. Foi proposto um mecanismo alternativo baseado na promocdo dos
mecanismos de reparacdo enddgenos em Varios tecidos, por meio de estimulos paracrinos
e dinamicos que levariam a criacdo de um microambiente na lesdo (Casiraghi, Remuzzi,
Abbate, & Perico, 2013; Jung et al., 2012; Parekkadan & Milwid, 2010). Desta forma,
com excecdo a nivel da reparacdo 6ssea onde as MSC se diferenciam diretamente em
osteoblastos e condracitos (Allan & Strunk, 2011), foi sugerido que estas células atuariam
pela libertacdo de moléculas bioativas que poderdo deter diferentes funcdes (Figura 1),
nomeadamente, acdo de suporte na hematopoiese e angiogénese, acdo anti-inflamatoria,
anti-fibrotica, anti-apoptética, quimiotatica ou imunomoduladora (Allan & Strunk, 2011;
Gebler, Zabel, & Seliger, 2012).
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Figura 1: Exemplos de fatores mediadores da estimulacédo paracrina pelas MSC e suas funcdes.
Aquando da lesdo, a libertacdo de diferentes moléculas bioativas pelas MSC, como IDO, IGF, VEGF, entre
outras, constitui o principal mecanismo de agdo terapéutica destas células. IDO, Indolamina 2,3-
dioxigenase; IGF, Fator de Crescimento do tipo Insulina; VEGF, Fator de Crescimento Endotelial Vascular
(Adaptado com modificacdes de Meirelles, L. D. S., Fontes, A. M., Covas, D. T., & Caplan, A. I. (2009).
Mechanisms involved in the therapeutic properties of mesenchymal stem cells. Cytokine & Growth Factor
Reviews, 20, 419-27. doi:10.1016/j.cytogfr.2009.10.002).
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Apesar de se reconhecerem as propriedades imunomoduladora e regenerativa das MSC,
ainda n&o foi possivel concretizar ensaios clinicos, persistindo assim diversas falhas na
avaliacdo do seu potencial terapéutico (Parekkadan & Milwid, 2010). Deste modo, sera
necessario utilizar modelos de doenca em animais filogeneticamente semelhantes aos
humanos, de forma a determinar previamente o mecanismo biologico por detras das suas

acOes terapéuticas (Bernardo, Pagliara, & Locatelli, 2012).

Propriedades Imunomoduladoras
O interesse inicial nas MSC baseava-se na sua aplicacdo terapéutica em regeneracao

celular, contudo, verificou-se que ndo se desenvolvia rejeicdo aquando do transplante
alogénico ou autologo destas células (Parekkadan & Milwid, 2010; Yagi et al., 2010).
Esta descoberta abriu portas a determinacdo dos potenciais mecanismos por detrds desta
acdo e, embora ainda ndo completamente definidos, verificou-se que as MSC
provenientes de diversos tecidos de origem (Krampera, 2011) também modulavam as

células do sistema imunitario e enddcrino.

Primeiramente, é necessario ressalvar que a migracdo (Yagi et al., 2010), a acdo
imunomoduladora e a proliferacdo e diferenciacdo das MSC sd@o controladas pela
expressao de recetores Toll-like (TLR) na sua superficie. Estes recetores reconhecem
moléculas patogénicas ou sinais enddgenos potencialmente perigosos e estdo envolvidos
na inducdo das respostas inata e adaptativa. Pode dar-se especial relevancia ao TLR-3,
ativo em condicdes inflamatdrias como imunossupressor — por estimulacéo da libertacao
de CCL5, CCL10, IL-4, IL-10, antagonista do recetor de IL-1 (IL-1ra), indolamina 2,3-
dioxigenase (IDO) ou prostaglandina E2 (PGE2) — e ao TLR-4, como pré-inflamatério
na auséncia de fatores inflamatoérios — por estimulacdo da libertacdo de IL-6 e IL-8, do
ligando indutor de apoptose relacionado com o fator de necrose tumoral (TRAIL) ou do
fator de crescimento de transformagdo B (TGF-B) (Figueroa, Carrién, Villanueva, &
Khoury, 2012; Krampera, 2011).

A acdo imunomoduladora passa principalmente pela secrecdo de diversas moléculas
bioativas (Kuhn & Tuan, 2010; Parekkadan & Milwid, 2010; Shihua Wang et al., 2012)
e pela interacdo entre as MSC e as células alvo (Haddad, 2011). Esta interacdo ¢ mediada
por moléculas de adesdo, nomeadamente por interagédo do ligando B7-H1 (PD-L1) com o
recetor de morte celular programada 1 (PD-1). Contudo, como demonstrado na Figura 2,
esta acdo ndo e constitutiva, uma vez que tem de ser precedida por uma ativacgao pelos

linfdcitos T. Estes linfocitos sdo por sua vez ativados pela secrecdo de IFN-y (Christensen
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et al., 2010) acompanhado ou ndo do fator de necrose tumoral alfa (TNFa), IL-1a € IL-
1B aquando de uma condi¢ao inflamatoria (Ghannam, Bouffi, Djouad, Jorgensen, & Noél,
2010; Haddad, 2011; Hematti & Keating, 2013; Krampera, 2011). Deste modo, a
polarizacdo das MSC num fendtipo imunomodulador estara particularmente favorecida
em doencas autoimunes (Dazzi & Krampera, 2011; S. K. Kang, Shin, Ko, Jo, & Ra,
2012).

Ativacdo das MSC em condicdes inflamatorias

Afivagao

Tecido celular

\ Macrofagos

Figura 2: Ativacao das MSC em condicdes inflamatdrias. As MSC inativas sdo recrutadas ao local de
lesdo, onde sofrem ativagdo mediada pela secrecdo dos fatores IFN-y, pelos linfocitos T, e TNFa, IL-1a e
IL-1B, pelos mondcitos, permitindo posterior agdo reparadora ou imunomoduladora (Adaptado com
modifica¢Oes de Shi et al. 2010).

A tolerancia imunitaria as MSC parece derivar do seu carater hipoimunogénico, uma vez
que h& uma caréncia na expressdo do complexo major de histocompatibilidade de classe
I (MHC-I) e auséncia de expressdo de moléculas MHC-II ou outras co-estimuladoras,
como CD40, CD80 e CD86 (Hoogduijn et al., 2010; Salem & Thiemermann, 2010; R. C.
Zhao, 2013). Contudo, sob condicbes especificas, como uma infecdo, ha expressao de
MHC-II devido a prevaléncia de baixas concentracdes de IFN-y. A acdo das MSC nas
células T depende assim da dose desta citoquina. Em baixas concentra¢des, as MSC
comportar-se-do como células apresentadoras de antigénios (APC), o que ativa as células
T que, por sua vez, produzirdo IFN-y. Estas condi¢Bes sdo propicias a imunossupressao,
uma vez que ha a diminuigéo da expressdo de MHC-I11, com subsequente diminui¢do do
comportamento APC, e um aumento de PD-L1, com subsequente inibigdo das células T
ativadas (Haddad, 2011; Hoogduijn et al., 2010; Krampera, 2011; Yagi et al., 2010).
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A acdo das MSC nas células T ¢é independente do MHC e néo se baseia na apoptose mas
sim na inducdo da anergia destas células por inibicdo da sua proliferacdo mediada por
antigénios, anticorpos ou mitogenios (Gebler et al., 2012; Haddad, 2011). Deste modo, a
sua propriedade passa pela estimulacéo do seu fenotipo anti-inflamatério. A promocao da
diferenciacdo das células T1 auxiliares (Thl ou T naive) em Th2 e a estimulacdo das
células Th3 e células T reguladoras (Treg) originam um comportamento
imunomodulador. Também contribuem para esta propriedade a inibi¢do da proliferacéo e
citotoxicidade mediada pelos linfécitos T citotoxicos (CTL) e pelas células NK em
repouso (Chase & Vemuri, 2012; Ghannam et al., 2010). Por sua vez, a anergia celular
deriva da auséncia de expressao de moléculas co-estimuladoras, enquanto a inducdo das
células Treg depende tanto do contacto entre as células Th e as MSC como da libertacao
de fatores controladores da ativacdo, proliferacao e citotoxicidade das células T, como a
PGE2, TGF-B1, indolamina 2,3-dioxigenase (IDO), isoforma G do antigénio leucocitario
humano (HLA-G) e a molécula PD-L1 (Chase & Vemuri, 2012; Gebler et al., 2012).

As células B ativadas sdo controladas pela inibigdo da proliferacdo por aprisionamento
do ciclo celular em fase GO/G1l independentemente do contacto entre células.
Adicionalmente, a diferenciacdo destas células promovida pelas células dendriticas (DC)
também € inibida, com diminui¢do da producdo de imunoglobulinas e da secrecdo de
quimiocinas e fatores soltveis. Embora o contacto entre células ndo constitua um aspeto
indispensavel, detém capacidade de aumento da funcdo das MSC por interacdo entre o
ligando PD-L1 e o seu recetor PD-1 (Chase & Vemuri, 2012; Gebler et al., 2012; Haddad,
2011). Por ultimo, a atividade das células B esta grandemente dependente das células T
e, como tal, sera influenciado pela acdo inibidora das MSC sobre estas células (Haddad,
2011).

As células Natural Killer (NK) sofrem modulacdo pelo contacto direto com as MSC e
pela secre¢do dos fatores TGF-B, HLA-G e PGE2 pelas MSC. As MSC inibem a
proliferacdo induzida por IL-2 e IL-15 e a producéo de IFN-y, a par com a diminuicao da
citotoxicidade das células NK. Estas acGes ocorrem por meio da menor expressdo dos
recetores ativadores nestas ultimas e por libertacdo de IDO e PGE2. Todavia, verifica-se
que as células NK ativadas e em repouso tém capacidade de lise das MSC numa relacéo
inversamente proporcional a expressao de MHC-I nestas ultimas (Gebler et al., 2012;
Ghannam et al., 2010; Haddad, 2011). Deste modo, a incubac¢do das MSC com IFN-y
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podera oferecer protecdo neste campo devido a estimulagcdo, como visto anteriormente,
da expressdo de MHC-1 na superficie das MSC (Haddad, 2011).

As MSC atuam nos estagios iniciais da maturacdo das DC. A inibicdo da expressdo das
moléculas co-estimuladoras, com interferéncia na sua funcdo de APC, e a inibicdo da
diferenciacdo e maturacdo dos mondcitos e células hematopoéticas progenitoras CD34",
por secre¢do de IL-6 ou PGE2, geram um fenotipo de DC com baixa expressao de IL-12,
TNFa ¢ MHC-II e elevada expressdo de IL-1p e IL-10 (Gebler et al., 2012; Shi et al.,
2010; Yagi et al., 2010). Desta forma, o fenotipo maduro estara reduzido, enquanto o
imaturo prevalece, levando a um encaminhamento da resposta imune para a estimulacéo
de células Th2 em detrimento das células Thl. Adicionalmente, a inducdo da producédo
de IL-10 estimulara a producdo de células Treg, as quais por sua vez segregam TGF-f, o
qual também apresenta como fungdo a inducdo da angiogénese apds lesdo (Haddad,
2011).

De forma semelhante as anteriores, os macrofagos sdao modulados pelas MSC através da
libertacdo de PGE2, com estimulacdo do fendtipo M2, anti-inflamatorio e produtor de 1L-
10, em detrimento do fendtipo M1, pro-inflamatério e produtor de TNFa.
Subsequentemente, a capacidade de APC é alterada, uma vez que este fenoétipo leva a

diminuicdo da expressdo de MHC-I1 e CD86 pelos macrdfagos (Chase & Vemuri, 2012).

Os neutrofilos, na sequéncia da secrecdo de IL-6 pelas MSC, nao sofrem apoptose nem a
chamada explosao ou burst respiratério, uma vez que ha a inibicdo da sua producdo de
oxigénio reativo. Aquando do contacto com endotoxinas verifica-se a estimulacdo da
expressao dos recetores de quimiocinas e a mobilizacdo das MSC. Estas segregam PGE2,
que por sua vez estimulara a producdo de IL-10 pelos mondcitos e macréfagos, inibindo
subsequentemente a migracao dos neutrofilos e o stress oxidativo nos tecidos alvo (Chase
& Vemuri, 2012; Ghannam et al., 2010; Haddad, 2011).

A Tabela A em anexo relne as a¢Ges imunomoduladoras das MSC e alguns exemplos
para a sua aplicacdo. Demonstra ainda os principais fatores bioativos que estas libertam
e gue medeiam ou sdo mediados pelos fatores expressos pelas células do Sistema

Imunitario.

Recrutamento das MSC e Homing aos Tecidos Lesados
O fendmeno de homing pode ser precedido pela estimulacdo da mobilizacdo das MSC do

hospedeiro ou pela infusédo de MSC exdgenas (Karp & Leng Teo, 2009). Esta ltima pode
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ser realizada quer por administracdo direta no tecido-alvo, em que as variaveis a ter em
conta constituem a proliferacdo e diferenciagdo das células, quer por administracdo
sistémica (administracdo intravenosa, intraperitoneal, intra-arterial ou intracardiaca), a
qual apresenta uma variavel adicional, uma vez que as células ainda necessitam de sofrer

o fendmeno de homing para atingir o tecido lesado (Z.-J. Liu, Zhuge, & Velazquez, 2009).

Quando a infusdo sistémica das MSC se realiza num individuo saudavel, estas células
alojam-se preferencialmente nos vasos sanguineos dos pulmdes, figado, bago e 0sso e em
menor extensdo nos restantes 6rgdos. Todavia, em condi¢es de lesdo tecidular ou
formacéo tumoral, estas células exibem tropismo e, como tal, sdo redirecionadas para
esses locais (Casiraghi et al., 2013; Roisin M Dwyer, Khan, Barry, O’Brien, & Kerin,
2010; Jung et al., 2012; S. K. Kang et al., 2012; Karp & Leng Teo, 2009). Embora a
distribuicdo por outros érgdos e tecidos seja menor, é necessario controlar nao apenas a
localizagdo inicial das MSC como também a localizacdo algum tempo apos a infusdo
(Karp & Leng Teo, 2009).

Os mecanismos por detras deste processo in vivo carecem de confirmacao e os estudos a
ser realizados neste campo procuram avaliar os potenciais fendbmenos que possam ocorrer
relativamente ao homing dos leucdcitos e das células estaminais hematopoiéticas (HSC)
(Chase & Vemuri, 2012; Z.-J. Liu et al., 2009; Salem & Thiemermann, 2010). No entanto,
alguns autores sugerem que as MSC podem néo exibir exatamente 0 mesmo tipo de
mecanismo que as HSC. As MSC apresentam maiores dimensfes que estas ultimas e,
como tal, a par com o homing ativo classico, podem atingir o tecido alvo por homing
passivo (Allan & Strunk, 2011; Chase & Vemuri, 2012; Karp & Leng Teo, 2009).

A cultura in vitro destas células resulta no aumento do seu tamanho e, como tal, podera
verificar-se o seu aprisionamento em pequenos capilares. Havera assim uma alteracdo do
seu fluxo sanguineo com diminuicdo da velocidade das MSC e subsequente translocagédo
passiva pelo endotélio. Desta forma, 0 homing passivo € funcdo do tamanho das células
e da sua deformabilidade, ao contrério da sua outra variante, a qual apresenta um
mecanismo semelhante a transmigracdo endotelial dos leucécitos (Allan & Strunk, 2011;

Chase & Vemuri, 2012; Karp & Leng Teo, 2009), conforme ilustrado na Figura 3.
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Figura 3: Modelo simplificado de homing passivo comparativamente ao homing ativo. A desaceleracéo
e a adesdo (A) passivas das MSC devem-se ao seu elevado tamanho e consequentes interacoes fisicas com
o endotélio, levando a uma diminuicdo do fluxo sanguineo. Pelo contrario, no fenémeno ativo, as MSC
acopladas ao endotélio atravessam facilmente os capilares sem alteracdo do fluxo. A extravasdo (B) por
translocacéo passiva ocorre a nivel dos capilares e o seu destino é ainda incerto, enquanto o fenémeno ativo
ocorre a nivel das vénulas e esta dependente de diversas moléculas (Adaptado com modificacdes de Karp
& Leng Teo, 2009).

Durante a inflamagéo, o recrutamento das MSC ocorre segundo uma cascata de eventos
coordenados. Sao inicialmente libertadas citoquinas, quimiocinas e fatores de
crescimento no local da lesdo, sinalizando a necessidade de acdo das MSC, as quais
apresentam recetores de superficie capazes de as reconhecer (Chase & Vemuri, 2012). O
primeiro passo é entdo a mobilizacdo, ou seja, a estimulacdo da saida das MSC do seu
nicho por moléculas quimioatratoras, como o fator lo derivado das células estromais
(SDF-1a ou quimiocina CXCL12) que interage com o recetor de superficie CXCR4 das
MSC. Esta quimiocina, produzida pelas células estromais da medula 6ssea, apresenta uma
expressdo aumentada aquando do contacto com TNFa ou IL-1 e exerce o recrutamento
dos leucdcitos a lesdo, apresentando também um papel preponderante na migracao das
MSC administradas por via sistémica (Z.-J. Liu et al., 2009; Salem & Thiemermann,
2010). Adicionalmente, embora em menor extensdo, também foi documentado um
possivel efeito sinérgico entre a quimiocina SDF-la e o fator de crescimento de
hepatécitos (HGF) no direcionamento das MSC ao tecido alvo (Chase & Vemuri, 2012;
Rajasekhar, 2009) e o aumento do recrutamento e migracdo destas células mediante
interacdo dos eixos CCL21/CCR7 (Salem & Thiemermann, 2010) e CX3CL/CX3CR1
(Yagi et al., 2010).

As células endoteliais, por estimulacdo pelas citoquinas inflamatorias, expressam acido
hialurdnico, ligandos de integrinas, como a molécula de adesdo celular vascular 1
(VCAM-1), e seletinas E e P, que por sua vez originam, entre outros, o residuo CD44
(Baaten, Tinoco, Chen, & Bradley, 2012; Chase & Vemuri, 2012; Salem &
Thiemermann, 2010). Assim, como verificado na Figura 5, ao atingirem o tecido alvo, as

MSC ligam-se as células endoteliais pela seletina P, atrasando o fluxo das primeiras e
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permitindo o subsequente fendmeno de rolling e adeséo as células endoteliais, mediados
pela interacdo da molécula VCAM-1 com o antigénio de expresséo tardia 4 (VLA-4 ou
integrina 04f1), que constitui uma molécula de adesdo expressa nas MSC (Allan &
Strunk, 2011; Z.-J. Liu et al., 2009; Salem & Thiemermann, 2010). Por altimo, resta a
migracao transendotelial em gue 0o mecanismo ainda esta por esclarecer, porém algumas
hipo6teses tém sido propostas. A extravasdo das MSC da circulagdo para os tecidos sera
mediada pela degradacdo da camada endotelial a nivel enziméatico, nomeadamente por
proteinases como a metaloproteinase da matriz 2 (MMP-2), MMP de membrana de tipo
1 (MT1-MMP) e inibidores tecidulares da metaloproteinase 1 e 2 (TIMP-1 e TIMP-2)
(Allan & Strunk, 2011; Karp & Leng Teo, 2009; Salem & Thiemermann, 2010), a par
com o emprego de moléculas juncionais de adesdo (JAM), caderinas e moléculas de
adesdo das células endoteliais e plaquetas (PECAM-1/CD31) (Salem & Thiemermann,
2010). Todavia, € de notar que todos 0s mecanismos propostos apenas foram
comprovados in vitro e, como tal, é necesséria a realizacdo de novos estudos in vivo de

forma a preencher a falha deixada pelos estudos anteriores.
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Figura 4: Fenémeno de homing ativo das MSC. Aquando da lesdo verifica-se a libertacéo de citoquinas
e subsequente estimulacdo da expressdo das seletinas P e E nas células endoteliais, 0 que promove a
interacdo das MSC com as células endoteliais, com posterior adesdo das mesmas ao endotélio por interagéo
VLA-4/\VCAM-1. A transmigracdo poderd ser entdo mediada por ativagdo de moléculas como as JAM, as
caderinas, o PECAM-1/CD31 ou mesmo por proteinases (ndo demonstrado). VLA-4, Antigénio de
Expresséo Tardia 4; VCAM-1, Molécula de Adesdo Vascular 1; JAM, Moléculas Juncionais de Adesao;
PECAM, Moléculas de Adesdo das Células Endoteliais e Plaquetas (Adaptado com modificagdes de Baaten
etal., 2012).

A expressdo do recetor CXCR4, de elevada importancia no processo de homing, é
estimulada na medula éssea e em tecidos isquémicos, contudo, mediante cultura in vitro,

ndo ha expressédo deste recetor na superficie das MSC. Este facto indica a necessidade de
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adotar estratégias de modulacdo do microambiente inflamatorio para melhorar o homing
e subsequente remocédo das células danificadas, com aumento da taxa de regeneracao.
Determinou-se assim que a estimulagdo por citoquinas, por submissdo destas células a
condicdes prévias de hipoxia, que estimula a producdo de MMP, e pela criacdo de um
ambiente isquémico, que estimula a producdo de CXCR4, levam ao aumento da
mobilidade e migracdo destas células. Outras estratégias consistem na (1) modulacgéo da
quimiotaxia ao local da lesdo, como por exemplo através da estimulacdo da expressdo dos
recetores nucleares Nur77 e Nurl, presentes em grande quantidade aquando da migracao
(S. K. Kang et al., 2012), ou através da utilizacao de vetores que sobrexpressam recetores
CXCR4 (W. Chenetal., 2012; S. K. Kang et al., 2012; Karp & Leng Teo, 2009); e na (2)
modulacdo das barreiras fisioldgicas, recorrendo a associacdo das MSC com heparina,
uma vez que este composto anticoagulante promove o desimpedimento da vasculatura
para livre passagem das células e evita ainda a sua acumulacdo no pulmao (S. K. Kang et
al., 2012). Alternativamente a terapéutica genética, repleta de questdes de seguranca,
poderdo utilizar-se técnicas enzimaticas pela geracdo de compostos de superficie celular
gue modulam a mobilizacdo. Como exemplo temos a alteracdo da glicoforma nativa da
molécula CD44 que gera locais de ligacdo para a seletina E, molécula a qual é
grandemente expressa na medula 6ssea e, como tal, induz o enxerto das MSC no 0sso
(Allan & Strunk, 2011; S. K. Kang et al., 2012; Z.-J. Liu et al., 2009).

O tropismo das MSC aos tecidos lesados representa uma mais-valia a nivel clinico,
permitindo direcionar terapéuticas, como por exemplo, o uso das MSC como células
transportadoras de farmacos. Esta propriedade permitira a administragcdo sistémica em
detrimento da local e, como tal, tornara a terapéutica menos invasiva. Todavia, atualmente
ainda se desconhece a localizacdo e fenotipo exatos das MSC, o que as coloca num
empasse. Por outro lado, ja& foram criadas diversas abordagens que permitem o
aperfeicoamento desta caracteristica enquanto o verdadeiro mecanismo nao é descoberto,

como se poderd verificar no capitulo seguinte.

Seguranca e Potenciais Riscos na Utilizacdo das MSC
Embora os efeitos imunossupressores das MSC detenham um papel positivo na

regeneracdo tecidular, ndo se pode descartar a hipdtese de formacdo tumoral a longo prazo
apos a expansdo excessiva destas células. A sua manipulacdo ex vivo e subsequente
transplante levam a uma inibigdo da imunovigilancia, essencial a prote¢do do organismo

contra agentes externos, e, mais importante, ao aumento da probabilidade de
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transformacéo das celulas (Barkholt et al., 2013; Jung et al., 2012; Parekkadan & Milwid,
2010).

Fisiologicamente, os tumores estdo inseridos num nicho ou no chamado estroma tumoral,
composto por fibroblastos, vasos sanguineos e células do sistema imunitario infiltrativas
(Casiraghi et al., 2013). Estes estimulam a migracdo e invasdo das MSC através da
libertacdo de quimiocinas, como por exemplo a proteina quimioatratora dos mondcitos 1
(MCP-1) responsavel pelo cancro da mama (R M Dwyer et al., 2007), ou de fatores de
crescimento, como o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) expresso em
gliomas (Z. Gao, Cheng, Xue, & Liu, 2012). Sabendo que uma das possiveis formas de
atuacdo destas células na tumorigénese se baseia no seu efeito anti-inflamatério e
imunomodulador (Casiraghi et al., 2013; Wong, 2011), foi proposto que as MSC exibem
um fendtipo fibroblastico. Desta forma, poderiam integrar um tumor pré-existente e
subsequentemente estimular o seu crescimento, por estimulacdo da neoangiogénese e
imunossupressao, sobrevivéncia e metastizagédo (Figura 5) (Casiraghi et al., 2013; Roisin
M Dwyer et al., 2010; Parekkadan & Milwid, 2010; Wong, 2011). Esta questdo
permanece em aberto, ndo havendo evidéncia de qualquer aumento ou diminuicdo do
crescimento tumoral mediado pelas MSC. A tomada de decisdo sobre a administracdo
destas células é assim baseada na avaliacdo do réacio de beneficio e risco especificos a
cada doente (Barkholt et al., 2013; Casiraghi et al., 2013).

Células Estromais Mesenquimais Direto g Indireto  Células Estromais Mesenquimais

Efeito Efeito Interagdes com  Secregio de
anfi-apoptose & inmossupressor o estroma  moléculas bioativas
-t r pro-proliferativo ‘ tumoral

Transformag3o maligna Transformac3o induzida

espontinea durante pelo estroma tumoral em por manipulagio genética
expansio iz Vitro fibroblastos associados |
a0 tumor 1

Transformacioe maligna

M f

Células Estromais Mesenquimais Cancerosas

Figura 5: Diferentes tipos de a¢es das MSC na formacéo tumoral. As MSC podem exercer 0s seus
efeitos diretamente por transformagdo maligna, derivada da extensiva expansdo in vitro, manipulacdo
genética ou por interagdo com o estroma tumoral, ou indiretamente via imunomodulacdo, efeito anti-
apoptose ou secretor de moléculas bioativas (Adaptado com modificacdes de Wong, 2011).

As MSC apresentam algumas parecencas com as células tumorais, uma vez que séo
células resistentes a apoptose, com tempo de sobrevivéncia prolongado e capacidade de

replicacdo por longos periodos de tempo (Y. Wang et al., 2012). A curto prazo néo foram
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registadas quaisquer reacOes adversas aquando da administracdo destas células
(Parekkadan & Milwid, 2010). Todavia, a expansdo em cultura a longo termo transporta
diversos riscos, uma vez que altera a capacidade proliferativa das MSC, o seu potencial
diferenciativo e a sua atividade tréfica (S. K. Kang et al., 2012). Desta forma, a segunda
e mais preocupante forma de atuacdo pauta-se pela transformacdo maligna, em que esta
deriva de uma alteracdo do estado de senescéncia das MSC com subsequente
imortalizacdo das células. O estado de senescéncia é atingido apos diversas passagens e
¢ caracterizado pela cessacdo do crescimento e diminuicdo da diferenciacdo por
aprisionamento em fase GO/G1 do ciclo celular. A sua alteracdo procede de uma
instabilidade genética e baseia-se na estimulagdo da telomerase, enzima a qual impede o
encurtamento dos telémeros dos cromossomas. Adicionalmente, a estimulacdo de
oncogenes (ex. myc e ras) e a inibicdo dos genes supressores de tumor (ex. p53 e pRB)
induzem a imortalizacdo das células apos estas atravessarem a fase de crise, fase a qual
se caracteriza por uma extensa apoptose (Casiraghi et al., 2013; Sensebé et al., 2013).
Embora poucas consigam superar este processo e as aberragcbes cromossoémicas
geralmente estejam associadas ao decréscimo da taxa de divisdo celular, ndo é possivel

afirmar com seguranca que estas células ndo poderdo sofrer transformacéo.

Diversos estudos verificam a acumulagdo de aneuploidias apds expansao das MSC in
vitro (Capelli et al., 2014; Tarte et al., 2010). Numa reunido de peritos organizada pela
Cell Products Working Party e pelo Comité de Terapias Avancadas foi, mais uma vez,
sugerida uma relacdo direta das aberragdes cromossémicas com o processo de cultura em
si ao invés de ser o doente o indutor das mesmas. Assim, foi proposta a realizagdo da
manipulacdo das MSC com recurso ao crescimento lento das células, isto é, com uma
baixa taxa de proliferacdo, e pouco tempo de expansdo, em que apenas 0 nimero minimo
de passagens é realizado, a par com medidas que ajudam a evitar a inducdo de stress no
microambiente (ex. hipoxia), para prevenir uma potencial transformacdo (Barkholt et al.,
2013).

Até a data ndo existem registos de qualquer formacao tumoral ap6s tratamento com MSC
e diversos estudos indicam que as MSC apresentam estabilidade genética e resisténcia a
transformacéo esponténea, o que aponta para a seguranca da sua utilizacdo (Casiraghi et
al., 2013; Sensebé et al., 2013; Y. Wang et al., 2012). Alguns estudos demonstraram que
as MSC poderéo exibir aberracbes cromossomicas e induzir a transformacao (Rgsland et

al., 2009; Rubio et al., 2005), contudo, mais recentemente, estes resultados foram
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refutados e atribuidos a contaminagdo exogena por células tumorais (de la Fuente,
Bernad, Garcia-Castro, Martin, & Cigudosa, 2010; Torsvik et al., 2010). Este desfecho
ilustra mais uma vez a auséncia de consisténcia entre protocolos de cultura utilizados por
diferentes laboratdrios. Surge desta forma a urgente necessidade de ado¢do de um método
pradonizado e do estabelecimento dos processos de acordo com as GMP, de modo a
diminuir a variabilidade e assim possibilitar a transposi¢cdo da producgdo laboratorial
destas celulas para uma producdo em grande escala.

Na Europa, as MSC sdo classificadas como Medicamentos de Terapia Avancada (ATMP)
e a sua producdo é regulada pelo Regulamento Europeu n.° 1394/2007, o qual incide sobre
a autorizacdo, supervisdo e requisitos técnicos a sua realizacdo (Sensebé et al., 2013).
Assim, de entre os restantes, pode citar-se a necessidade de realizagdo de controlos de
eficacia, por exemplo por testes de poténcia, e controlos de identidade e pureza, por
exemplo por anélise dos marcadores de superficie por FACS. Os controlos de seguranca
sdo 0s mais importantes e contam com testes de esterilidade, de acordo com o estipulado
na respetiva monografia da Farmacopeia Europeia, e testes de estabilidade genética, por
cariotipagem, a qual se adiciona a Hibridacdo Gendmica Comparativa (CGH) ou a
Hibridacdo in situ Fluorescente (FISH) caso haja detecdo de transformacdo maligna
(Barkholt et al., 2013; Sensebe et al., 2013).

De um ponto de vista geral, ndo existem estudos que permitam incidir sobre o potencial
efeito destas células a longo prazo. Embora a maioria dos ensaios tenha verificado uma
auséncia de transformacdo, nenhum apresentou o tempo e meios suficientes para que se
formule uma hipdtese definitiva. Desta forma, seria pertinente a instalagdo de programas
de vigilancia apo6s transplante ou infusdo das MSC em humanos, uma vez que, tal como
aquando da libertacdo de um farmaco no mercado, as condi¢des simuladas em laboratério

em ambiente controlado ndo cobrem todas as possibilidades e variaveis do “mundo real”.

Importancia das MSC na Engenharia Genética
Embora as MSC ja apresentem tropismo e grande potencial clinico, a sua a¢do ainda pode

ser potenciada e controlada com recurso a engenharia genética. Como demonstrado na
Figura 6, é possivel introduzir genes exogenos nas MSC, que posteriormente podem ser
reintroduzidas no individuo (Santos et al., 2011). Estes promovem a estimulacdo da
producdo de proteinas especificas, quer por aumento da agdo natural como por nova
expressdo pelas células nativas do produto de interesse (Ebrahimi & Lalvand, 2013;
Porada & Almeida-Porada, 2010). Neste &mbito, o principal objetivo consiste no controlo
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da taxa de libertagdo e da concentracdo do farmaco exclusivamente no tecido alvo,
atravessando facilmente membranas mas evitando a distribui¢éo por outros tecidos. Desta
forma, evita as reagBes sistémicas que se revestem de particular importancia na
terapéutica oncoldgica com agentes citostaticos ou citotoxicos (Santos et al., 2011; Todd,
Leroux, & Danilkovitch-miagkova, 2011). Esta abordagem, ao incitar as células do
doente a produzir e direcionar a entrega do agente terapéutico, incide tanto a nivel da
farmacocinética como da farmacodindmica do fa&rmaco e permite a entrada do mesmo na
célula quando o alvo é intracelular (Ebrahimi & Lalvand, 2013). As MSC podem ainda
contribuir para a acdo dos vetores transportadores do farmaco, uma vez que estes, por si
sO, ndo apresentam tropismo para os tecidos lesados e ndo conseguem escapar a resposta
imunitéria (Roisin M Dwyer et al., 2010).
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Figura 6: Administracio de transgenes mediada pelas MSC. Ao contrario da administracéo direta de
genes no doente (a), estes podem ser transferidos ex vivo nos veiculos que sdo introduzidos nas MSC (b).
As MSC isoladas sdo transfetadas com os genes de interesse previamente inseridos num veiculo viral ou
ndo viral. Seguidamente as MSC geneticamente modificadas sdo seletivamente expandidas e entdo
reintroduzidas no doente (Adaptado com modificacBes de Zwaka, T. P. (2009). 4. Use of Genetically
Modified Stem Cells in Experimental Gene Therapies. Stem Cell Information. Consultado a 1 de setembro
de 2014, disponivel em http://stemcells.nih.gov/info/Regenerative_Medicine/Pages/2006Chapter4.aspx).

Apos reintroducdo das células no doente, o sistema pode adotar um mecanismo de
transporte passivo ou ativo. O mecanismo passivo baseia-se no efeito de permeabilidade
e retencdo aumentadas (EPR) nos locais afetados, ndo estando associado a tecidos
normais, e apresenta baixa especificidade, uma vez que a acumulagéo do farmaco esta
dependente da vascularizagdo e angiogénese locais. O mecanismo ativo, embora também

sofra transporte passivo inicialmente, atua através dos ligandos presentes na superficie
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celular que reconhecem os recetores especificos no tecido-alvo. Assim, ao contrario do
transporte passivo, 0 mecanismo ativo realiza um reconhecimento do recetor especifico
no tecido ou 6rgdo alvo, uma vez que pode apresentar, por exemplo, anticorpos na sua
superficie (Bamrungsap et al., 2012; Todd et al., 2011).

Os veiculos utilizados podem ser classificados em virais e ndo virais. O transporte
mediado por virus, por exemplo adenovirus ou retrovirus, é bastante eficaz, porém
apresenta baixa especificidade e exibe grande potencial de toxicidade, transformagéo
oncogenica e inducéo de resposta imunitaria (Ebrahimi & Lalvand, 2013; N6th, Steinert,
& Tuan, 2008). Adicionalmente, tém vindo a ser desenvolvidos virus oncoliticos de
replicacdo condicionada que sofrem replicacdo apenas em células tumorais, destruindo-
as especificamente e, como tal, salvaguardando os tecidos normais por forma a evitar a
toxicidade anteriormente referida. Outra estratégia a ser utilizada pauta-se pela
administracdo de pro-farmacos por via sistémica em conjunto com a administracdo das
MSC transportadoras do gene codificador da enzima conversora, verificando-se a
conversdo do produto inativo nos metabolitos toxicos e a acao terapéutica apenas no local
determinado (Roisin M Dwyer et al., 2010; Menon, Shi, & Carroll, 2009).

Embora a maioria dos estudos ainda se mantenha em fase in vitro, tem sido demonstrado
interesse crescente quanto aos veiculos ndo virais (Ebrahimi & Lalvand, 2013; Madeira
et al., 2011; T. J. Myers et al., 2010). Estes sdo mais faceis de obter, apresentam
imunogenicidade minima, demonstram um melhor perfil de seguranca e apresentam um
custo de producdo inferior, todavia apresentam menor grau de transfecdo e a sua
expressdo é transiente, ao contrario dos vetores virais. Estes compostos sofrem processo
passivo, mas o acoplar de ligandos, que direcionem ao tecido alvo, ou de moléculas
lipofilicas na sua superficie (ex. lipossomas, Figura 7), que melhorem as suas
caracteristicas fisicas ou quimicas e permitam a fuga ao sistema reticuloendotelial
(Ebrahimi & Lalvand, 2013; Santos et al., 2011), promovem a especificidade e diminuem
as potenciais reacdes adversas.
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Figura 7: Tipo de transporte consoante as moléculas de superficie. Os veiculos que sofrem somente
transporte passivo sdo apenas constituidos pelos compostos naturalmente presentes na sua membrana (a),
sendo a chegada ao tecido lesado mediada pelo efeito EPR. Por outro lado, o transporte ativo depende da
modificacdo das moléculas presentes na superficie do veiculo. A membrana poderd apresentar lipidos
carregados (b) ou ligandos (d), que reconhecem recetores especificos nas membranas celulares do tecido
alvo, ou ainda ser cobertas por polietilenoglicol (b), de forma a diminuir o seu reconhecimento e
subsequente degradacdo. EPR, Permeabilidade e Retencdo Aumentadas (Adaptado com modificacdes de
Pinheiro, M., Lucio, M., Lima, J. L. F. C., & Reis, S. (2011). Liposomes as drug delivery systems for the
treatment of TB. Nanomedicine, 6(8), 1413-28. doi:10.2217/nnm.11.122).

O campo da engenharia genética ainda estd por explorar, permanecendo em fase
experimental. Existe um grande potencial para a resolucdo de problemas quanto a
libertacdo controlada dos farmacos ao atingir o tecido alvo, a sua permanéncia no
organismo e até mesmo a sua entrada no tecido. As questdes de seguranca sdo inegaveis
e, atualmente, para ser passivel de se aplicar a terapia génica, € necessario comprovar que
esta ndo gera uma alteracdo da linhagem germinativa do individuo (Committee for
Medicinal Products for Human Use, 2005; Lei n.° 12/2005 de 26 de Janeiro, 2005). As
MSC sdo células somaéticas e, como tal, ndo contribuem para esta linhagem sendo a sua
utilizacdo permitida. Contudo, a transfecdo destas células ndo esta livre de incertezas
quanto as possiveis reacdes que os vetores poderdo despoletar. Deste modo, quando este
obstaculo for ultrapassado e a seguranca desta abordagem alcancada, podera deixar para
segundo plano a administracéo inespecifica e ndo controlada de agentes terapéuticos no

organismo.

Importancia das MSC na Engenharia de Tecidos
Tendo em conta o elevado potencial de diferenciacdo das MSC, uma das aplicagdes mais

promissoras destas células constitui a engenharia de tecidos, a qual se apoia em 3
vertentes: (1) células, geralmente de origem autéloga; (2) matriz, que fornece suporte a

adesdo, proliferacdo e funcdo das células; e (3) sinais ou estimulos que mimetizem in
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vitro o microambiente existente in vivo para regeneracdo da forma ou funcgéo de um tecido
ou 6rgdo lesados (Hilfiker, Kasper, Hass, & Haverich, 2011; Mashayekhan, Hajiabbas, &
Fallah, 2013). Desta forma, e como ilustrado na Figura 8, ao invés da introducéo direta
das celulas no local do tecido lesado, estas sdo semeadas em biomateriais antes de serem
transplantadas. Estes biomateriais vao servir como esqueletos temporarios que promovem
a reorganizacdo das células para formacé&o de um tecido funcional (Dvir, Timko, Kohane,
& Langer, 2011).
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Figura 8: MSC na engenharia de tecidos. Apdés colheita e isolamento das MSC (a), estas sdo cultivadas
in vitro em monocamada (2D) (b). A cultura de células tradicional ndo tem capacidade de mimetizar o
microambiente biol6gico e, como tal, tem de se recorrer a biomateriais 3D (c), como substitutos da ECM,
suplementados com fatores de crescimento e moléculas bioativas. Seguidamente, as células sdo colocadas
em biorreatores (d) que disponibilizam as condi¢des 6timas a formacédo do tecido que, quando terminado,
é transplantado no doente (e) com intuito da sua integracdo e subsequente regeneragdo do érgao ou tecido
alvo. ECM, Matriz Extracelular (Adaptado com modificaces de Dvir et al., 2011).

Para que se forme um 6rgdo ou tecido complexo é necesséria a integracao do tecido
manipulado ex vivo com as células endoteliais e respetiva vascularizacdo no hospedeiro
(Naderi, Matin, & Bahrami, 2011). As matrizes dos biomateriais constituem estruturas
tridimensionais sélidas que apresentam diversas propriedades, como a promocao da
adesdo de celulas e da deposicdo da matriz extracelular (ECM), a promog&o do transporte
de nutrientes e fatores reguladores, a manutencdo de uma taxa de biodegradacgéo
semelhante a respetiva a regeneracao tecidular, a auséncia de toxicidade, entre outros
(Dhandayuthapani, Yoshida, Maekawa, & Kumar, 2011; Naderi et al., 2011).
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Como dito anteriormente, o fenétipo e fungdo das MSC sdo regulados pela sinalizacao do
microambiente circundante (Kshitiz et al., 2013). Deste modo, a escolha do biomaterial a
utilizar é de extrema importancia, estando a sua confecdo dependente do tecido de
interesse, uma vez que as suas propriedades fisicas ou quimicas influenciam as suas
funcBes. Podem referir-se como exemplos de pardmetros a controlar a porosidade, que
permita a penetracéo de nutrientes e vasos sanguineos (Naderi et al., 2011), a elasticidade
da matriz, que controla a diferenciacdo em linhagem neurogénica, miogénica ou
osteogénica (Mashayekhan et al., 2013; Naderi et al., 2011; Satija et al., 2009), a presenca
de determinados grupos funcionais, que medeiam a diferenciacdo condrogénica ou
osteogénica (Satija et al., 2009), ou a concentracdo de oxigénio, que controla a
proliferacdo, diferenciagdo e sobrevivéncia (Mohyeldin, Garzon-Muvdi, & Quifiones-
Hinojosa, 2010).

Em condicoes fisiologicas, estas células estdo rodeadas pela ECM, uma matriz composta
de proteinas insoltveis, como o colagénio ou fibrinogénio, e glicosaminoglicanos (GAG),
como o &cido hialurénico. Adicionalmente, a ECM apresenta um reservatorio de
moléculas bioativas e fatores de crescimento, que medeiam o comportamento celular, e
fornece suporte fisico e forca mecénica, necessarios a formacdo e manutencdo das
estruturas tecidulares (Mashayekhan et al., 2013). Desta forma, para auxiliar a formagéo
do tecido e mimetizar a sua estrutura e propriedades do local, podem ser utilizados

polimeros de origem natural ou de origem sintética para servirem de matriz.

Os polimeros naturais, como o quitosano ou o Matrigel™ (mistura proteica de laminina,
colagénio IV e sulfato de heparano de proteoglicanos), sdo constituidos pelos compostos
da ECM. Estes s&o os biomateriais preferencialmente utilizados (Dhandayuthapani et al.,
2011), uma vez que apresentam bioatividade, biocompatibilidade e interagem
corretamente com as células, mimetizando em maior amplitude o nicho fisiologico. Por
outro lado, os polimeros sintéticos, como o acido poliglicolico (PGA) ou o &cido
polilactico (PLA), possuem como vantagens o maior tempo de prateleira, 0 menor custo
e a possibilidade de producdo em grande escala e de manipulacéo das suas propriedades
consoante 0 necessario, contudo apresentando fraca biocompatibilidade e
biodegradabilidade (Dhandayuthapani et al., 2011; Fu et al., 2011; Naderi et al., 2011).
Ambos os tipos de polimeros podem ser adicionados a diferentes tipos de matrizes, como
por exemplo, matrizes de hidrogel, matrizes microporosas, nanofibrosas

(Dhandayuthapani et al., 2011; Mashayekhan et al., 2013), entre outras.
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Embora o mecanismo de acdo das MSC ndo passe primariamente pela sua plasticidade,
esta sua propriedade revela elevado potencial no tratamento de doentes com defeito em
algum tecido ou Orgdo. Esta abordagem poderd contornar a escassez de dadores
compativeis para o transplante tradicional, muitas vezes essencial a vida. Deste modo, a
engenharia de tecidos, socorrendo-se ou ndo da engenharia genética, constitui uma area a

apostar com vista ao desenvolvimento de novas terapéuticas clinicamente relevantes.

38



Capitulo 3 — Aplicagdes Clinicas

CAPITULO 3 — APLICACOES CLINICAS

A diversidade de fendtipos que as hMSC podem assumir e as propriedades peculiares que
as caracterizam traduziram-se na sua aplicacdo numa ampla diversidade de patologias,
como exemplificado na Figura 9. A sua associacdo com biomateriais abriu portas a
reconstrucdo de tecidos lesados, nomeadamente, em transplantes ou terapéuticas de
substituicdo, enquanto a sua tranfecdo permitiu a utilizacdo no transporte de diversos
agentes terapéuticos a tumores. Esta sec¢do ndo tem como objetivo a reviséo de todas as
aplicacdes destas células mas apenas ilustrar alguns exemplos de patologias em conjunto

com 0s progressos mais recentes da utilizacdo das MSC.
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Figura 9: Aplicagdes clinicas das MSC. Por diversos mecanismos, as MSC podem ser utilizadas no
tratamento da artrite reumatoide (RA), doenga do enxerto contra o hospedeiro (GvHD), Diabetes Mellitus
(DM), tumores, entre outros. IBD, doenca inflamatdria intestinal; ARDs, sindrome de dificuldade
respiratoria aguda; AMI, Enfarte Agudo do Miocardio; OA, Osteoartrite; AVC, Acidente Vascular
Cerebral; TBI, Lesdo Cerebral Traumatica; CLI, Isquemia Critica dos Membros (Adaptado de
Viswanathan, S., Keating, A., Deans, R., Hematti, P., Prockop, D., Stroncek, D. F., ... Rao, M. S. (2014).
Soliciting strategies for developing cell-based reference materials to advance mesenchymal stromal cell
research and clinical translation. Stem Cells and Development, 23(11), 1157-67.
doi:10.1089/scd.2013.0591).

Diabetes Mellitus (DM)

A Diabetes Mellitus (DM) constitui uma doenca metabdlica caracterizada por
hiperglicémia cronica. Esta é classificada em DM de tipo 1, em que a etiologia provém
da deterioragdo autoimune progressiva das células B nos ilhéus de Langerhans
pancreaticos, em DM de tipo 2, resultante da resisténcia periférica a insulina e fraca
resposta secretdria compensadora por fatores ambientais e genéticos, e em DM
gestacional, caracterizada pela intolerancia a glucose durante a gestacdo (American

Diabetes Association, 2010).

39



Células Estromais Mesenquimais (MSC) como Agentes Terapéuticos

O transplante alogénico de ilhéus pancreaticos de dadores cadaveres representa o Unico
tratamento atualmente disponivel para a DM, sendo aplicado numa minoria de doentes
com DM de tipo 1 (Borg et al., 2014) e DM de tipo 2 (El-Badri & Ghoneim, 2013). Este
método apresenta elevada perda celular apds transplante, derivada da auséncia de
vascularizagcdo e ambiente de hipoxia (Borg et al., 2014; Kerby, Jones, Jones, & King,
2013), elevada taxa de rejeicdo do enxerto e necessidade de administragdo continua de
farmacos imunossupressores (Sordi & Piemonti, 2010), responsaveis por elevada
morbilidade e mortalidade. Desta forma, diversos grupos de investigadores testaram a
utilizacdo de MSC como células acessérias citoprotetoras dos ilhéus transplantados
(Figura 10) como forma de prevenir a sua eliminagdo ou rejeicdo, prevenindo
subsequentemente as complicagfes crénicas da DM. Os mecanismos por detrds da sua
acao ainda estdo por apurar, contudo, foi proposto que a imunossupressao representava
um dos principais papéis na manutencdo da normoglicémia (Ding et al., 2009). Estudos
recentes verificaram que o co-transplante de ilhéus intactos com MSC, em modelo de rato
com DM, permitiu a sua revascularizacao in vivo (C L Rackham et al., 2011) e, a par com
o verificado in vitro (Chloe Louise Rackham et al., 2013), demonstrou a promoc¢éo da
funcdo normal dos ilhéus, nomeadamente, a estimulacdo da producdo de insulina em
resposta aos niveis elevados de glicose. Esta abordagem pode ser realizada tanto por via
de administracdo sistémica como por via local, exibindo ambas fun¢do aumentada e

apoptose diminuida nestes ratos (Borg et al., 2014).
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d) Destruicio dos ilhéus por células do Sistema Imunitdrio ) Protegio dos ilhéus pelas MSC

Figura 10: Modelo hipotético de transplante de ilhéus com e sem MSC. Os ilhéus de dadores singénicos
ou alogénicos sdo previamente isolados em cultura (a), sendo seguidamente administrados por via sistémica
ou local, acoplados (c) ou ndo (b) com MSC. O co-transplante (c) apresenta maior beneficio relativamente
ao transplante isolado de ilhéus, uma vez que as MSC assumem um papel protetor das células pela sua agao
imunossupressora (e), impedindo a sua eliminacéo (d). Esta estratégia pode ainda ser acompanhada de
biomateriais para maior controlo da morfologia e organizacao das células (Adaptado com modificacdes de
El-Badri & Ghoneim, 2013).
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A manutencdo da morfologia normal dos ilhéus também representa um papel importante
para que estes atinjam o alvo e exercam as suas fungdes (C L Rackham et al., 2011).
Diversas abordagens foram propostas, como a microencapsulacéo (Kerby et al., 2013), a
encapsulacdo em matriz de seda com laminina ou colagénio IV (Davis et al., 2012) e a
incorpora¢do em matriz de Matrigel™ (Chloe L Rackham, Jones, & King, 2013). Estes
materiais funcionariam como suporte para que as células ndo sofram uma perda inicial
tdo extensa e, quando adicionados de MSC, contribuam para as fungdes dos ilhéus quando
enxertados (Davis et al., 2012; Kerby et al., 2013; C L Rackham et al., 2011).

Derivada da grande plasticidade das MSC, a abordagem standard para a potencial
utilizacdo destas células passa pela regeneracdo pancredtica, a qual por sua vez, passa
pela reducdo dos niveis de glicose no sangue por gera¢ao de novas células p. Estas células
serdo geradas quer pela diferenciacdo direta das MSC em células funcionalmente
competentes in vitro e posterior transplante no doente (Gabr et al., 2013; Kadam,
Muthyala, Nair, & Bhonde, 2010; Karaoz et al., 2013; Y. Zhang & Dou, 2014), como
pela secrecdo de moléculas bioativas que controlem o microambiente do pancreas (Si,
Zhao, Hao, Fu, & Han, 2011) e promovam a sobrevivéncia, proliferacdo e diferenciacédo
das células progenitoras em células B (Cao, Han, Zhao, & Liu, 2014; X. Gao et al., 2014).

Diversos estudos contradizem a tese de diferenciacdo, como é o caso do ensaio realizado
por Ezquer e colaboradores (2012) que demonstraram que a sua acdo se da pela
modificacdo do microambiente pancreatico e pelo controlo do balan¢co Thl/Th2. Por
outro lado, os resultados obtidos no estudo de Katuchova e colaboradores (2012)
corroboram a presenca de influéncia do microambiente pancreético, verificando assim
que a diminuicdo plasmatica de glucose estaria intimamente relacionada com a a¢do das
MSC. Alternativamente, foram criadas abordagens que recorrem a engenharia genética
para inducdo da diferenciacdo das MSC em células produtoras de insulina. A utilizacao
de vetores que expressem o gene pdx-1 (Boroujeni & Aleyasin, 2013; Nguyen et al., 2014;
Pham et al., 2014; Rahmati, Alijani, & Kadivar, 2013), constituem abordagens que
promovem a diferenciacdo de MSC em células produtoras de insulina in vitro. A
expressdo do fator de transcricdo Pdx-1 estd envolvida na diferenciacdo das células
produtoras de insulina, sendo importante na regulacdo da expressao do gene da insulina
e na formagdo e funcdo das células B. Estas abordagens deverdo ser estudadas de modo
mais aprofundado antes da sua aplicacdo em ensaios pré-clinicos e clinicos devido aos

elevados riscos de seguranca que a sua transfecéo representa.
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Sendo a DM uma doenca metabdlica, a condicdo de hiperglicemia cronica origina
complicagBes secundérias, nomeadamente a nivel macrovascular, como Acidente
Vascular Cerebral ou Enfarte Agudo do Miocéardio (AMI) por cardiomiopatia, e a nivel
microvascular, como cegueira por retinopatia, insuficiéncia renal por nefropatia ou o
denominado “pé diabético” por neuropatia, entre outros (Davey, Patil, O’Loughlin, &
O’Brien, 2014). Com base em diversos estudos, a secrecdo de fatores bioativos com
funcdo paracrina é transversal as acdes das MSC nestas patologias, verificando-se que
estas, de facto, atingem a leséo por fendmeno de homing, contudo ndo enxertam no local.
A titulo de exemplo, o estudo de Z. Yang, Li, Yan, Dong e Zhao (2010), ao contréario do
que foi verificado no caso de nefropatia, demonstrou a capacidade destas células em
atingir a retina e se diferenciar em fotorrecetores e astrocitos quando administrados por
via intravenosa. Também Scalinci e colaboradores (2011), por administracdo intravitrea,
demonstraram neuroproteccdo na retinopatia diabética. Todavia, embora as MSC
apresentam grande potencial no tratamento da retinopatia, ainda estdo longe de ser
aplicadas na pratica clinica. A Tabela B1 em anexo compila os estudos pré-clincos mais

recentes que se baseiam no uso das MSC nas diferentes complicacgdes.

Nos ultimos anos tém sido realizados diversos estudos em animais, contudo, poucos
ensaios clinicos tém sido executados e ainda num pequeno nimero de participantes.
Destes Gltimos, pode salientar-se um ensaio piloto realizado em 2011, em que o
transplante de hMSC derivadas da placenta diminuiu a dose necessaria de insulina para
controlar a DM de tipo 2 em 10 doentes (Jiang et al., 2011). Ensaios subsequentes
demonstraram que o transplante de hMSC representa um processo seguro que restaura a
funcéo dos ilhéus B (X. Liu et al., 2014), proporcionando um maior controlo metabdlico
da DM a longo prazo (Hu et al., 2013). A par com 0s estudos em animais, estes ensaios
clinicos constituem um ponto de partida para contornar os efeitos desta doenca que
atualmente ndo tem cura. Porém, primeiramente terdo de ser tomadas diversas
precaucdes, uma vez que ndo é possivel transpor diretamente os resultados dos estudos

em roedores para humanos.

Doenc¢a do Enxerto contra o Hospedeiro (GvHD)
As MSC surgem como alternativas promissoras a utilizacdo de corticosteroides (R. P.

Herrmann & Sturm, 2014) no tratamento e profilaxia da rejeicdo de Orgdos apos

transplante alogénico de HSC, devido as suas propriedades imunomoduladoras
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especificas (Figura 11), recorrendo-se a expansdo ex vivo destas células ou ao seu co-

transplante com as HSC.
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Figura 11: Mecanismo de a¢do das MSC na GvHD. As MSC interagem com a maioria das células
envolvidas na iniciacdo da GvHD, como as células T, CTL e NK. Inicialmente, as MSC s&o atraidas ao
local lesado devido ao microambiente inflamatorio gerado (1) e, quando ativadas por IFN-y ¢ TNFa,
modulam todas as fases de inflamag&o (1, 2, 3 e 4) por libertacdo de fatores imunossupressores, como
PGEZ2, IDO, TGF-B, entre outros. Th1, Células T1 auxiliares; Th2, Células T2 auxiliares; Treg, Células T
Reguladoras; CTL, Linfécitos T Citotdxicos; M, Macréfagos (Adaptado com modificacfes de Weyand,
Dominici, Hass, Jacobs & Kasper, 2013).

Os ensaios pré-clinicos em modelos animais com GvHD apresentam resultados
contraditorios, nomeadamente em modelos murinos entre si e entre estes e modelos
caninos. Christensen e colaboradores (2010) e Tobin, Healy, English e Mahon (2013)
verificaram que as MSC apenas detém uma funcgéo transiente, em que a dose e 0 momento
de administracdo afetam sobretudo o grau de desenvolvimento da GvHD. Deste modo, a
administracdo de uma menor dose no estado inicial € mais eficiente que a administracdo
de uma dose superior em estadios mais avancados (Ball et al., 2013; Christensen et al.,
2010; Tobin et al., 2013). Contudo, e provavelmente derivada da utilizac&o de diferentes
fontes das células e tempo de administracdo, um estudo publicado posteriormente nédo
conseguiu prevenir a GVHD mesmo ap6s infusdes repetidas (Bruck et al., 2013). Este
estudo foi contrariado por outro mais recente, realizado por Jang e colaboradores (2014),
igualmente em modelo humanizado de rato com xeno-enxerto. Este ensaio veio
estabelecer intervalos 6timos para a agcdo das hMSC derivadas do corddao umbilical (hUC-

MSC) como profilaticas, quando administradas repetidamente, ou terapéuticas, quando
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injetadas tanto uma Unica vez como repetidamente. Deste modo, pode dizer-se que 0
estudo e utilizagdo das MSC envolvem maioritariamente a administragéo repetida e, como
tal, a criopreservacdo terd de ser parte integrante destes procedimentos. Embora
Holubova, Lysak, Vlas, Vannucci e Jindra (2014) tenham verificado que ap0s
descongelamento e subsequente expansdo em cultura ndo se verificava qualquer
modificagdo da capacidade proliferativa ou imunomoduladora das MSC, existem
resultados contraditérios a este nivel. Alguns estudos referem-se a criopreservagdo de
hMSC como um processo que impede a inibicdo da proliferacdo das células T in vitro
(Moll et al., 2014), o que podera ser justificado pelo choque térmico que sofrem. Este
choque provocaria uma resposta inadequada da IDO a estimulacao por IFN-y nas 24 horas
seguintes a sua descongelacdo (Francois et al., 2012). Este facto veio pdr em causa ensaios
que se tenham baseado nesta técnica, servindo de justificacdo para a falha de diversos
ensaios clinicos (Davies et al., 2014; “First US Study”, 2014).

A grande maioria dos ensaios pré-clinicos baseia-se em modelos murinos, contudo,
alguns estudos socorrem-se de modelos caninos. Este modelo apresenta capacidade
imunossupressora e fenotipo semelhantes as MSC de humanos (Kornblit, Leisenring,
Santos, Storb, & Sandmaier, 2013), aproximando-se da realidade e como tal constituindo
modelos valiosos para estes ensaios. Kornblit e colaboradores (2013) demonstraram a
seguranca da co-administracdo de MSC autélogas ou alogénicas com HSC de antigénio
leucocitario canino (DLA) idéntico em modelo canino, estabelecendo-o como plataforma
para estudos posteriores. Todavia, o enxerto das MSC derivadas da medula 6ssea (BM-
MSC) em cées submetidos a transplante haploidéntico (Mielcarek et al., 2011) e DLA
idéntico (W. S. Lee et al., 2011) de medula éssea ndo preveniu o desenvolvimento de

GVHD, resultado algo curioso e inesperado.

Ao contrario do que acontece em modelos murinos, quando as MSC sdo injetadas em
humanos ndo despoletam reacdo imunoldgica e, como tal, detém a possibilidade de ser
administradas MSC de origem alogénica (Sundin et al., 2009). Contudo, num estudo
comparador entre dois grupos de doentes adultos com GvHD refrataria aos
corticosteroides, tratados com MSC e ndo tratados com estas células no mesmo intervalo
de tempo (2002-2006), ndo se verificaram vantagens a longo prazo. Embora o grupo
tratado tenha respondido melhor ao tratamento e como tal apresentado menor mortalidade

inicial, acabou por ser sujeito a um maior risco de infecdo, o que provocou um aumento
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posterior da mortalidade, maioritariamente devido a infecdes fungicas invasivas
(Remberger & Ringdén, 2012).

Num estudo retrospetivo realizado em 50 criangas submetidas a transplante alogénico de
HSC verificou-se uma maior expressao de células CD4*CD25"CD127 Treg na GvHD
aguda nos estadios 0 ou 1 e menor nos estadios 2 a 4, o que providencia um potencial
meio de monitorizacdo clinica e profilaxia da GvHD (Z. Fang et al., 2013).
Adicionalmente, uma abordagem alternativa consiste na infusdo sistémica de MSC com
células Treg, testada em modelo murino com GvHD, onde se verificou um aumento da
sobrevivéncia a longo termo a par com a diminuicdo das manifestacdes clinicas,
potencialmente derivados, como subsequente verificagdo in vitro, do aumento das células

Th2 e Treg (Lim et al., 2014), caracteristicas de um ambiente de imunossupress&o.

Outro estudo retrospetivo numa amostra inferior (13 criancas) verificou que as remissoes
seriam possiveis, porém, teriam de ser administradas multiplas infusées de MSC num
estagio mais inicial da doenca (Ball et al., 2013). Os principais resultados dos ensaios
clinicos relativos ao tratamento de GvHD aguda e GvHD crénica estdo representados na
Tabela B2 em anexo, contudo ndo é possivel fazer comparacGes entre ensaios, uma vez
que estes apresentam variacdo de dadores, das condicGes de cultura, imunogenicidade
(Galipeau, 2013), entre outros. Em Portugal, Miranda e colaboradores, apds expansao ex
vivo de BM-MSC HLA idénticas, trataram com sucesso um doente com GvHD aguda de
grau Ill, permitindo ainda a descontinuacdo dos corticosteroides. Estes resultados sdo

bastante animadores, contudo, ainda insuficientes.

A co-infusdo de MSC, como forma profilatica da GvHD, também € parte integrante de
alguns ensaios clinicos, tanto em criancas (Bernardo et al., 2011) como em adultos (Baron
et al., 2010; Kuzmina et al., 2012; Wu et al., 2013; Xiong et al., 2014). Neste sentido foi
verificada a sua seguranca (Baron et al., 2010) e comprovada a diminuicao de incidéncia
de GvHD apés transplante (Xiong et al., 2014), principalmente em GvHD de estadio Il
a IV (Baron et al., 2010; Bernardo et al., 2011; Kuzmina et al., 2012; Wu et al., 2013).
No entanto, estes estudos baseiam-se numa amostra diminuta de doentes e como tal ainda

nédo sao representativos.

No ambito desta patologia, Prochymal®, o primeiro produto pré-fabricado de MSC

indiferenciadas derivadas da medula dssea de dadores adultos jovens saudaveis, esta

atualmente em ensaios clinicos de fase Il (“Mesoblast”, 2014; “Prochymal®”, s.d.). Foi

anteriormente verificado que a resposta a este produto acoplado a corticosteroides é
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independente da dose (Kebriaei et al., 2009) e que por si s6 ndo despoletava nenhuma
reacdo adversa (Prasad et al., 2011). Demonstrou assim ser eficaz e bem tolerado no
tratamento de GvHD aguda refrataria a corticosteroides, apresentando elevado potencial

de aplicacdo na pratica clinica.

Alternativas mais sofisticadas consistem na associacdo das MSC a biomateriais ou
vetores para o seu transporte e subsequente efeito. Ankrum, Dastidar, Ong, Levy e Karp
(2014) propuseram a associacao entre um corticosteroide, como a budesonida, e as MSC.
Este conjunto é carregado nas microparticulas de &cido poli(D,L-lactico-co-glicélico)
(PLGA), para controlo completo, e a budesonida é libertada progressivamente. Por sua
vez, esta aumenta a atividade (5x) do IFN- y e estimula subsequentemente a libertagdo de
IDO pelas MSC, despoletando a imunossupressdo. Desta forma, este sistema permite a
administracdo de um menor numero de células, um maior impacto no microambiente e
uma maior tolerancia imunitaria. Porém, um pequeno estudo levado a cabo por Nevruz e
colaboradores (2013) demonstra o risco aumentado de morte em ratos mediante a
associacdo entre MSC e imunossupressores, uma vez que podem levar a imunossupressao
excessiva. Como tal, terdo de ser realizados mais estudos de modo a verificar a eficacia e
seguranca deste sistema que se pensou contornar os problemas da terapéutica

convencional.

Os orgdos linfoides funcionam como nicho para a geracdo da resposta ou tolerancia
imunitaria e, ap6s administracdo intravenosa das MSC, estas raramente migram para estes
orgdos. Como tal, estas células foram transfetadas para sobrexpressarem o gene CCR7
em modelo murino. Este recetor permite a relocacdo das MSC na proximidade dos
linfocitos T, inibindo-os fortemente, apresentando como vantagem adicional a auséncia
de um efeito semelhante nas células NK, mediadoras do efeito antitumoral de enxerto
contra leucemia (GvL) (H. Li et al., 2014). QOutras estratégias como a sobrexpressao de
CXCR4 tém vindo a ser estudadas, demonstrando resultados promissores na migragao
seletiva destas células aos locais de lesdo, precavendo a sua acdo nos restantes (W. Chen
etal., 2012).

Sendo a GVHD derivada de agdes inflamatorias, as MSC constituiriam um excelente meio
de tratamento de acordo com o0s seus potenciais mecanismos anti-inflamatérios e
imunossupressores. Todavia, embora 0s ensaios clinicos neste campo ja sejam
amplamente realizados, os resultados inconsistentes transmitem a necessidade de

melhores estudos pré-clinicos.
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Doencas Osseas e Articulares
No campo da reumatologia, o objetivo final da engenharia de tecidos define-se pelo uso

de biomateriais e matrizes biocompativeis e pela expressao, pelas MSC, de fatores
seletivos de diferenciacdo, como TGF-B ou proteinas morfogenéticas do osso (BMP)
(Djouad, Bouffi, Ghannam, Noél, & Jorgensen, 2009). Contudo, tal como nas restantes
patologias, existe controvérsia quanto ao mecanismo de acdo da regeneracdo 0Ossea.
Recentemente, Linero e Chaparro (2014) demonstraram, em defeitos 6sseos da mandibula
de coelho, que a aplicacdo de hMSC ou a aplicacdo isolada de fatores paracrinos resultam
num grau de regeneracdo semelhante. Adicionalmente, e tal como verificado na sua
aplicagdo num modelo de lesdo do menisco em ratos (Horie et al., 2012), as MSC néo
permanecem no local da lesdo em grande numero, ilustrando a sua potencial acéo a nivel

paracrino ao invés de diferenciativo.

Atualmente, o enxerto autdlogo de 0sso € a terapéutica de elei¢cdo no tratamento de
defeitos 6sseos (Djouad et al., 2009). Todavia, tal como previamente demonstrado in vitro
(Oliveira, Amaral, Barbosa, & Teixeira, 2009), Bahney e colaboradores (2014)
propuseram que a regeneracao 0ssea ndo passava pela inducéo direta da osteogénese mas
sim pela utilizacdo de cartilagem como intermediario para promoc¢do da regeneragédo
0ssea endocondral in vivo. Recentemente, em ensaios no modelo de defeito do osso
femoral em ratos, a pré-diferenciacdo das MSC em condrdcitos in vitro, com seu
subsequente transplante em forma de pellet (van der Stok et al., 2014) ou numa matriz de
PLGA (Harada et al., 2014), atingiu elevada reprodutibilidade e melhores resultados
relativamente aos métodos anteriores. Contudo, estas abordagens apenas foram testadas

em roedores €, como tal, pecam pela auséncia de ensaios em humanos.

Com o receio de reagdes adversas, sdo geralmente utilizadas MSC de origem aut6loga,
porém, recentemente, dois grupos de investigadores testaram a utilizacdo de MSC
derivadas do tecido adiposo (AT-MSC) alogénicas, associadas a uma matriz de coral e a
uma matriz desmineralizada, num modelo canino de defeito craniano (G. Liu etal., 2013)
e num modelo de coelho com defeito do radio (Gu et al., 2014) respetivamente, e
verificaram que, sem recorrer a terapéutica imunossupressora, as MSC ndo despoletam
qualquer reacdo imunitaria e a sua resposta assemelha-se a das AT-MSC de origem

autologa.

Devido a sua capacidade de homing, as MSC podem ser transportadoras de moléculas

bioativas que controlem a diferenciacdo em linhagens especificas para regeneracdo do
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tecido lesado (Figura 12). A transducdo das MSC com SOX9 resultou na diferenciacéo
condrogénica destas células in vitro a par com a formacao de ECM in vivo num modelo
da doenca degenerativa do disco intervertebral em coelhos (W. Sun et al., 2014). Foi
também criado um veiculo retroviral para transportar o fator de crescimento do tipo
insulina 1 (IGF-1) (Granero-Molt6 et al., 2011), uma molécula estimuladora da
mineralizacdo e crescimento 0sseos. Seguidamente, uma vez que estes retrovirus sdo
perigosos, desenvolveu-se a administracdo subcutanea sistémica que, sendo mais segura,
apresentou resultados semelhantes a nivel do volume do calo 6sseo, induzindo a formagéo
Ossea principalmente por ossificacdo endocondral (T. Myers et al., 2012). Outros autores
também verificaram a associacdo benéfica entre as MSC e BMP-2 (Kumar, Nagy, &
Ponnazhagan, 2010) em conjunto com VEGF (Kumar, Wan, Ramaswamy, Clemens, &
Ponnazhagan, 2010). Nestes estudos, usando o rato como modelo, obtiveram-se
resultados promissores no que diz respeito ao crescimento 0sseo e, quando associado a
VEGF, na neoangiogénese a volta da zona lesada. Por ultimo, estudos revelam que a
eritropoietina estimula a libertacdo destes dois dltimos fatores e, como tal, a sua
sobrexpressdo em ratos com defeito 6sseo promove efetivamente a formacéo 6ssea (C. Li
etal., 2014).
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Figura 12: Transfe¢do ex vivo de MSC para engenharia do 0sso. Para inducdo da regeneragdo 0ssea, as
MSC podem ser implantadas logo apés transfecdo direta em biomateriais (a) ou transfetadas em cultura
estatica de células com posterior implantagéo no organismo, associadas ou ndo a uma matriz (b) (Adaptado
com modificacdes de Santos, J. L., Pandita, D., Rodrigues, J., Pégo, A. P., Granja, P. L., & Tomas, H.
(2011). Non-viral gene delivery to mesenchymal stem cells: methods, strategies and application in bone
tissue  engineering and  regeneration. Current Gene Therapy, 11(1), 46-57. doi:
10.2174/156652311794520102).

Tal como no 0sso, o0 transplante autlogo de cartilagem é o método gold standard para a

terapéutica de defeitos na cartilagem, contudo esta técnica apresenta algumas limitacGes,
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uma vez que os condrdcitos geralmente estdo presentes em pequena quantidade na
cartilagem articular. Desta forma, diversos autores referem-se a co-cultura e co-
implantacdo de MSC com condrdcitos articulares associados a biomateriais como uma
mais-valia terapéutica. Esta abordagem permite uma maior estabilidade em condicGes
adversas, menor necessidade de fatores estimuladores da condrogénese, como TGF-f3, e
menor nimero de condrocitos para a reparacéo, tanto in vitro (Meretoja, Dahlin, Kasper,
& Mikos, 2012; Meretoja, Dahlin, Wright, Kasper, & Mikos, 2013) como in vivo em
modelo de rato (Dahlin et al., 2014).

Nas doencas osteoarticulares, a principal via de administracdo utilizada é a intra-articular.
Esta demonstrou ser segura e aplicavel em ratos, permitindo ainda, ap6s administragdo
de AT-MSC, a permanéncia na articulacdo até 6 meses (Toupet et al., 2013).
Adicionalmente, também se verificou a diminuicdo da inflamacdo com reparacdo da
cartilagem em modelos de osteoartrite em coelhos (Desando et al., 2013) e artrite
reumatoide em ratinhos (Kehoe, Cartwright, Askari, EI Haj, & Middleton, 2014).

Tal como nas abordagens anteriores, desenvolveu-se a utilizagdo de matrizes em
combinagdo com MSC para reparar defeitos nas cartilagens. Foram avaliados, em ensaios
pré-clinicos, biomateriais sintéticos como o poli(L-lactico-co-e-caprolactona) (PLCL)
(Xie et al., 2010) e naturais como o &cido hialurénico (Chung et al., 2014) ou a fibroina
de seda (Deng et al., 2013) como transportadores das MSC para regeneracdo da
cartilagem. Adicionalmente, Qi, Yu, Zhu, Zhou e Wu (2013), num estudo pré-clinico,
conceberam um hidrogel de quitosano e alcool polivinilico com MSC que sobrexpressam
TGF-B1, sendo este administrado por inje¢do, o que diminui a necessidade de cirurgia e
probabilidade de rejeicdo. Desta forma, tanto a simples utilizacdo de biomateriais por si
s6 como o acoplar com engenharia genética constituem abordagens promissoras para esta

patologia.

A microfratura constitui um processo cirdrgico muito utilizado nestas patologias, uma
Vez que € pouco invasivo e de passo Unico, porém apresenta resultados questionaveis (H.
Huang et al., 2014). Em 2006, Stone e colaboradores realizaram um estudo prospetivo de
2 a 12 anos apds cirurgia e verificaram uma melhoria significativa da dor e funcdo das
articulacGes em doentes submetidos ao enxerto de cartilagem articular em pasta (Stone,
Walgenbach, Freyer, Turek, & Speer, 2006). Recentemente, foi assim estudada a
associacdo entre a técnica de microfatura e a implantacdo do enxerto de células em pasta

(Figura 13). Este estudo revelou melhor integragédo da cartilagem e estimulagéo da
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diferenciacédo das células estaminais da medula ¢ssea, diminuindo ainda a zona acelular
relativamente a técnica de microfratura por si sO, tanto em lesdes artriticas como
traumaéticas (Xing et al., 2013). Adicionalmente, na ado¢ao do método de microfratura, é
necessario primeiramente um suporte mecéanico durante a formacgéo da nova cartilagem,
uma vez gque, embora o codgulo formado se v maturando com o tempo, é vulneravel ao
stress na articulacdo e sensivel aos movimentos do fluido sinovial. H. Huang e
colaboradores (2014) aperfeicoaram a abordagem anteriormente referida por associagdo
das MSC a um biomaterial bi-fsico numa matriz de hidrogel, a qual mantém as células
no coagulo aquando da transicdo solucdo-gel, acoplada a uma matriz 0ssea
demineralizada, que fornece protecdo mecéanica com subsequente permissao da formagéo
e maturacao da neocartilagem. Deste modo, obtiveram maior organizacao da superficie e

maior retencdo e integracdo das células no codgulo, permitindo a condrogénese.

Figura 13: Procedimento de enxerto de pasta osteocondral. A técnica de microfatura (1) baseia-se na
recolha do tecido osteocondral do né intercondilar (2) que possui MSC passiveis de se diferenciar em
condrdcitos quando estimuladas. O o0sso e cartilagem sdo esmagados até formar uma pasta (3), a qual é
inserida novamente na lesdo. O sangramento posterior permitira a formagcdo do codgulo, fator que
possibilita a diferenciagdo das MSC, com subsequente estimulagdo do crescimento de cartilagem hialina
(Adaptado de The Stone Clinic. (2008). Articular Cartilage Paste Graft Surgical Technique [video].
Consultado em 13 de setembro de 2014, disponivel em http://www.stoneclinic.com/stem-cell-cartilage-
study).

A Osteogenesis Imperfecta € uma doenca genética rara proveniente de uma mutacao
dominante nos genes que codificam para o colagénio I (Yi Liu, Wu, Zhu, & Han, 2014).
Em modelo murino, a administracdo intrauterina de MSC de sangue fetal levou a sua
diferenciacdo em osteblastos maduros, com subsequente expressdo normal de colagénio,
diminuig&o significativa da fragilidade 0ssea e aumento da integridade mecanica do 0sso
(Vanleene et al., 2011). Pelo contrario, em criangas com esta patologia ndo se revelou
homing ou enxerto das MSC no 0sso nem uma contribui¢do para a formacdo da matriz

Ossea de colagénio, tendo sido proposto que a sua a¢do passara, mais uma vez, pela
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secrecdo de fatores paracrinos que estimulam o crescimento 0sseo nestas criancas (Otsuru
et al., 2012). Neste caso podem salientar-se estratégias como a preparacao prévia das
MSC de sangue fetal com SDF-1a para que, no organismo, aumentem a fragao de células
CXCR4* permitindo o homing e enxerto em 0ssos ndo lesados. Desta forma, havera a
prevencdo da ocorréncia de fraturas quando administradas no periodo pré-natal ou a
formacdo Ossea durante o desenvolvimento embrionario (Jones et al., 2012). Estas
abordagens devem assim ser aprofundadas com a esperanga de encontrar a primeira cura

para esta doenca.

A artrite reumatoide € uma doenca autoimune de inflamacdo cronica, em que ha a
infiltracdo de macrofagos e neutrofilos nas articulagfes com a sua subsequente destruicao
(Kehoe et al., 2014). As MSC atuam principalmente pela inibi¢do de TNFa, IL-1 e IFN-
vy e estimulacdo de IL-10 (Greish et al., 2012), induzindo a aquisi¢cdo do fenotipo
imunossupressor nas células T (Yanying Liu et al., 2010). Por meio de engenharia
genética, a injecdo intramuscular de MSC que produzem o recetor solivel do TNF
(STNFR), o qual se liga a0 TNFa ¢ o sequestra, diminuiu a concentracdo de TNFa
circulante e consequentemente a inflamacdo, mais rapidamente que a forma biologica
comercial (etanercept). Este método apresenta ainda como vantagem a administracdo
trimestral ou semestral, ao invés da administracdo em dias alternados, caracteristica da

posologia destes farmacos bioldgicos (L. N. Liu et al., 2013).

Ao contrario das doencas referidas anteriormente, a reumatologia tiraria vantagem das
MSC principalmente pela sua acdo regenerativa, nomeadamente pela sua capacidade de
diferenciacéo e enxerto locais. Contudo, estas propriedades parecem nao ser exibidas em
grande extensdo e, como tal, a utilizacdo destas células ndo passara pela sua aplicacdo
direta mas sim pela associacdo com técnicas mais tradicionais ou mesmo técnicas mais

recentes no ambito das engenharias genética e de tecidos.

Doencas Cardiovasculares
A doenca das artérias coronarias advém da acumulacdo progressiva de ateromas nas

paredes destas arterias, levando a isquemia do miocardio, a qual por sua vez pode causar
angina de peito, AMI, morte subita, entre outros (“Overview of Coronary Artery Discase”
s.d.). Logo ap6s AMI ha a desorganizacdo metabolica, hipoxia e inflamagdo do
miocardio, que originam apoptose e necrose. Na semana seguinte, ja esta estabelecida a

lesdo irreversivel de isquemia-reperfusdo por compensacdo, deixando de existir
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inflamacéo e iniciando-se a deposicdo de colagénio e remodelacdo miocardica remota
(Richardson et al., 2014).

As MSC detém a capacidade de regenerar e reparar o tecido apés enfarte, ao contrario da
terapéutica corrente, que apenas atrasa mas nao evita a remodelacdo (Matar & Chong,
2014). Diversos mecanismos tém sido propostos para a sua a¢do no tratamento das
doencgas cardiovasculares, como se pode verificar na Figura 14. Em coelhos, as MSC
demonstraram atuar como células miogénicas e vasculogénicas, pela sua capacidade de
diferenciacdo no miocardio, e como indutores angiogénicos, por estimulacdo da
neovascularizacdo por libertacdo de fatores paracrinos como VEGF e angiopoietina 2
(Ang-2) (Rahbarghazi et al., 2014). Modelos suinos p6s-AMI suportaram a diferenciagdo
direta das MSC em cardiomidcitos e vasos sanguineos, promovendo a regeneracao do
miocardio por enxerto local nas primeiras 24 horas apos transplante. Seguidamente,
exibiram capacidade de estimulacdo, por interacdo célula-célula, do recrutamento,
expansdo e diferenciacdo das células estaminais cardiacas (CSC) enddgenas em
cardiomidcitos (Hatzistergos et al., 2010). Por outro lado, para além da auséncia de
diferenciacdo das MSC em modelo de rato (Siegel et al., 2012), estudos em porco
miniatura com AMI verificaram que as BM-MSC implantadas no local de enfarte
apresentaram poucas células com diferenciagdo miogénica. Foi assim proposto que esta
caracteristica ndo estaria na origem da melhoria da sua fungdo, mas sim a estimulacao da
expressao de fatores angiogénicos e anti-inflamatérios. Estes diminuem a resposta
inflamatdria, stress oxidativo e apoptose e estimulam a ativacéo e proliferacdo das células
cardiacas residentes. Subsequentemente, o tamanho da leséo sera diminuido, a grossura e
funcdo da parede no ventriculo esquerdo aumentadas e a remodelacdo ap6s AMI atenuada
(Fan et al., 2014; Santos Nascimento et al., 2014). Alternativamente, para contrariar a
capacidade enddgena limitada de regeneracdo do tecido cardiaco, foram implantadas
MSC e CSC humanas em associacdo que, apds injecdo intramiocardial apdés AMI,
demonstraram uma maior reducdo da remodelacédo e recuperacao substancial da fungéo
sistélica e diastolica em suinos (Williams et al., 2013). A inconsisténcia dos resultados
entre diversos ensaios pré-clinicos pode ser justificada com base nas diferengas quanto
ao protocolo de isolamento e reprogramacdo (Matar & Chong, 2014) destas células,

permanecendo em aberto qual 0 mecanismo correto.
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Figura 14: Potenciais mecanismos de acao cardiaca das MSC. A injecdo de MSC apdés enfarte reduz a
remodelagdo cardiaca compensatoria, aumenta a perfusdo e melhora a funcéo e capacidade cardiacas por
meio da ativacdo de percursores enddégenos, da diferenciacdo em cardiomidcitos, células vasculares ou
endoteliais, da neoangiogénese, da inibicdo da apoptose ou da modulacdo da matriz extracelular (Adaptado
com modificagbes de Sanganalmath, S. K., & Bolli, R. (2013). Cell therapy for heart failure: a
comprehensive overview of experimental and clinical studies, current challenges, and future directions.
Circulation Research, 113(6), 810-34. d0i:10.1161/CIRCRESAHA.113.300219).

O momento de administracdo das MSC e a frequéncia a que esta ocorre sdo fatores
preponderantes ao efeito requerido. A administracdo imediatamente ap6s AMI estimula
a regeneracdo das zonas com enfarte, enquanto a administracdo retardada (uma semana
apos AMI) parece incidir principalmente sobre as zonas circundantes ao enfarte
(Richardson et al., 2013). Podem assim associar-se estas duas estratégias para efeito
sinérgico, em que a injecdo multipla apresentara mais vantagens relativamente a singular
ou dupla, particularmente por também atingir tecidos remotos ap0s isolamento prospetivo

e pré-condicionamento das MSC a hipoxia (Richardson et al., 2014).

Nesta patologia, pode dar-se especial relevancia a quatro ensaios clinicos. O POSEIDON,
que compara as MSC de origem autdloga e alogénica, apresentou como principal objetivo
verificar a seguranca da aplicacdo de MSC alogénicas e a sua possibilidade de utilizacdo
off-the-shelf (Hare et al., 2012). O TAC-HFT comparou as MSC com as células
mononucleares da medula éssea (BMC). Este ensaio verificou um aumento da funcao
miocardica local por diminuicdo do tamanho do enfarte (Heldman et al., 2014) e permitiu
originar o produto CardiALLO™ (BioCardia, Inc) de utilizagdo off-the-shelf. O SEED-
MSC, para AMI, focou-se na seguranca da administracdo intracoronaria de MSC (J.-W.

Lee et al., 2014) e o C-CURE utilizou uma nova abordagem para a diferenciagédo das
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MSC em células estaminais cardiopoieticas, propondo a sua utilizacdo ao invés da recolha
de tecido cardiaco (Bartunek et al., 2013). A diferenciacdo in vivo das MSC em
cardiomidcitos nos ensaios clinicos mostra-se improvavel, uma vez que ha uma baixa
taxa de enxerto no tecido cardiaco, e, como tal, as teorias voltam-se novamente para 0s
seus efeitos paracrinos (Matar & Chong, 2014). Os principais resultados destes ensaios

podem ser consultados na Tabela B3 em anexo.

De forma a aumentar o fraco enxerto das MSC no tecido isquémico pode recorrer-se a
engenharia genética para contornar o ambiente cardiaco adverso e aumentar a eficacia do
transplante de MSC. A sobrexpressdo de midkine em MSC teve um efeito citoprotetor a
anoxia e reduziu a apoptose por aumento de VEGF, SDF-1a, IGF-1, TGF-B in vitro,
aumentando a sua sobrevivéncia e melhorando a fun¢do cardiaca in vivo (S.-L. Zhao,
Zhang, Li, Zhang, & Chen, 2014). Esta proteina é induzida aquando da reparacdo do
tecido, inflamacdo e carcinogénese (“Midkine”, s.d.) e promove, entre outros, o
crescimento e sobrevivéncia de diversas células-alvo (Muramatsu, 2010). Também a
sobrexpressao de agentes antioxidantes, como a superdxido dismutase, podem promover
a eliminacdo de espécies reativas de oxigénio presentes na lesdo de isquémia-reperfusao,
reduzindo o stress oxidativo e apoptose, com aumento da funcdo cardiaca (Pan et al.,
2014). Outra abordagem podera passar pela transfecdo de uma cassette de fusdo entre o
fator de crescimento bésico do fibroblasto (bFGF), promotor da angiogénese e divisao
celular, e FGF4, promotor da secrecdo de proteinas. Em modelo da doenca em ratos esta
abordagem demonstrou maior secrecdao de bFGF e, como tal, melhoria da funcéo global
do ventriculo esquerdo, através da reducdo da fibrose miocardica e aumento da
angiogénese na area lesada (X.-Q. Chen et al., 2014).

Num estudo ligeiramente diferente, com o objetivo de que o fator 1a induzido por hipoxia
(HIF-1a), um regulador da resposta hipoxica apés EAM, ndo fosse apenas expresso nas
MSC transplantadas mas sim em todo o tecido cardiaco, testou-se a possibilidade de
transfecdo do miocardio com HIF-1a e co-administracdo de MSC. Neste caso verificou-
se efetivamente maior expressdo de VEGF e SDF-1a, com subsequente aumento da
angiogénese e enxerto das MSC e menor apoptose nas regides circundantes ao enfarte.
Esta abordagem revelou uma reparacéo da funcdo cardiaca superior comparativamente a
MSC transfetadas com HIF-1a (B. Huang et al., 2014).

Conforme referido anteriormente, um dos problemas da administracao sistémica ou local

de MSC ¢ a baixa retencdo nos tecidos e a elevada morte celular devido a auséncia de
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suplementacdo sanguinea e ao microambiente hipoxico gerado pela resposta inflamatéria
(Pagliari et al., 2014). As Estatinas, farmacos antidislipidémicos como a sinvastatina (Y .-
J. Yang et al., 2009), rosuvastatina (Xu et al., 2011) ou atorvastatina (Na et al., 2014;
Song et al., 2013; Q. Zhang et al., 2012, 2014), demonstraram atenuar a inflamacéo e
stress oxidativo procedentes ao AMI. Deste modo, funcionam como protetoras das MSC
por diminuicdo do efeito apoptdtico derivado das condi¢des de hipoxia. Também a
utilizacdo de biomateriais como hidrogéis, adesivos para o epicardio (Kai et al., 2014;
Roche et al., 2014), nanofibras (B.-J. Kang et al., 2014), fibrina (C.-K. Sun et al., 2014)
ou complexos polieletrolitos (Ceccaldi et al., 2014) mostraram ser formas de
administracdo mais eficientes que a simples injecdo das células. Estes protegem as MSC
e aumentam a sua viabilidade perante as condigdes adversas, evitando que se percam logo
apos transplante e aumentando assim o nimero de células que enxertam no coragdo
(Roche et al., 2014). Também os efeitos angiogénico (Kai et al., 2014; C.-K. Sun et al.,
2014) e antifibrdtico (Ceccaldi et al., 2014; B.-J. Kang et al., 2014) séo estimulados, com
diminuicdo da remodelacdo apds EAM. Adicionalmente, para ultrapassar a auséncia de
vascularizagdo, foi concebida uma estrutura tridimensional pré-vascularizada em matriz
de gelatina, em que as hMSC autélogas em associacdo com células progenitoras de
cardiomidcitos humanas formam um tecido densamente empacotado com células
vasculares e cardiacas tornando possivel a maturacéo e integragdo no tecido nativo in vivo
(Pagliari et al., 2014).

Doengas Neuroldgicas
Ao contrario das terapéuticas convencionais que apenas atrasam o desenvolver de

doencas neurodegenerativas como Parkinson, Alzheimer ou Huntington, ou doencas
como a esclerose multipla, lesdo da medula espinhal ou acidente vascular cerebral, as
MSC oferecem a oportunidade de regeneracdo das lesdes que estdo na origem destas
patologias. Todavia, tal como nas restantes aplicagcfes, 0s seus mecanismos permanecem

incertos (Figura 15).

55



Células Estromais Mesenquimais (MSC) como Agentes Terapéuticos

Percursores Neurénios e
hMsc hNSC neuronais células da glia
|
(expansdo in , s
2 vitro) Al : b
Medula dssea = 7= 8 ) ! 5/
Tecido adiposo, etc. l/(-.—;_‘, Q L ';-,‘ » Ay
Citoguinas
sintetizadas "
pelas MSC p—
SRS = . )
==Y = ' Efeito protetor nos
neurénios-alvo
)
hMSC C) -~ S -
(selecio) = £ S =

Figura 15: Potenciais mecanismos de a¢ao neuronal das MSC. As MSC poderao atuar por diferenciaco
direta em neurdnios e células da glia (A), por libertacdo de fatores neurotréficos e proteinas da matriz
extracelular que estimulam as células end6genas (B) ou por agdo direta e indireta nas células do sistema
imunitario com subsequente a¢do neuroprotetora (C) (Adaptado de Paul, G., & Anisimov, S. V. (2013).
The secretome of mesenchymal stem cells: potential implications for neuroregeneration. Biochimie, 95(12),
2246-56. doi:10.1016/j.biochi.2013.07.013).

A Doenca de Parkinson (PD) caracteriza-se principalmente pela perda progressiva de
neurdnios dopaminérgicos na substancia nigra pars compacta (Cova et al., 2010). No seu
estudo in vivo, as MSC ndo apresentam capacidade de diferenciacdo neuronal quando
injetadas no corpo estriado de ratos com PD e como tal ndo enxertam no local. Assume-
se assim que esta ndo sera a sua forma de acdo neuroprotetora (Neirinckx, Marquet, Coste,
Rogister, & Wislet-Gendebien, 2013) mas sim a a¢do por suporte tréfico, pela capacidade
imunomoduladora e anti-inflamatoria (Chao, He, & Tay, 2009) e pela interagdo com as
células do hospedeiro (Coquery et al., 2012; Cova et al., 2010; H.-J. Park, Shin, Lee, Kim,
& Lee, 2012). Contudo, mediante estimulacéo in vitro, as MSC conseguem diferenciar-
se em células de linhagem neurogénica, mas nao conseguem formar neuroénios funcionais
ou excitaveis (Thomas et al., 2011). Como tal, ndo melhoram as alteracdes motoras
caracteristicas da doenca, apenas protegendo contra o dano neuronal dopaminérgico em
ratos (Capitelli et al., 2014). Poucos ensaios clinicos tém vindo a ser realizados, contudo,
dois indicam a seguranca a curto-prazo do transplante de BM-MSC aut6logas (Neelam K
Venkataramana et al., 2010) ou alogénicas (N K Venkataramana et al., 2012) na zona
subventricular do cérebro e uma maior eficacia quando administradas em estadios mais

precoces da doenca (N K Venkataramana et al., 2012).

Estdo em estudo diversas propostas relativas a abordagens alternativas, como por
exemplo por meio de MSC que sobrexpressam Lmx-1a, um fator de transcri¢cdo indutor

da diferenciacdo em células dopaminérgicas, e neurturina, um fator neuroprotetor dos
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neuronios de dopamina. Nestes estudos verificou-se uma maior sobrevivéncia das células
transplantadas e uma substituicdo dos neuronios lesados, evidenciando as fungdes
fisiologicas destes neurdnios e melhorando os sintomas em modelo de macaco rhesus
com PD (Yan et al., 2013). Outros como o fator neurotréfico derivado do céerebro
(BDNF), promotor da sobrevivéncia dos neurénios dopaminérgicos, sobrexpresso em
MSC in vitro (Somoza, Juri, Baes, Wyneken, & Rubio, 2010), e o fator neurotréfico
derivado da linhagem de células de gliais (GDNF), um fator protetor dos neurdnios da
substancia nigra, sobrexpresso nas MSC in vitro (W.-H. Yang et al., 2013), em ratos
(Moloney, Rooney, Barry, Howard, & Dowd, 2010) e macacos (Ren et al., 2013) séo
exemplos de estratégias que procuram estabilizar os sintomas em maior extensao
relativamente as MSC por si s@, servindo como veiculos para transporte dos fatores

neurotréficos.

A Esclerose Multipla (MS) constitui uma doenca do foro inflamatorio que podera ser
controlada pela reparacdo direta das lesbes pelas MSC. A via de administragdo
intraperitoneal mantém o nivel de células Treg e aumenta a secrecdo de I1L-4, a par com
a diminuicdo de IFN-y e infiltragdo de células no cérebro, comparativamente a via
intravenosa (Yousefi, Ebtekar, Soleimani, Soudi, & Hashemi, 2013). De forma a
melhorar o efeito imunomodulador destas células determinou-se que a autofagia das MSC
teria de ser inibida, de modo a permitir a total inibicdo das células T por estimulacéo de
PGE2 (Dang et al., 2014). Também a utilizacdo de progenitores neurais derivados das
MSC in vitro foi estudada, em que estes, administrados por via intratecal, diminuem a
incidéncia desta patologia. Isto ocorre por secrecdo de fatores troficos préprios desta
linhagem, recrutando e estimulando os progenitores endégenos da medula espinhal e
promovendo a reparacdo do Sistema Nervoso Central (CNS) em ratos com
Encefalomielite Autoimune Experimental (EAE) (Harris, Yan, et al., 2012) e em doentes
com MS (Harris, Faroqui, Vyshkina, & Sadiq, 2012).

Embora a maioria dos estudos tenham sido realizados com MSC alogénicas de individuos
saudaveis, um estudo recente verificou, em modelo de EAE, que as células aut6logas
destes doentes apresentam as mesmas caracteristicas que as MSC saudaveis, inibindo em
igual amplitude o quadro de EAE (Kassis, Petrou, Halimi, & Karussis, 2013). A nivel
clinico, tem sido estudada a utilizacdo destas células, tanto em estado indiferenciado de
origem autologa ou alogénica como diferenciado em progenitores neurais. Os estudos

mais recentes a este nivel podem ser consultados na Tabela B4 em anexo. Uma vez que
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ndo se sabe quanto tempo estas células sobrevivem in vivo ou se deixam o local apos a
inflamagdo desparecer, foi sugerido um meétodo alternativo, nomeadamente a
administracdo intranasal de MSC que sobrexpressam um recetor da glicoproteina de
mielina dos oligodendrocitos (MOG). Este recetor melhora a transferéncia de MSC ao
cérebro, minimizando a quantidade de células necessaria e as reacdes sistémicas. Permite
assim a manutencdo da capacidade imunossupressora e infiltragdo no cérebro com
prolongamento da sua permanéncia no local e subsequente reducdo dos sintomas
(Fransson et al., 2014). Também a transfecdo das AT-MSC com IL-10 demonstrou
diminuir a resposta proliferativa das células T e a secrecdo de citoquinas pro-
inflamatorias. Desta forma, verificou-se a inibicdo preferencial da neuroinflamacao

mediada pelas células Th17 e a manutencéo das células Treg (Payne et al., 2013).

O glioma, principalmente o glioblastoma multiforme, € um tumor maligno altamente
resistente a terapéutica convencional devido ao seu carater extremamente invasivo no
parénquima cerebral (Menon, Kelly, et al., 2009). As MSC apresentam capacidade de
atravessar a barreira hematoencefalica (Velpula, Dasari, & Rao, 2012) e diversos estudos
demonstram o seu tropismo ao glioma (Doucette et al., 2011; Pendleton et al., 2013).
Como tal, as MSC estdo a ser estudadas para transportar agentes antineoplasicos
diretamente ao tumor, tais como enzimas conversoras de pré-farmacos, virus oncoliticos

e citoquinas pro-inflamatdrias.

Foi demonstrado em cultura que as hUC-MSC e hAT-MSC por si sé apresentam efeito
anti-tumoral, uma vez que estimulam a diferenciacdo das células U251 de glioma num
fendtipo semelhante as células gliais e com baixa capacidade de infiltracdo, induzindo
concomitantemente a apoptose destas células (C. Yang et al., 2014). Adicionalmente, a
administracdo intratumoral de MSC acoplada a imunoterapia periférica com IFN-y
aumenta a sobrevivéncia de ratos com este tumor, uma vez que estimula a resposta dos

CTL e liberta moléculas imunossupressoras como PGE2 e IL-10 (Strojby et al., 2014).

Diversas teorias estdo na génese do mecanismo de acdo das MSC no tumor. Velpula e
colaboradores (2012) propuseram que as células de glioma segregam multiplos fatores,
como IL-8 e GRO-a, que controlam a expressao de recetores co-estimuladores nas MSC
e estimulam assim o seu homing ao local. Adicionalmente, Ho e colaboradores (2013)
postularam que a acdo das MSC passava pela diminuicdo da angiogénese tumoral por
meio da inibicdo do eixo PDGF/PDGFR com alteragdo do recrutamento de células

progenitoras endoteliais ao glioma. Estes resultados sdo contraditérios ao mecanismo
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pelo qual se pensa que estas células atuem, nomeadamente, a nivel da secre¢édo pelas MSC
de fatores promotores da neovascularizacdo, como por exemplo o VEGF. Esta sua
propriedade e ainda a inibi¢do da imunovigilancia, a libertacdo de fatores troficos e a sua
capacidade de diferenciacdo em fibroblastos associados ao tumor providenciam as
condicdes perfeitas para a formacdo tumoral e poderdo mesmo estimular o seu
crescimento e metastizagdo. Deste modo, enquanto ndo forem realizados estudos de
seguranca a longo prazo, a utilizacdo das MSC em tumores sera demasiado arriscada. Por
outro lado, de acordo com o curto follow-up caracteristico desta doenca, a sua avaliagédo

ou mesmo utilizacdo a longo termo esta limitada.

A utilizacdo de MSC transfetadas com TRAIL, um membro da superfamilia de TNF,
constitui um exemplo promissor da engenharia genética como meio de direcionar a
apoptose seletiva das células tumorais, com aumento da sobrevivéncia em modelos de
roedores (Choi et al., 2011; Menon, Kelly, et al., 2009). O acoplar de MSC, que conferem
a propriedade de migracdo ao tumor, com a utilizacdo de miRNA ¢é igualmente
promissora. A sobrexpressdao de miRNA geralmente silenciados no glioma, como miR-
124, miR-145 (H. K. Lee et al., 2013) e miR-146b (Katakowski et al., 2013), demonstrou
diminuir a migracdo, invasao e viabilidade das células de glioma. Do mesmo modo, 0
silenciamento de outros genes geralmente aumentados nestas condi¢des, como miR-9
(Munoz et al., 2013), promoveu a sensibilizacdo das células de glioma ao farmaco
temozolamida por inibicao da expressdo do transportador de farmacos que lhes confere a

resisténcia aos agentes terapéuticos.

A expressédo do gene suicida citosina deaminase nas MSC injetadas no cérebro com o pro-
farmaco 5-fluorocitosina (5-FC) evitou a toxicidade sistémica e levou ao aumento da
apoptose, inibicdo do crescimento tumoral e cura completa da maioria dos animais ja
sujeitos a ressecdo neurocirurgica (Altaner et al., 2014; Altanerova et al., 2012; Chang et
al., 2010; Fei et al., 2012). Outro exemplo de utilizagdo como transportador de pré-
farmacos € a expressdo da enzima carboxilesterase (rCE) de coelho que ativa o pré-
farmaco CPT-11 em SN-38, aumentando ligeiramente a sobrevivéncia em ratos (Choi et
al., 2012). Por ultimo, também tém sido concebidas MSC infetadas com virus oncoliticos,
como por exemplo o virus myxoma (Josiah et al., 2010), unicamente patogénico em
coelhos, ou o0 adenovirus A24-RGD (Yong et al., 2009), com demonstracdo da diminuicéo

da massa tumoral e aumento da sobrevivéncia dos modelos animais.
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Os ensaios clinicos atualmente em curso ainda nao se baseiam na utilizacdo de MSC mas
sim na aplicacdo de células estaminais neurais (NSC) como agentes transportadores de
farmacos. Este facto pode dever-se a capacidade imunossupressora ser potencialmente
semelhante e ao maior potencial migratorio e de integracdo no tumor das NSC (Ahmed,
Alexiades, & Lesniak, 2011; Auffinger et al., 2012). Contudo, a aplicacdo das NSC esta
limitada pelos problemas éticos e pela necessidade de transplante alogénico com
potencial desenvolvimento de imunogenicidade (D.-H. Lee et al., 2009). Como tal, as
MSC surgem como células isentas de apreensdes éticas, de facil colheita e isolamento,
facil expansdo e manipulacéo in vitro e com a possibilidade de utilizacdo das células do
proprio doente, com re-implantacdo das mesmas ap6s manipulacdo ex vivo. Assim, a
realizacdo de ensaios clinicos com estas células poderia constituir um passo em frente no

desenvolvimento de uma cura para esta patologia fatal.
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CAPITULO 4 — PERSPETIVAS PRESENTES E FUTURAS

As MSC apresentam diversas caracteristicas que contribuem para a sua aplicacéo,
contudo ndo estdo isentas de problemas, como se pode verificar na Figura 16. Atualmente,
mais de 450 ensaios clinicos estdo registados (clinicaltrials.gov; clinicaltrialsregister.eu)
relativamente as aplicacdes das MSC, principalmente derivadas de fontes como a medula
0ssea, tecido adiposo ou cordao umbilical. Todavia, a maioria encontra-se ainda em Fase
I (estudos de seguranca), Fase Il (prova de eficicia) ou numa combinacdo de Fase I/11 ou
Fase Il/I1l e apenas um em Fase IV (farmacovigilancia). A Tabela C em anexo
exemplifica os ensaios clinicos atualmente em desenvolvimento para o estudo destas

células.
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Figura 16: Conhecimento atual das propriedades das MSC (Adaptado de Gebler et al., 2012; Karp &
Leng Teo, 2009; Liang, Ding, Zhang, Tse, & Lian, 2014; Wei et al., 2013; Weyand et al., 2013b).

Embora tenham sido estipulados critérios minimos para as MSC, estes ndo sdo capazes
de se adaptar a diversidade de funcdes destas células no contexto terapéutico. Diferentes
laboratdrios adotam diferentes protocolos, apenas na ansia de fazer corresponder aos
requisitos minimos internacionalmente estipulados. Deste modo, a criacdo de uma base
de dados em que os investigadores colocariam a informacéo sobre o protocolo utilizado
(Prockop, Prockop, & Bertoncello, 2014) a par com os dados dos doentes e a sua
avaliacdo a longo prazo (Xi, Yan, Zhou, Yue, & Pei, 2013), permitiria a verificacdo,
reproducéo e comparagédo simples de informagdes entre laboratérios. Adicionalmente, a

fonte de MSC, a dose 6tima e frequéncia de administracdo e as patologias indicadas ou
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contraindicadas, a par com protocolos padrdo de producdo das MSC poderiam ser

previamente estabelecidos pelas entidades reguladoras.

A combinacao de tecnologias como a protedomica (Weyand, Dominici, Hass, Jacobs, &
Kasper, 2013a), gendmica ou bioinformatica (Weyand et al., 2013b) constitui um recurso
essencial ao futuro estudo destas células. Antes de poderem ser utilizadas em contexto
clinico sera necessaria a determinacdo dos mecanismos bioldgicos pelos quais as MSC se
regem, nomeadamente relativos a sua diferenciacao e enxerto, que nos diferentes ensaios
parecem ndo exercer um papel relevante na regeneracdo. Outras propriedades como a
capacidade de homing, interagdo com o microambiente circundante e libertacdo de
moléculas bioativas também deverdo ser estabelecidas. Derivado da inconsisténcia entre
laboratdrios, e embora diversos resultados no ambito de diversas patologias tenham sido
publicados, é necessario verificar efetivamente a sobrevivéncia e eficacia in vivo apos
transplante destas células, as possiveis reagdes adversas a longo prazo, a imunogenicidade
do transplante de MSC alogénicas e a traducdo dos modelos animais para humanos,

determinando novos métodos validados de producdo destas células em larga escala.

Com aevolugdo do conhecimento sobre as MSC, o controlo dos efeitos parécrinos oferece
elevado interesse uma vez que estes constituem uma via aplicavel, manipulavel e
controlavel (Liang et al., 2014), podendo associar-se ao desenvolver de novas tecnologias
tanto a nivel da engenharia de tecidos como da engenharia genética, ambas consideradas
ja grandes avancos na terapéutica. A aposta na geragdo de estruturas tridimensionais para
formacéo de érgdos complexos funcionais (Weyand et al., 2013b) é o principal objetivo
da utilizacdo de biomateriais associados a MSC e o melhor controlo das suas
caracteristicas € essencial ao seu sucesso. Por outro lado, antes da utilizacdo de produtos
derivados de manipulacdo genética € necessaria uma reavaliagdo da sua seguranga,
nomeadamente a nivel da utilizacdo de transgenes (Weyand et al., 2013a), ou a possivel
determinacdo de novos métodos de manipulacdo ndo genética. Também a tematica de

formacdo tumoral é controversa, sendo necessario o seu esclarecimento.

A importancia destas células na restauracdo da integridade estrutural e funcional de um

orgdo ou tecido é inegavel, contudo, ainda ha muito por explorar no campo das MSC

(Figura 17). Esta terapéutica mostra-se bastante promissora no controlo das mais diversas

doencas do foro degenerativo, oncologico, cardiovascular ou 6sseo que védo apresentando

cada vez maior incidéncia com o envelhecer progressivo da populacéo. As possibilidades

terapéuticas destas células sdo interminaveis e, quando efetivamente concretizadas,
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originardo um novo significado de terapéutica, isto é, ao invés da medicina generalizada

atual dardo inicio a uma era de medicina personalizada.
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Figura 17: Modelo de transplante das MSC e pardmetros a caracterizar para futura aplicagdo clinica.
As MSC emergem como possiveis meios terapéuticos personalizados, em que o modelo da sua tradugdo
para a pratica clinica se devera basear na colheita destas células com posterior processamento de acordo
com as Boas Préticas de Fabrico, sendo transplantadas de imediato no doente ou armazenadas por
criopreservacdo. Adicionalmente, as condi¢fes em cultura poderdo ser melhoradas por estratégias como a
co-administragdo com outras células ou moléculas, a dose, duragdo e via de administragdo e ainda o pré-
condicionamento das MSC, e em que 0s mecanismos concretos por detras das agGes benéficas nestas
estratégias deverdo ser identificados (Adaptado com modificagdes de Srijaya, T. C., Ramasamy, T. S., &
Kasim, N. H. A. (2014). Advancing stem cell therapy from bench to bedside: lessons from drug therapies.
Journal of Translational Medicine, 12, 243. d0i:10.1186/s12967-014-0243-9).
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CAPITULO 5 — CONCLUSOES

Por definicdo, as MSC sao células adultas aderentes ao substrato, sem marcadores
hematopoiéticos na sua superficie e com um potencial de diferenciacao tripartido em
osteoblastos, condroblastos e adipécitos. Desde a sua descoberta que o seu estudo
despertou grande interesse no tratamento de diversas doencgas, devido maioritariamente a
auséncia de imunogenicidade e, para alem da sua extensa capacidade de diferenciacdo em
diversos tipos de células, a capacidade de secrecdo de moléculas bioativas que controlam
0 microambiente na lesdo. Estas células de linhagem mesodermal podem ser facilmente
recolhidas de diversas fontes, tais como a medula 6ssea, tecido adiposo, cordao umbilical,
entre outras. Embora em 2006 tenham sido estipulados os critérios minimos para a sua
definicdo, a heterogeneidade desta populagdo representa o principal desafio para a
generalizacdo das conclusdes de diferentes grupos de investigadores, uma vez que
diferencas na fonte de células, condi¢bes de cultura ou densidade celular influenciam o
fenotipo das MSC.

N&o existe concordancia quanto a capacidade de diferenciacéo e enxerto destas células in
vivo, mas a maioria dos estudos suportam as suas propriedades paracrinas. Os
mecanismos moleculares pelos quais as MSC atuam permanecem ocultos, apenas se
sabendo que, mediante prévia estimulacdo por um ambiente inflamatério, exercem uma
inibicdo das funcbes das células responsaveis pela resposta imunitaria inata e adaptativa.
O potencial mecanismo imunomodulador das MSC passa pela estimulagdo de um
fenotipo anti-inflamatério, nomeadamente pela inibicdo tanto da proliferacdo das células
Th1 como da maturagdo das DC e macrofagos. A inibicdo da diferenciacdo das células B
a par com a diminuicdo da citotoxicidade pelas células NK e CTL e do stress oxidativo
pelos neutrdfilos também contribuem para a inibi¢éo da resposta imunitaria e diminuigéo
da les&o no tecido. Contudo, diversos estudos em animais e humanos sugerem uma menor

acao imunossupressora destas células in vivo.

O processo de homing € intrinseco a estas células e, aquando da lesdo, este permitira a
sua chegada e acdo no tecido alvo, em que se pensa que a mediagdo seja maioritariamente
realizada por moléculas como o SDF-1a, quimioatrator, VCAM-1, promotor da adesé&o,
e MMP, promotor da transmigracdo. Nesta area, a sobrexpressdo de algum dos recetores
destas moléculas nas MSC, de forma a melhorar a propriedade de homing, ou mesmo o
aproveitamento da sua atracdo ao tecido alvo, para funcionar como transportadoras de

agentes terapéuticos, constituem a base da engenharia genética. Também a engenharia de
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tecidos, embora inicialmente associada pela capacidade de diferenciacdo das MSC, pode
ser socorrida por estas propriedades e constitui a estratégia de eleicdo para a regeneragdo

de tecidos, uma vez que funciona como ambiente para a sua formagéo.

As MSC atuam em varias frentes, nomeadamente em tumores, como o glioma, em
patologias autoimunes, como a DM de tipo 1, GvHD, artrite reumatoide ou MS, ou em
patologias resultantes da lesdo de tecidos, como o AMI, defeitos 6sseos ou articulares,
Osteogenesis Imperfecta ou PD, entre outros. Nas diferentes patologias, os resultados de

estudos em modelos animais e em ensaios clinicos sdo deveras promissores.

Estratégias como o transplante de ilhéus associado ao transplante de MSC por si s6 ou
associadas a biomateriais parecem demonstrar uma acgao citoprotetora na DM. A co-
administracdo das MSC com as HSC, como forma profilética, ou a administracdo das
MSC quando a GVHD ja esta estabelecida, como forma terapéutica, tém revelado uma
taxa de resposta em ensaios clinicos superior a terapéutica atual desta patologia. Por outro
lado, na regeneracdo de defeitos do osso ou da cartilagem poderd recorrer-se
principalmente a condrocitos oriundos da cartilagem ou condrdcitos diretamente
derivados das MSC, geralmente acoplados a biomateriais. A nivel cardiaco, o mecanismo
mais provavel sera a estimulacdo das CSC residentes pelas MSC, tornando viavel a
hipotese de co-administracdo de MSC e CSC. A nivel neuroldgico, a protecdo de
neurdnios ou o controlo da neuroinflamacgdo contornam os efeitos de patologias como a
PD ou MS. A associacdo das MSC com virus oncoliticos, enzimas conversoras de pro-
farmacos ou moléculas que estimulem a apoptose ou diminui¢do da invasdo celular,

parecem aumentar a sua seletividade e agressividade no tumor.

Diversos riscos estdo associados a preparacdo que precede a administracdo destas células,
nomeadamente a utilizacdo de aditivos de origem animal passiveis de despoletar reacoes
adversas, tanto aquando da sua criopreservacdo como do processo de isolamento. A
auséncia de protocolos padronizados concordantes com as GMP que estabelecam a
totalidade do processo representa uma grande limitacdo na utilizacdo destas células.
Embora ja ap6s administracdo, a necessidade destes protocolos aplica-se igualmente a
controveérsia do potencial papel destas células na formacao tumoral ou da sua utilizagéo
ap6s manipulacdo genética, adicionando nestas areas a necessidade da realizacdo de

analises de eficacia e seguranca a longo prazo, também estas padronizadas.

Produtos como o Prochymal® ou o CARTISTEM® (consultar a Tabela C em anexo)
permitirdo a producdo em larga escala de MSC para utilizagdo off-the-shelf, em que sera
66



Capitulo 5 — Conclusoes

possivel a producdo de milhares de doses a partir de uma Unica doacao. Adicionalmente,
o transporte melhorado para um tecido especifico podera aumentar a eficacia da terapia
celular e reduzir o nimero de células infundidas, diminuindo subsequentemente os

encargos com o desenvolvimento dos agentes terapéuticos.

Uma vez que ainda ndo existem provas incontestaveis de eficacia e reprodutibilidade da
utilizacdo das MSC relativamente as abordagens convencionais, a sua aplicagdo ainda
esta restrita a ensaios clinicos. Estes ensaios exibem diversos desafios que deverdo ser
estudados e exaltam uma area que ainda muito tem para crescer. Questdes como qual o
verdadeiro mecanismo de homing, diferenciacdo ou enxerto das MSC, quais as condi¢fes
de administragdo mais adequadas ou qual a melhor forma de otimizar a terapéutica
permanecem em aberto. Estratégias como a criacdo de uma base de dados que permita a
comparacao de protocolos e resultados, a padronizacao de todas as etapas do processo ou
a utilizacdo de novas tecnologias para o seu estudo poderdo constituir meios que ajudem

a dar resposta aos dilemas que esta area padece.

Em suma, os dias que correm constituem uma rampa de langamento para a aplicagédo
clinica das MSC e ainda muito esforco e energia terdo de ser investidos. Contudo, com a
demonstracdo de tamanhos efeitos benéficos, estas células ndo sdo de se desperdicar. As
MSC detém competéncias para modernizar totalmente a medicina atual e oferecer uma
hipotese a individuos cujas patologias sdo incapacitantes ou mesmo fatais. Deste modo,
a area de investigacdo nestas células constitui uma componente que permite vislumbrar
um futuro melhor e o seu constante desenvolvimento levara a descoberta de terapéuticas
extraordinérias e inovadoras que poderdo aumentar a esperanca, confianca, qualidade de

vida e bem-estar de toda uma populacéo.
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ANEXO A — POTENCIAL MECANISMO DE IMUNOMODULACAO

Tabela A: Principais fatores mediadores da a¢cdo imunomoduladora das MSC em cada tipo de célula do Sistema Imunitario.

Ti0o de célul Func&o no Sistema Fatores libertados Acdo das MSC sobreas  Aplicacdes clinicas Referéncias
ipo de célula . e
Imunitario MSC Células do Sl células (exemplos) Bibliograficas
) (IFN-y)
Reconhecimento de DO - Balanco das células
antigénios, manutencao da Th1/Th2 com 1 Th2
auto-tolerancia, lise das PGE2 LIL-2 (Chase & Vemuri,
) células infetadas, ativagdo | proliferagdo e 2012; Ghannam et
Células T Lo GvHD, EAE, RA
de outros linfdcitos e citotoxicidade al., 2010; Haddad,
. x . IL-10 (imDC . - .
interacdo com células HLA-G5 f ( ) 1 diferenciacéo em células 2011)
responsaveis pela resposta T TGF-B Treg
inata

1 angiogénese apos lesdo

TGF-p1 (Chase & Vemuri,
. ) JIL-12, 1L-15
Marcagdo e lise de células HLA-G5 . 2012; Ghannam et
) o . e IFN-y | proliferagdo e
Células NK  com auséncia de expressao PGE?2 i . GvHD al., 2010; Haddad,
. citotoxicidade ]
de MHC-I na sua superficie 2011; Yagietal.,




Tabela A (Continuacdo): Principais fatores mediadores da acdo imunomoduladora das MSC em cada tipo de célula do Sistema Imunitario.

Ti0o de célul Func&o no Sistema Fatores libertados Acdo das MSC sobreas  Aplicacdes clinicas Referéncias
ipo de célula . D
Imunitario MSC Células do SI células (exemplos) Bibliograficas
(Ghannam et al.,
| CD40, CD8O, _ _
o ) | diferenciagio de 2010; Mundra,
Células Principal e mais potente PGE2 CD83, CD86, o i _
N ] monacitos em DC Prevengdo da GvHD  Gerling, & Mahato,
Dendriticas tipo de APC IL-6 IL-12 e TNFa _
({ MHC-I1I) 2013; Yagi et al.,
1 IL-1B e IL-10
2010)
Eliminacdo de patogénios
| TNFa e IL-12 Balanco dos fendtipos GVHD, (Chase & Vemuri,
) sem marcadores para MI/M?2 M2 aterosclerose, sepsis, _
Macréfagos N PGE2 1 IL-10 com T 2012; Shi et al.,
opsonizagao regeneragao de
i 2010)
APC 11L-10 | atividade de APC eridas
. . Chase & Vemuri,
) Resposta imune humoral IL-6 | apoptose (
Células B o . SLE 2012; Ghannam et
primaria e secundaria PD-L1 i | diferenciagdio al, 2010)
Fagocitose dos TIL-10 | recrutamento, migragao e _ i (Chase & Vemuri,
. . PGE2 . . x . Sepsis, Leséo
. microrganismos e fuso (macrofagos) invasao dos tecidos 2012; Ghannam et
Neutrofilos anulos intracelul Pulmonar Aguda, | 2010: Shi et
com granulos intracelulares " " al., ; Shietal.,
g - ) L6 ] | apoptose e "burst DM, AMI
aquando da inflamacéo respiratorio 2010)

Legenda: |, Inibi¢do/baixa expressdo; 1, Estimulagdo/elevada expressdo; SI, Sistema Imunitario; APC, Células Apresentadoras de Antigénios; MHC-I, Complexo Major de
Histocompatibilidade de Classe I; imDC, Células Dendriticas imaturas; GvHD, Doenca do Enxerto contra o Hospedeiro; EAE, Encefalomielite Autoimune Experimental; RA,
Artrite Reumatoide; SLE, Lupus Eritematoso Sistémico; DM, Diabetes Mellitus; AMI, Enfarte Agudo do Miocérdio.



Tabela B 1: Principais estudos pré-clinicos em complicac6es crdnicas da Diabetes Mellitus.

ANEXO B — ESTUDOS RECENTES

Fonte das Via de Lo . Referéncias
. Modelo - . Principais resultados Mecanismo proposto P
células administracéo Bibliograficas
roteindria, expansdo mesangial e deposicédo de
‘P M Poste 1 VEGF e IGF-1 (MSC) (3. H. Park, Hwang
DM em Rato X '
hUC-MSC - v - - Hwang, Han, &
(estreptozotocina) Hipertrofia renal e glomerular .
Hiperglicémia | enxerto das MSC no rim Ha, 2012)
DM em Rato — . (Y.Fangetal.,
AT-MSC (estreptozotocina) v | TNFa, IL-1B e IL-6 | ativac@o da via MAPK 2012)
hAT-MSC In vitro (> [glucose]) - | apoptose dos poddcitos intactos Secrecdo de EGF (D. Lietal., 2013)
.8
§ Manutencéo dos podécitos 1 BMP-7 ¢ | VEGF (Shuai Wang, Li
S BMM DM 1 em Rato " - " p .
= -MSC (estreptozotocina) 1A Prevencdo da albumindria Restauracdo da expressdo de proteinas Zhao, Zhang, &
= Hiperglicémia ; Huang, 2013)
BM-MSC DM em Rato v Prevencao da glomeruloesclerose | TNFo, IL-1B e IL-6 (macr6fagos) (S.-S. Lvetal.,
(estreptozotocina) | infiltragdo dos macrofagos no rim | MCP-1 por 1 HGF (MSC) 2013)
) DM 1 em Rato oy | recaptag@o de glucose pelas células mesangiais
BM-MSC (estreptozotocina) IP | stress oxidativo (| ROS) (J GLUT-1) (S. Lvetal, 2014)
BM-MSC DM em Rato v 1 funcéo e regeneracdo renal 1 VEGF e TGF-B, TNFa (Abdel Aziz et al.,
(estreptozotocina) | apoptose Controlo da via bcl2/Bax 2014)
S HAT-MSC DM em Rato v 1 integridade da barreira sangue-retina Homing das MSC a retina e diferenciagéo em (Z. Yangetal.,
§ (estreptozotocina) | glicémia fotorrecetores e astrocitos 2010)
c . .
E hUC-MSC (elgtl:gpzt(fzrgtsgtr?a) Intravitreo Diminuicdo da apoptose e lesdo oxidativa da retina 1 FC neuroprotetores na retina (Scalzlgillit al.,
@ 1 densidade capilar 1 VEGF
= L
s . DM em Rato , < : . roliferacdo de fibroblastos, células vasculares ~ (Wan, Xia, Liang,
£ BM-MSC (estreptozotocina) M 1 rapidez de formagéio do tecido de granulagdo e re- Lr?doteliaig células basais e células epiteliaisdo LU, & Cai, 2013)
2 epitelizacdo com cura acelerada '

foliculo do pelo




Tabela B 1 (Continuagao): Principais estudos pré-clinicos em complicacGes cronicas da Diabetes Mellitus.

Fonte das Via de S . Referéncias
. Modelo - . Principais resultados Mecanismo proposto PR
células administracéo Bibliograficas
Homing & ulceragéo
DM 1 em Rato ~ - . - - (Q.-S. Zhao et al.,
hUC-MSC (estreptozotocina) 1A 1 reparagéao Diferenciacdo na linhagem epidérmica 2014)
1 colagénio tipo 1 e 111
In vitro (> [glucose]) - 1 proliferacdo e migragdo dos fibroblastos a ferida
hWI-MSC Topica o 1 expressao de g;rcl)isfﬁ)rggleg;giragao da ferida (Amo et al., 2014)
8 Rato mgtriz de 1 remodelagdo e organizacdo da ECM e re- P
= oo I
E_ Hidrogel) epitelizagdo completa
] - n vitro (> [glucose - igracdo N dos queratindcitos a ferida p e -2, e IGF- atoetal.,
; BM-MSC In vit | Migracdo N d tindcitos a ferid FAK N e t MMP-2, EGF e IGF-1 Kato et al., 2014
DM em orelha de Topica (matriz T % cura O colagénio mantém a funcao e viabilidade das (O’Loughlin et al.,
BM-MSC coelho de colagénio) MSC e funciona como substrato para que 2013)
g 1 angiogénese permanecam na leséo
Topica (matri A fibroina de seda funciona como substrato para
x Opica (matriz i lif
_ DM em Rato (mutago el . que as MSC adiram, pro iferem e permanecam na (Navone et al.,
hAT-MSC no recetor leptina) de flgergga de Aceleracéo da cura lesio 2014)
* VEGF
acio das fibras nervosas
DM em Rato - - . . Traclodas /0sas (S.-S. Lvetal.,
BM-MSC (estreptozotocina) IC | suscetibilidade a arritmia ventricular para53|mpat|co/5|mpat|c9 e germinagéo de nervos 2013)
© cardiacos
g Funcdo elétrica e mgcanjca_ N (1 sensibilidade 8 1 expressio de recetores adrenérgicos Bl
3 adrenérgica) _
8 BM-MSC DM em Rato RO | hiperglicémia e 1 peso corporal Corticosterona N e | insulinémia e leptinémia (Monnerat-Cahli et

(estreptozotocina)

| resposta inflamatoria

al., 2014
| TFN-y plasmatico )

Homeostase

AMPK'N

Legenda: 1, Aumento; |, Diminui¢do; N, Niveis normais/basais; [glucose], Concentracdo de glucose; DM, Diabetes Mellitus; IC, Intracardiaca; IA, Intra-arterial; IM,

Intramuscular; IP, Intraperitoneal; 1V, Intravenosa; RO, Retro-orbital.



Tabela B 2: Principais resultados da acdo das MSC na GvHD obtidos em diversos ensaios clinicos.

GvHD Fase n Dador Principais resultados Sobrevivéncia Referéncias Bibliogréaficas
I 32 NR (Prochymal®) 23 (RC); 6 (RP); 2 (SR) 120 dias (91%) (Kebriaei et al., 2009)
ND 13 NR (Prochymal®) 7 (RC); 5 (RP); 0 (SR) 229 dias (média) (Prasad et al., 2011)
111 14 NR 12 (RC); 1 (RP); 0 (SR) 2 anos (35%) (Muroi et al., 2013)
Aouda I 40 NR 11 (RC), 16 (RP); 13 (SR) 2 anos (39%) (Introna et al., 2014)
I 25 NR 11 (RC); 6 (RP); 7 (SR) ND (Sanchez-Guijo et al., 2014)
12 7 (RC); 4 (RP); 1 (SR) 3 anos (55%)
I HLANhi familiar ou NR (R. Herrmann et al., 2012)
7 2 (RC); 2 (RP); 3 (SR) 8 meses (média)
Cronica I 4 NR ND 14 meses (média) (Zhou et al., 2010)
I 19 HLAi ou NR 4 (RC); 10 (RP); 0 (SR) 2 anos (77,7%) (Weng et al., 2010)

Legenda: ND, Néo discriminado; NR, Nao relacionado; HLAhi, HLA haploidéntico; HLAI, HLA idéntico; RC, Resposta completa; RP, Resposta parcial; SR, Sem resposta.



Tabela B 3: Principais conclusdes sobre a acdo das MSC na Esclerose Mdltipla (MS), verificadas nos estudos mais recentes.

Fase n Origem das células \./"j’l de ~ Principais conclusdes Referéncias Bibliogréaficas
administracao
) Seguro e aplicavel (Connick et al., 2011)
IMMA 10 BM-MSC autdlogas Intravenosa - — - - - -
Melhoria da fung&o, fisiologia e estrutura visual (neuroprote¢éo) (Connick et al., 2012)
BM-MSC-NP MSC isoladas de doentes com MS ~ MSC normais _ _
10 (A) , . ) - . . (Harris, Faroqui, et al.,
- 4(Q) autologas (com MS) vs. - | potencial de diferencia¢do em linhagens mesodermais no CNS 2012)
alogénicas (sem MS) 1 diferenciacdo das NSC do hospedeiro por secrecdo de fatores bioativos
Intratecal Sem diferengas significativas de citoquinas no sangue periférico i
i 25 BM-MSC autélogas QN g q _ gue p (Mohyeddin Bonab et al.,
Intratecal Acdo neuroregeneradora localizada no CNS 2013)
UC-MSC alogénicas Intratecal ]
- 1 - Transplante de UC-MSC seguro e eficaz (Hou et al., 2013)
BM-MSC autdlogas Intravenosa
| 24 BM-MSC autélogas Intravenosa Seguro e aplicavel (“First US Study”, 2014)

Legenda: 1, Aumento; |, Diminui¢do; BM, Medula Ossea; UC, Corddo Umbilical; MSC-NP, Progenitores Neurais derivados das MSC; A, Amostra; C, Controlo; MS, Esclerose

Mudltipla; NSC, Células Estaminais Neurais; CNS, Sistema Nervoso Central.



Tabela B 4: Principais resultados da acdo das MSC a nivel cardiaco, obtidos em ensaios clinicos recentes.

Via de

Nome Fase n Condicdo Comparadores L ~ Principais conclusdes Referéncias Bibliogréaficas
administracao
MSC aut6logas Seguranca na administracdo de MSC autélogas e alogénicas

POSEIDON /I 30 CMI vs. MSC TE Eficacia inversamente proporcional & dose de células (Hare et al., 2012)

alogénicas (20 milhdes vs. 200 milhdes)
MSC | EFeSVdo LV
C-CURE I/l 47 CMI cardiopoiéticas TE ] (Bartunek et al., 2013)
vs. placebo Perfil de seguranca semelhante ao placebo
Seguranca na administragdo de MSC e BMC

TAC-HFT I/l 65 CMI MSC vs. BMC TE - grane - (; — (Heldman et al., 2014)

vs. placebo | fibrose e 1 massa de miocardio viavel pelas MSC

Seguranca na administragdo de MSC
MSC vs. sem

SEED-MSC 1/llI 80 AMI intervenco IC Recuperago do miocardio se administrado nas 6 horas (J.-W. Leeetal,, 2014)
seguintes ao evento

Legenda: 1, Aumento; |, Diminui¢do; CMI, Cardiomiopatia Isquémica; AMI, Enfarte Agudo do Miocérdio; TE, Transendocéardio; IC, Intracoronaria; SV, Volume Sistolico;

LV, Ventriculo Esquerdo; EF, Fragio de ejecio; BMC, Células Mononucleares da Medula Ossea.



ANEXO C — ENSAIOS CLINICOS EM DESENVOLVIMENTO

Tabela C: Avaliacdo atual das MSC em ensaios clinicos (compilagdo a partir das bases de dados
disponiveis nos sitios na Internet clinicaltrialsregister.eu e clinicaltrials.gov).

Identificacdo Fase Intervencao Patologia Estado
NCT02247973 I BM-MSC alogénicas . o Por convite
Anemia Apléstica
NCT02218437 v UC-MSC + ATG Em recrutamento
2008-005594-35* Il MSC Doengas hematoldgicas Ativo
NCT02097641 I BM-MSC alogénicas
— ARDs Em recrutamento
NCT01902082 | AT-MSC alogénicas
NCTO00877903 | Prochymal@ Enfarte Agudo do Ativo
NCT01652209 [ Hearticellgram®AMI Miocardio
— Em recrutamento
NCT01770613 I BM-MSC alogénicas STEMI
2009-017752-28* 1 AT-MSC CMI Ativo
NCT01591200 I BM-MSC alogénicas
NCT01233102 Em recrutamento
I/ UC-MSC .
NCTO01728727 Cirrose
NCT01854125 11 BM-MSC autologas .
Por convite
NCT01483248 I MB-MSC
NCT01983709 | BM-MSC alogénicas Cancro da prostata
Cancro do ovario
NCT02068794 I AT-MSC + MV-NIS recorrente Em recrutamento
NCT02079324 | GX-051 Cancro da cabeca e
pescogo
NCT00690066 I Prochymal® _ _ Desconhecido
NCT01157403 IVl BM-MSC autologas D'abetetsip'\c’)'i'“t“s 9 Em recrutamento
NCTO01374854 I UC-MSC Ativo
NCT01759823 1/ BM-MSC autdlogas Diabetes Mellitus de Em recrutamento
NCT01954147 I UC-MSC + GLP-1 tipo 2 Ativo
NCT01157650 I/ AT-MSC auto6logas
NCT00482092 .
1 Prochymal® Doenca de Crohn Ativo
NCT01233960
2011-005966-39* I MSC
2011-001822-81* I/l MSC alogénicas Prevencdo da GvHD Ativo
NCT01765634 | BM-MSC alogénicas
Em recrutamento
NCTO2241018  njn MSC +Ac monoclonal CD25 +
+ inibidores da calcineurina
GvHD aguda

2011-003237-33*

BM-MSC alogénicas

2006-004420-37*

Ativo

Prochymal®
NCTO00759018 - Acesso Alargado
NCT01522716 | MSC alogénicas Ativo
NCT01765660 " BM-MSC alogénicas GvHD croénica Em recrutamento
NCT00972660 I MSC alogénicas Por convite
NCT01297413 I BM-MSC alogénicas Acidente Vascular Em recrutamento

2011-003551-18*

AT-MSC alogénicas

Cerebral

Ativo




Tabela C (Continuagdo): Avaliacéo atual das MSC em ensaios clinicos (compilagdo a partir das bases de
dados disponiveis nos sitios na Internet clinicaltrialsregister.eu e clinicaltrials.gov).

Identificacdo Fase Intervencao Patologia Estado
NCT01609283 I MSC autélogas Esclerose Lateral Em recrutamento
NCT01494480 I UC-MSC Amiotréfica Por convite
2011-006254-85* /1l AT-MSC autélogas Ativo
NCT02017912 , Escler_ose ,Lgteral
] BM-MSC-NTF autdlogas Amiotrofica Em recrutamento
NCT01777646
NCT01895439
11 BM-MSC aut6logas Em recrutamento
NCT01745783
NCT01364246 11 UC-MSC Em recrutamento
NCT01606215 i Esclerose Mdltipla
11 MSC aut6logas
2012-002357-35* .
- Ativo
2012-000518-13* I MSC autélogas
NCT01933802 | BM-MSC-NP aut6logas
2012-002067-10* I/l BM-MSC Acrtrite juvenil Ativo
NCT01547091 11 UC-MSC +/- DMARDs Artrite Reumatoide Em recrutamento
NCT00891501 Hn/m BM-MSC autélogas
. . Em recrutamento
NCT01733186 I CARTISTEM® Defeitos da cartilagem
NCT01626677 Il CARTISTEM® vs. Microfratura Ativo
2012-004444-30* I MSC alogénicas DDD Ativo
NCT01958502 I BM-MSC + BM,P 2 + matriz de Defeitos 6sse0s Em recrutamento
colagénio
2012-003139-50* 1| MSC autdlogas + MBCP Reconstrugao do Ativo
maxilar
NCT01895413 11 BM-MSC aut6logas Em recrutamento
NCTO01183728
111 BM-MSC autdlogas .
2009-017405-11* Osteoartrite Al
ivo
NCT01586312 11 BM-MSC alogénicas
NCT01453738 I MSC alogénicas
NCT02172885 i
| MSC HLAI Osteogenesis Em recrutamento
2012-002553-38* Imperfecta
NCTO01275612 | MSC IR aguda
- — Em recrutamento
NCT02195323 | BM-MSC auto6logas IR crénica
NCT01840540 I AT-MSC aut6logas ARAS Ativo

Legenda: AT; Tecido Adiposo; BM; Medula Ossea; MB, Sangue Menstrual; UC, Corddo Umbilical;
ARDs, Sindrome de Dificuldade Respiratoria Aguda; STEMI, Enfarte do Miocéardio com Elevacdo do
Segmento ST; CMI, Cardiomiopatia Isquémica; GvHD, Doenga do Enxerto contra o Hospedeiro; DDD;
Doenca Degenerativa do Disco; IR, Insuficiéncia Renal; ARAS, Estenose Aterosclerdtica da Artéria Renal,
ATG; Globulina Antitimécito; MV-NIS, Virus do Sarampo Oncolitico codificador do Simportador Sédio-
iodo da tiroide; GX-051, MSC geneticamente modificadas com IL-12; GLP-1, Liraglutida; Ac, Anticorpo;
MSC-NTF, MSC secretoras de Fatores Neurotréficos; MSC-NP, Percursores Neurais derivados das MSC;
DMARDs, Farmacos Modificadores da Doenca; BMP2, Proteina Morfogenética do Osso 2; MBCP, Matriz
Microporosa Bifasica de Fosfato de Calcio; HLAI, HLA idéntico.

*Ndmero EudraCT (European Union Drug Regulating Authorities Clinical Trials)
Notas: Os produtos Hearticellgram®AMI (hBM-MSC aut6logas — Pharmicell Co. Ltd.), CARTISTEM®

(hUC-MSC alogénicas — Medipost Co. Ltd.) e Prochymal® (hBM-MSC alogénicas — Mesoblast, Ltd.) sdo
produtos comerciais, expandidos ex vivo, previamente autorizados pela FDA para integrar ensaios clinicos.






