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Resumo

A doenca de Parkinson é a segunda doenca neurodegenerativa mais frequente,
afetando 1% da populacio acima de 60 anos. Dado que o envelhecimento é o principal fator
de risco desta patologia, a sua incidéncia tende a aumentar, em paralelo com o
envelhecimento da populagio mundial. Como as deficiéncias motoras na doenca de
Parkinson resultam em grande parte da perda de neurénios dopaminérgicos na substancia
negra, esta € ha muito tempo considerada uma das doengas mais promissoras para terapia
baseada em células estaminais, visto abrir a possibilidade de inserir novos neurénios
dopaminérgicos a partir de células estaminais embrionarias e de células estaminais

pluripotentes induzidas no cérebro humano.

As células estaminais tém a capacidade de proliferar e de se diferenciar em varias
linhagens celulares, oferecendo um vasto conjunto de recursos para aplicagoes terapéuticas.
O uso de células estaminais para tratar doencas neurodegenerativas tornou-se assim uma

area de grande interesse.

A perda neuronal de dopamina é responsavel por muitas das caracteristicas
fisiopatologicas da doenca, como rigidez e bradicinesia, que podem ser tratadas no inicio da
doenca com medicamentos dopaminérgicos. Contudo, esta é apenas uma terapéutica
sintomatica. Essa medicac¢ao nao substitui a dopamina apenas no local de maior perda, mas
sim de forma geral, nem imitam a libertacdo normal de dopamina nesses locais. Sendo
assim, o seu uso resulta em efeitos colaterais, como discinesias e problemas
comportamentais. Em contraste, as terapias de substituicao de neur6nios dopaminérgicos
tém o potencial de resolver essas desvantagens da farmacéutica dopaminérgica, fornecendo

uma terapéutica modificadora da doenca.

Atualmente, varios especialistas reconhecem a possibilidade de células estaminais
revolucionarem a forma como vemos e tratamos a doenca de Parkinson, fornecendo assim

uma nova esperanca para os pacientes que vivem com esta doenca.

Palavras-chave

Doenca de Parkinson; Células estaminais; Células estaminais embrionarias; Células

estaminais pluripotentes induzidas; Terapia celular
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Abstract

Parkinson's disease is the second most common neurodegenerative disease,
affecting 1% of the population over 60 years of age. Since aging is the main risk factor for
this pathology, its incidence tends to increase, in parallel with the aging of the world
population. As the motor impairments in Parkinson's disease largely result from the loss of
dopaminergic neurons in the substantia nigra, this has long been considered one of the most
promising diseases for stem cell-based therapy, as we will be able to insert new
dopaminergic neurons from embryonic stem cells and induced pluripotent stem cells into

the human brain.

Stem cells have the ability to proliferate and differentiate into various cell lineages,
offering a vast set of resources for therapeutic applications. The use of stem cells to treat

neurodegenerative diseases has thus become an area of great interest.

Neuronal loss of dopamine is responsible for many of the pathophysiological
features of the disease, such as rigidity and bradykinesia, which can be treated early in the
disease with dopaminergic medications. However, this is only a sintomatic therapy. This
medication does not replace dopamine only at the site of greatest loss, but in the whole body,
not imitating the normal release of dopamine at those sites. Therefore, its use results in side
effects, such as dyskinesias and behavioral problems. In contrast, dopaminergic neuron
replacement therapies have the potential to address these drawbacks of the dopaminergic

drugs, providing a disease-modifying therapy.

Currently, several experts recognize the possibility that stem cells could
revolutionize the way we view and treat Parkinson's disease, thus providing some hope for

patients living with this disease.

Keywords

Parkinson's disease; Stem cells; Embryonic stem cells; Induced pluripotent stem

cells; Cell therapy
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Capitulo 1 - Introducao

A doenca de Parkinson (DP) é a segunda doenca neurodegenerativa mais comum
depois da doenca de Alzheimer e uma das doencas de movimento mais comuns. A doenca,
caracterizada por sintomas motores e nao motores, afeta cerca de 1% da populacao com
mais de 60 anos, expectando-se um aumento desse ntimero com o envelhecimento da
populaciao nos paises desenvolvidos(1). Uma das marcas da DP é a perda de neur6nios
dopaminérgicos do mesencéfalo, associada a disfuncdo motora caracteristica, incluindo
bradicinesia, rigidez e tremor de repouso, sendo o diagnostico desta doenca clinico

suportado pela resposta favoravel a terapéutica dopaminérgica, sobretudo a levodopa.

Atualmente, a terapia de reposicao de dopamina com levodopa e/ou agonistas de
DA, é o gold standard da terapéutica, em vez de prevenir dano dos neurdnios
dopaminérgicos. Embora os tratamentos farmacolégicos possam melhorar
significativamente a qualidade de vida de muitos pacientes com DP, a janela terapéutica
para alcancar beneficios antiparkinsonianos sem induzir efeitos colaterais, como discinesia,
diminui com o tempo na maioria dos pacientes.(2) . Portanto, o uso e o desenvolvimento de
estratégias neuroprotetoras e modificadoras da doenca é uma necessidade absoluta, que

levara a ganhos promissores na pesquisa translacional da DP.

Atualmente, decorrem investigacbes em células estaminais como substitutos de
neuronios incapacitados ou tecidos degenerados. Efetivamente, acredita-se que o
transplante de células dopaminérgicas seja a terapia de substituicio de células mais
promissora. O transplante de neurénios dopaminérgicos do mesencéfalo em estriado que
seja deficiente nestes, pode restaurar a neurotransmissao de DA substituindo neurénios

perdidos em pacientes com DP.(3)

O objetivo principal desta dissertacdo é compreender o potencial que as células
estaminais possuem na terapéutica da doenca de Parkinson, analisando a informacao
publicada na literatura cientifica neste ambito. De modo a atingir este objetivo sera feita
uma revisao dos varios tipos de células estaminais e como se enquadram no potencial

terapéutico desta doenca.

Para um melhor enquadramento do tema, esta dissertacao esta organizada em 3
seccOes: na primeira é descrita a doenca de Parkinson; na segunda parte é abordado
conceitos sobre células estaminais; na terceira parte é analisado o impacto da terapia de

células estaminais na doenca de Parkinson.
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Capitulo 2 - Metodologia

A realizacao desta monografia foi baseada em artigos, em inglés e portugués, usando
como base de dados as plataformas online PubMed, Google Scholar e o clinicaltrials.gov.
Nao foi efetuada restricdo da data de publicac@o dos artigos, mas estes foram selecionados

pelo fator de impacto e naimero de citagoes.

Sendo, de momento, a terapéutica a base de células estaminais um alvo de grande
interesse pela comunidade cientifica, e de forma a garantir que o contetido apresentado
fosse o mais atualizado e completo, houve tendencialmente um maior foco de interesse
pelos artigos mais recentes, mas a data de publicacdo ndo foi um critério de exclusdo. De
todos os artigos apresentados em cada uma das bases de dados, foram eliminados aqueles
que pelo seu abstract se desviam do objetivo de analise desta monografia. Além disso, foi
realizada uma analise das referéncias dos artigos utilizados, de forma a garantir que outros

estudos relevantes fossem incluidos nesta dissertacao.

As palavras usadas na pesquisa foram Parkinson’s disease; stem cells; embryonic
stem cells; induced pluripotent stem cells; cell therapy. Esta pesquisa foi realizada desde

dezembro de 2020 até dezembro de 2021.
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Capitulo 3 - Doenca de Parkinson

3.1 Epidemiologia

A doenca de Parkinson (DP) é o disturbio de movimento mais comum e a segunda
doenca neurodegenerativa mais comum, superada apenas pela doenca de Alzheimer.(4) A
incidéncia mundial da DP é estimada em 5 a 35 novos casos por 100.000 individuos por
ano.(5) A prevaléncia da DP em paises industrializados é geralmente estimado em 0,3% de
toda a populacao e cerca de 1% em pessoas com mais de 60 anos de idade.(1) A DP surge
geralmente entre os 50 e os 80 anos de idade, com um pico na sétima década de vida, sendo
mais prevalente nos homens (3:2)(6), porém as mulheres tém uma taxa de mortalidade
mais alta e uma progressao mais rapida da doenca(7), embora outros estudos nao tenham
encontrado diferencas significativas na prevaléncia de DP entre homens e mulheres.(1) O
inicio da DP raramente ocorre antes dos 50 anos, ocorrendo um aumento acentuado da

incidéncia ap6s os 60 anos.(1)

A mortalidade ndo aumenta na primeira década apo6s o inicio da doenca, mas
aumenta posteriormente, eventualmente duplicando em comparacao com a populacdo em
geral.(1) A melhoria nos cuidados de satide levara a um aumento da prevaléncia da doenca
de Parkinson ao longo do tempo, prevendo-se que o numero de casos de doenca de

Parkinson duplique entre 2005 e 2030.(1)

3.2 Etiologia e patogénese

A maioria dos casos de DP ocorrem esporadicamente (85-90%) e sao de causa
desconhecida.(8) A doenca de Parkinson é uma doenca multifatorial, influenciada por
fatores genéticos e ambientais. A idade é o maior fator de risco para DP com uma média de
idade de inicio de 60 anos. A droga intravenosa MPTP (1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-
tetrahydropyridine) foi revelada como uma causa de parkinsonismo quando usada como
droga recreativa. Estudos epidemiologicos revelaram um aumento de risco no

desenvolvimento de DP na exposicao a pesticidas, vida rural e ingestao de agua de poco.(8)

Ao longo dos tltimos anos foram identificados fatores de risco genéticos. Membros
da familia de primeiro grau de pacientes afetados tém 2 a 3 vezes maior risco de desenvolver
a doenca em comparacdo com sujeitos na populacao em geral.(4) Foram identificadas

causas monogénicas de DP, que foram consideradas muito raras até a identificacao de
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mutacoes da quinase de repeticio rica em leucina (LRRK2) que, em populacoes

selecionadas, causam até 40% dos casos, sendo a causa mais comum de doenca familiar.(4)

Até a data, a investigacao tem sido focada nas vias provocadas por mutacoes em
SNCA, GBA, LRRK2 e PINK1/Parkin. A mutacao no gene SNCA foi das primeiras a ser
associado a doenca de Parkinson hereditaria tendo uma idade de inicio mais precoce, uma
resposta moderada a levodopa com progressao mais rapida, sinais piramidais e

manifestagoes nao motoras.(4)

As mutacoes no gene GBA representam o fator de risco genético mais importante
para o desenvolvimento da doenca. Este gene codifica a glucocerebrosidade, uma enzima
lisossomal que estd em défice na doenca de Gaucher. As alteracoes na funcao lisossomal
podem prejudicar o processamento e eliminacdo da alfa sinucleina, levando a uma

acumulacao desta, explicando a associacdo desta mutacao com a DP.(8)

Mutagoes de Parkin e PINK1 foram também identificadas como causas de DP, sendo
que as de Parkin sdo a causa mais comum de DP de inicio precoce, associada a transmissao

autossémica recessiva.(8)

Tanto os fatores ambientais como genéticos podem afetar processos celulares
fundamentais. Diversos fatores foram implicados na patogénese da morte celular na DP,

incluindo stress oxidativo, inflamacao, disfuncao mitocondrial e stress proteolitico. (8)

Um dos desafios na pesquisa de novas terapias para a DP é adquirir as condicoes de
modelos da doenca necessarias para ensaios clinicos. Em muitos estudos com animais, a DP
pode ser parcialmente imitada em animais experimentalmente, expondo-os a produtos
quimicos usados como pesticidas, inseticidas e herbicidas. A administracdo dessas
neurotoxinas podem induzir um dano especifico nos neurénios dopaminérgicos para
estudar a fisiopatologia, caracteristicas clinicas e patogénese da DP.(9) Acredita-se que tais
produtos quimicos sejam uma causa direta do parkinsonismo em humanos. Modelos
animais comuns induzidos por toxinas incluem injecGes estereotaxicas de 6-
hidroxidopamina (6-OHDA), MPTP e fibrilas pré-formadas de a-sinucleina (FPF).(3)

6-OHDA é um composto neurotoxico sintético usado por investigadores para
destruir seletivamente DA e neur6nios noradrenérgicos no cérebro. O metabolismo da 6-
OHDA gera radicais livres que causam stresse oxidativo e disfun¢ao mitocondrial, levando
a morte celular neuronal, neuroinflamacao e neurodegeneracao. Uma vez que 6-OHDA nao
consegue cruzar a barreira hematoencefalica, este deve ser injetado na substancia negra ou

no estriado diretamente.(3)
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MPTP ja foi um produto quimico industrial e o seu uso indevido em humanos resulta
na severa disfuncao motora que se assemelha a uma fase avancada de DP. Quando injetado
em animais, o MPTP é absorvido pelos astrocitos e metabolizado em 1-metil-4-fenilpiridinio
(MPP +), uma neurotoxina que prejudica o transporte de eletrdes na mitocOndria,
resultando no actmulo de radicais livres ionizantes. Estes modelos podem fornecer os
meios para imitar a perda de neurénios dopaminérgicos na substancia negra e dano na
expressao de DA. No entanto, eles foram criticados porque a taxa de neurodegeneracao é
muito maior do que em pacientes com DP. Além disso, nem o 6-OHDA nem MPTP

produzem inclusoes de corpos de Lewy na via negroestriatal.(3)

Em modelos de FPF, a introducao de inclusdes de a-sinucleina no estriado causou
disfuncdo neuronal, dano mitocondrial e, eventualmente, degeneracdo retrograda de
neurdnios dopaminérgicos negroestriatais. O uso mais apropriado de modelos animais na
pesquisa pré-clinica é avaliar se uma terapia reduz ou elimina as inclusoes a-sinucleina nos

neur6nios.(3)

3.3 Patofisiologia

Do ponto de vista patolégico, a DP caracteriza-se pela perda de neur6nios

dopaminérgicos na parte compacta da substancia negra (SNc). (2,6)

As caracteristicas da DP incluem perda neuronal em areas especificas da substancia
negra e acimulo generalizado de proteina intracelular (a-sinucleina). Embora nem a perda
de neurdnios dopaminérgicos na substancia negra, nem a deposi¢do de a-sinucleina em
neurénios sejam especificos para a DP, essas duas neuropatologias principais sao

especificas para um diagnostico definitivo de DP idiopatica quando aplicadas em conjunto.

(5)

Na doenca em fase inicial, a perda de neur6nios dopaminérgicos é restrita a
substdncia negra ventrolateral, com preservacdo relativa de outros neurdnios
dopaminérgicos do mesencéfalo, acabando por se difundir numa fase mais terminal da
doenca. A perda desses neur6nios dopaminérgicos, mesmo no inicio da doenca, sugere que

a degeneracao nesta regiao comeca antes do inicio de sintomas motores. (5)

Uma série de circuitos neuronais ligam os ntcleos da base com as regioes motoras
corticais correspondentes. O estriado é a principal regiao aferente dos ntcleos da base,
enquanto o segmento interno do globo pélido (GPi) e a parte reticulata da substancia negra
(SNr) constituem as principais regioes eferentes. A eferéncia dos nticleos da base fornece o

tonus inibitorio aos neurénios do talamo e do tronco encefilico, que por sua vez, se
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conectam com sistemas motores no cortex cerebral e na medula espinhal para regular a

funcao motora.(8)

Efetivamente, na DP a neurodegeneracao dopaminérgica na SNc reduz os niveis de
dopamina no estriado, condicionando uma hiperatividade neuronal da regiao eferente dos
nucleos de base (GPi/SNr) associando-se a diminuicao dos movimentos, ou parkinsonismo.

Contudo, a hipoatividade resultara na facilitacao e involuntariedade dos movimentos.(8)

3.4 Manifestacoes Clinicas

A DP apresenta um curso progressivo e manifesta-se através de varios sintomas

motores e nao motores.(6,8)

Dentro dos sintomas motores, apresenta bradicinesia, definida como diminuicao
progressiva da velocidade e amplitude dos movimentos; rigidez, determinada por um
aumento do ténus muscular com resisténcia na movimentacdo; tremor de repouso
caracterizado por movimento involuntario, ritmico e oscilatério; comprometimento da
marcha e da estabilidade postural, sendo que na DP a marcha ¢ lenta, de base estreita, com
passos curtos e baixos, com assimetria do normal balanceio dos membros superiores
durante a marcha, pelo que as voltas podem ser decompostas com multiplos pequenos

passos, podendo haver bloqueios da marcha (freezing of gait). (6)

A DP ¢ hoje reconhecida como uma doenca multissistémica. Além dos sintomas
motores cardinais, sabemos que a DP se caracteriza por uma panodplia de sintomas nao
motores, tais como as manifestagoes neuropsiquiatricas da doenca como deterioracao
cognitiva, depressao, ansiedade, psicose, apatia e fadiga, sendo notavel que a deméncia
estava presente em 83% dos doentes a longo prazo(s); queixas gastrointestinais como
disfagia, enfartamento e obstipagdo; autonémicas como retencao ou urgéncia urinrias,
disfuncdo sexual, sialorreia, hipersudorese, hipotensao ortostatica; manifestacoes
sensitivas como hiposmia e dor; manifestagdes visuais como alteracoes da perceciao do
contraste, ilusdes e alucinagdes visuais; distirbios do sono com sonhos vividos e atividade
hipermotora noturna na perturbacao do comportamento do sono REM, hipersonoléncia
diurna e sindrome das pernas inquietas, entre outros (6), todos eles conhecidos como
manifestacoes nao dopaminérgicas, visto nao responderem totalmente a terapia

dopaminérgica.(8)

Os sintomas nao motores sdo frequentemente o primeiro sintoma que motiva a

procura pelos servicos médicos, pelo impacto que condicionam na qualidade de vida dos
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doentes(6), visto que estes sintomas nao dopaminérgicos precedem o inicio dos sintomas

motores classicos por varios anos ou até mesmo décadas. (8)

3.5 Diagnostico

Atualmente n3o existe um biomarcador ou teste que nos permita afirmar
categoricamente o diagndstico da doenca(6). O diagndstico baseia-se, fundamentalmente
nos sintomas clinicos e inicia-se com a confirmacdo da existéncia de parkinsonismo,
caracterizado por bradicinesia, em combinac¢do com qualquer tremor de repouso, rigidez,
ou ambos (10). O diagnostico requer, ainda, a exclusao de causas de parkinsonismo

secundario e de outras lesdes do sistema nervoso central.(8)

7

O diagnostico clinico é suportado pela resposta favoravel a terapéutica

dopaminérgica, sobretudo a levodopa.(6)

O exame de imagem do sistema dopaminérgico do cérebro na DP com PET ou com
SPECT revela uma reducdo da captacdo de marcadores dopaminérgicos no estriado,
particularmente na parte posterior do putimen (8). Porém, o exame de imagem é raramente
necessario na pratica clinica, visto que o diagnoéstico pode ser habitualmente estabelecido

pelos critérios clinicos.(8)

Os testes genéticos podem ser fteis para a detecio das mutagdes associadas a
doenca, mas a semelhanca dos exames imagiologicos nao sdo usados por rotina, porque as

formas monogénicas sao raras contando para apenas 5% dos casos.(8)

3.6 Tratamento

Nao existem atualmente terapéuticas capazes de diminuir ou travar o processo

neurodegenerativo nem de substituir os neurénios perdidos.(6)

As intervencoes terapéuticas atualmente disponiveis apenas tém a capacidade de
melhorar os sintomas da doenga, com eficicia notoriamente mais elevada nos sintomas
motores.(6) Perda de neurdnios dopaminérgicos na parte compacta da substancia negra,
levando a deplecao de dopamina estriatal, € o mecanismo central subjacente aos sintomas

motores cardinais da doenca de Parkinson.(5)

A levodopa (LD) foi o primeiro farmaco usado eficazmente no tratamento da DP,
permanecendo o mais eficaz no tratamento dos sintomas motores. No entanto este é apenas

um tratamento sintomaético.(6) A LD mantém-se o gold standard no tratamento da DP e
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parkinsonismo, e com o tempo, praticamente todos os pacientes com DP necessitarao de
tratamento com este agente.(5) No entanto, o seu uso é complicado porque o tratamento
prolongado com LD esté associado a complicagdes motoras, nomeadamente flutuacoes na
resposta motora e discinesias.(8) As flutuacdoes na resposta motora correspondem a
alternancia entre periodos “on”, durante os quais o firmaco surte o seu efeito, e periodos
“off”, durante os quais estao presentes caracteristicas parkinsonianas.(8) As discinesias sdo

movimentos involuntarios, geralmente de natureza coreiforme.(8)

LD ¢é o precursor direto de dopamina (DA) e é um proé-farmaco adequado, pois
facilita a penetracdo do SNC e entrega de DA, visto que esta ndo atravessa a barreira
hematoencefalica (BHE).(8) Nas fases iniciais da DP, a LD é um método muito eficaz de
tratamento, e é administrada em combinacao com inibidores da dopa descarboxilase, como
a carbidopa ou a benserazida. Estes inibidores ndo conseguem atravessar a BHE e
bloqueiam a conversao periférica da LD em dopamina, evitando assim, grande parte dos
efeitos adversos do farmaco.(11) Outros efeitos secundarios podem ocorrer sistemicamente,
incluindo arritmias cardiacas, hipotensao ortostatica, nauseas e vomitos como um resultado

do metabolismo periférico de LD.(11)

Estratégias para superar esses problemas foram estabelecidas, de forma a garantir a
presenca de niveis constantes de DA no cérebro de um paciente com DP.(11) Em condig¢Ges
normais, os niveis estriatais de dopamina mantém-se relativamente constantes. Na DP,
uma vez que os neurénios dopaminérgicos degeneram, a dopamina estriatal passa a
depender da disponibilidade periférica de LD. (8) Uma estratégia seria inibir a degradacao
de LD nos tecidos periféricos, de forma a evitar os efeitos adversos. Preparacdes de
libertacdao imediata de LD tém uma curta semi-vida de 1-3 horas, que pode ser prolongada
por um inibidor de catecol-O-metil transferase (COMT), através de entacapona, tolcapona
e opicapona, ou por um inibidor da MAO-B, como selegilina, rasagilina ou safinamida.
Como resultado, os niveis de LD atingindo a BHE serao aumentados, intensificando a sua

entrada e mantendo niveis proximos do normal de DA no cérebro.(11)

Os inibidores da MAO-B, bloqueiam o metabolismo central da dopamina e
aumentam as concentracgoes sinapticas deste neurotransmissor.(5) Estes farmacos também
podem ser utilizados em monoterapia, no inicio da doenca, ou como adjuvantes da
terapéutica com LD, contribuindo para a reducao dos periodos “off” e aumento dos periodos
“on”.(8) Os seus efeitos colaterais mais comuns sdo as nauseas, tonturas, boca seca e
obstipacao. Além disso, quando em associacao com a LD, estes farmacos podem aumentar
as discinesias, mas normalmente este problema é ultrapassado com a reducao da dose de
LD.(8)
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A enzima COMT é responsavel pela metabolizacao de LD.(8) Assim, a inibi¢ao desta
enzima na periferia aumentara a biodisponibilidade e a semi-vida de LD, beneficiando
particularmente os pacientes que desenvolveram flutuagcdes motoras do tipo wearing off(5),
em que a duracgao do beneficio de uma dose individual vai diminuindo.(8) Os seus principais
efeitos adversos sao os sintomas dopaminérgicos, que podem ser controlados com a reducao
da dose de LD. Além disso, podem originar diarreia intensa e alterac6es da coloracao da
urina. A tolcapona pode provocar hepatotoxicidade, sendo necessaria monitorizacao

regular da funcao hepatica.(8)

Acredita-se que os agonistas da dopamina induzem menor estimulacdo pulsatil
estriatal do receptor de dopamina do que LD, sendo considerado uma explicacio para o
risco significativamente reduzido de induzir complicac6es motoras quando os agonistas da
dopamina sao usados como monoterapia inicial na doenca de Parkinson.(5) Uma vantagem
dos agonistas da dopamina é a sua semi-vida mais longa que a LD, o que os torna
promissores como terapias adjuvantes em pacientes com flutuacdes motoras.(5) A
semelhanca da LD, a administracdo destes farmacos pode originar sintomas
dopaminérgicos agudos e transtornos de controlo de impulsos. Além disso, o seu uso

cronico esta associado a alucinagoes e défice cognitivo.(8)

Nos doentes com DP, boa resposta a LD, mas com complicacoes motoras apos
otimizacdo da terapéutica por neurologista, ou com efeitos adversos intoleraveis da
medicacao, a estimulacdo cerebral profunda do niicleo subtalamico ou globo palido interno
€ uma opcao terapéutica eficaz e segura para pacientes cuidadosamente selecionados, sem
contraindicacOes para esta cirurgia.(6) A intervencao consiste na implementagdo de um
elétrodo na zona alvo, que é conectado a um estimulador inserido no tecido subcutaneo da
parede toracica.(8) Esta opgao terapéutica pode apresentar efeitos colaterais relacionados
com o procedimento cirtrgico (hemorragia, enfarte e infecdo), com o sistema de
estimulacao (infecao, rutura do fio e ulceracdo da pele) ou com a propria estimulacao

(anormalidades oculares, da fala, musculares e depressao).(8)

Nunca é demais enfatizar o papel positivo do reforco da capacidade fisica dos
doentes, através de treino de marcha, equilibrio e reforco muscular.(6) Exercicio fisico tem
demonstrado manutencao e até melhoria da funcao motora para pacientes com DP, sendo
que exercicios ativos e passivos com amplitude total de movimento reduzem o risco de

artrite e congelamento de articulacoes.(8)

Efetivamente, LD permanece o melhor tratamento sintoméatico para DP e o gold
standard contra o qual as novas terapéuticas experimentais sdo comparadas. Atualmente

nenhum tratamento médico ou cirurgico oferece beneficios anti parkinsonianos como os
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que sao conseguidos com LD. Quase todos os pacientes apresentam melhorias, e na falha

de resposta, o diagnostico devera ser questionado.(8)

Apesar de todas estas estratégias, os bloqueios (freezing) da marcha e a instabilidade

postural sao sintomas muitas vezes refratarios as terapéuticas atualmente disponiveis.(6)

De facto, temos assistido a uma expansao das opg¢oes terapéuticas, nomeadamente
dirigidas as complicacbes motoras da doenca. No entanto, as intervencoes terapéuticas
atualmente disponiveis para a DP estao longe de satisfazer as necessidades clinicas, pelo
que se aguardam com expectativa os resultados das multiplas linhas de investigacdo em

curso.(6)
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Capitulo 4 - Células estaminais

4.1 O que sao?

O termo “Stammzelle” (“célula estaminal”) foi originalmente usado em 1868 por um
médico e quimico alemao, Ernst Haeckel, para descrever o “organismo ancestral unicelular

do qual evoluem todos os organismos multicelulares”.(2)

Atualmente sabemos que as células estaminais (CE) fornecem os blocos de
construcao para todos os 6rgaos do corpo. Elas tém a capacidade tnica de se dividir
assimetricamente e se diferenciar nos varios tipos de células do corpo, a0 mesmo tempo que
se replicam para manter uma linhagem de CE. Elas estao presentes em quase todos os
tecidos humanos, sendo que em embrides, elas se diferenciam em todos os tecidos e 6rgaos
do corpo, e no ser humano adulto, elas fornecem uma capacidade de renovacao na maioria

dos 6rgaos. (12)

Existem diferentes formas de CE, cada uma com uma "poténcia" variavel. Poténcia
refere-se a capacidade de uma CE se replicar e se diferenciar em diferentes tipos de células.
As CE totipotentes e pluripotentes tém a maior poténcia e sdo obtidas nas fases de
desenvolvimento pré-embrionario. Os blastomeros que surgem de um 6évulo fertilizado
(zigoto) sao CE totipotentes e tém o potencial de se diferenciar em todos os 6rgaos do corpo,
incluindo a placenta. Um agrupamento de blastobmeros passa a formar um blastocisto, que
tem uma cavidade oca e uma massa celular interna de células estaminais embrionarias
(CEE). Estas CE sao de natureza pluripotente e, em relacdo as CE totipotentes, elas
perderam a capacidade de se diferenciar em placenta, mantendo a sua capacidade de formar

todos os 6rgaos e tecidos do corpo.(12)

As CE pluripotentes diferenciam-se em CE multipotentes, que incluem células
estaminais hematopoiéticas (CEH), células estaminais mesenquimais (CEM) e células
estaminais neurais (CEN). Estas células tém como objetivo diferenciar-se ainda mais em
células de um determinado 6rgao ou sistema, isto €, CEH diferenciam-se em células do
sangue e sistemas imunologicos e CEN em células do cérebro e do sistema nervoso. CE
multipotentes diferenciam-se em células progenitoras que sao oligo e unipotentes, estando
ainda mais comprometidas com um numero limitado de tipos de células que podem

originar. (12)

Até recentemente, a diferenciacio de células estaminais era considerada

unidirecional; no entanto, ao introduzir um ntmero definido de fatores em células

11



Potencial terapéutico de células estaminais na doenga de Parkinson

totalmente diferenciadas (por exemplo, pele ou células sanguineas) num ambiente de
laboratério, é possivel originar um tipo de célula que, mais uma vez, tem capacidade

pluripotente. Estas sao referidas como células estaminais pluripotentes induzidas (CEPI).

(13)

O comportamento e o destino das CE sdo fortemente influenciados pelas suas
localizacoes anatomicas especificas e tipos de células circundantes, chamados de "nicho de
células estaminais". O nicho fornece suporte fisico para hospedar ou ancorar CE e fornece
fatores para manté-las e regulé-las. As CE também sdo reguladas por cascatas de sinalizagao
intrinsecas e mecanismos de transcrigao, alguns dos quais sdo comuns a todas as CE e

outros que sao exclusivos de tipos especificos.(14)

4.2 Evidéncias histéricas da eficacia de CE no tratamento da
DP

O transplante de diferentes tecidos para o cérebro comecou como uma abordagem
experimental para a compreensao de aspetos fundamentais do desenvolvimento e funcao
do sistema nervoso central. O primeiro transplante em modelo animal da DP foi realizado
em 1979 com o objetivo de determinar se as células produtoras de dopamina enxertadas
eram capazes de reduzir as alteracoes motoras no modelo animal.(15) Estes e outros
relatorios iniciais sobre a sobrevivéncia do tecido do enxerto no cérebro e os seus efeitos
benéficos num modelo animal com DP contribuiram para o inicio da era do transplante de
células estaminais na DP. Quarenta anos ap6s os primeiros estudos neste campo, existe um
interesse continuo no desenvolvimento de terapias de substituicdo de células para o
tratamento da DP, com foco particular na pesquisa para fontes de células ideais para o

enxerto.(16)

No final dos anos 1970 e 1980, varios estudos de referéncia mostraram que enxertos
de tecidos poderiam sobreviver no cérebro de roedores adultos a longo prazo e diferenciar-
se em neurénios dopaminérgicos, com crescimento de fibras no estriado do hospedeiro(17),
formar e receber sinapses do cérebro hospedeiro(18), libertar dopamina de maneira
adequadamente regulada(19) e restaurar a funcao em modelos animais de DP que imita a

via nigroestriatal perdida.

Estes trabalhos pré-clinicos forneceram um grande impulso para a transicao para
ensaios clinicos em pacientes com DP que foram enxertados com tecido do mesencéfalo
ventral fetal (MVF) no estriado. O primeiro estudo duplo-cego comparando transplantes de

tecidos do MVF contra um grupo de controlo de cirurgia simulada foi realizado em 2001,
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onde os pacientes que receberam injecoes bilaterais de células fetais no putdmen
demonstraram uma recuperacao modesta em comparagao com o grupo controlo.(20) Nao
houve melhorias significativas em pacientes com mais de 60 anos e alguns pacientes que
receberam enxertos fetais desenvolveram discinesias e distonia.(20) Esses efeitos colaterais
indesejados dos enxertos fetais, juntamente com a introducdo da estimulacao cerebral
profunda em 1997 para tratar tremores na DP, levou a que os transplantes de células para
DP fossem temporariamente suspensos até recentemente, quando o consoércio
TRANSEURO, uma iniciativa em andamento com financiamento europeu com o objetivo
de fornecer protocolos padronizados para transplante de MVF, revisitou os enxertos de

mesencéfalo ventral fetal para o tratamento de DP num ensaio multicéntrico.(21)

Outros estudos retrospetivos examinaram cérebros post-mortem de pacientes com
DP que sobreviveram mais de 10 anos apds receberem transplantes de mesencéfalo fetal no
inicio da década de 1990.(22,23) Eles concluiram que os neurdénios dopaminérgicos
enxertados permanecem saudaveis e funcionais, resultando num alivio sintomatico de
longo prazo em alguns dos pacientes no estudo. Apesar de uma pequena percentagem de
neurdnios enxertados desenvolverem corpos de Lewy que podem sugerir a propagacao da
doenca de hospedeiro para o enxerto, a maioria dos neuronios era saudavel e funcional por

mais de uma década nesses pacientes.

Em suma, o transplante de tecido mesencéfalo ventral fetal para o corpo estriado de
pacientes com DP forneceu uma prova de que as terapias celulares podem fornecer

beneficios clinicos a longo prazo.(24)

4.3 Tipos de células estaminais

4.3.1 Células estaminais neurais

CEN humanas foram isoladas de cérebros fetais e adultos e mostraram dar origem a
neurdnios e glia in vitro, e diferenciar-se em neurdnios no cérebro de ratos.(25) Essas
descobertas apoiam a teoria de que as CEN sdo boas candidatas a terapia de transplante de

células para doencas neurologicas.

CEN sao progenitores multipotentes que tém a capacidade de produzir fatores
neurotroficos e diferenciar-se em linhagens celulares do sistema nervoso central e
periférico, incluindo neurdénios e células gliais de suporte (como astrocitos e
oligodendrocitos). No cérebro adulto, as CEN sao limitadas ao hipocampo e desempenham
um papel importante no apoio a plasticidade. Aquelas encontradas na zona subventricular

(ZSV) do hipocampo estao em contacto com o liquido cefalorraquidiano, movendo-se
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radialmente e diferenciando-se em neuroblastos jovens. CEN na zona subgranular (ZSG)
também se movem radialmente e diferenciam-se em neuroblastos, mas sao referidos como
CEN tipo glia radial.(12,14) Neuroblastos continuam a amadurecer e diferenciam-se em
neurdnios. CEN sao abundantes nos cérebros fetais, principalmente nas fases iniciais de
desenvolvimento. Uma vez colhidas do cérebro fetal, elas podem ser dissociadas e cultivadas
em laboratorio como uma monocamada de células ou como "esferdides" flutuantes que
produzem fatores neurotroficos que podem ser diferenciados em mais linhagens neuronais
definidas.(12)

CEN podem ser isoladas do mesencéfalo ventral fetal ou ser geradas in vitro a partir
de CEE ou CEPI humanas.(12) Para gerar CEN, a primeira etapa é a inducao neural. Através
de uma série de ativadores e inibidores das vias de sinalizagao celular, este processo produz
CEN semelhantes a células epiteliais neurais e de seguida, progenitores neurais

intermediarios, assemelhando-se ao desenvolvimento embrionario.(14)

Estudos demonstraram que a pequena molécula bioativa guggulsterona pode ser
usada para aumentar dramaticamente a diferenciacio neuronal para neurdnios
dopaminérgicos.(26) Este método permite o estabelecimento de um protocolo para
produzir populagoes puras de células neuronais de grau clinico a partir de CE pluripotentes
humanas e é um avancgo importante para o desenvolvimento de um tratamento eficaz para

a doenca de Parkinson.

4.3.2 Células estaminais mesenquimais

CEM foram provadas ser benéficas para o tratamento de muitas doencas, incluindo
DP. Como as CEM apresentam baixa imunogenicidade, sem risco de teratoma, pouco debate
e preocupacao ética e uma baixa probabilidade de ser tumorogénica apos transplante no
corpo humano, ensaios clinicos usando CEM como um agente terapéutico estio em

andamento.(3)

As CEM podem ser isoladas de varias fontes, incluindo aspirado de medula 6ssea,
musculo, pele, polpa dentéria, sangue periférico e geleia de Wharton de cordoes umbilicais
neonatais. Estas CEM demonstraram ter diferenciacdo multipotente nas linhagens
mesodérmicas, endotelial e de células ectodérmicas, incluindo células neuronais.(27) CEM
de cada uma dessas fontes sao, no entanto, mais propensas a diferenciar-se nas células da
sua origem e, portanto, sao mais comprometidas com essas linhagens.(12) CEM da medula
Ossea e cordoes umbilicais tém sido usadas em engenharia de tecidos e reparo neural porque
sao faceis de serem isoladas dos adultos ou recém-nascidos e podem proliferar por mais de

30 passagens in vitro sem perder as suas diferenciacoes multipotentes.(27)
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CEM de cordao umbilical humano s3o ideais para uso em aplicacoes terapéuticas
devido a sua capacidade de diferenciacdo em multilinhagem, viabilidade de transplante
autdlogo, facil aquisicao e falta de problemas éticos. No entanto, CEM de cordao umbilical
humano transplantado tém baixa taxa de sobrevida no hospedeiro, e as células

transplantadas da veia podem causar embolizacao capilar e incontrolavel divisao celular.(3)

Sob condic¢bes de indugdo neuronal, as CEM podem ser induzidas a diferenciar-se
em direc¢ao a células tipo neuroénios e astrocitos.(3) CEM recentemente isoladas da medula
Ossea e células indiferenciadas mesmo antes da diferenciacio sdo capazes de gerar

marcadores caracteristicos de células neurais.(28)

Evidéncias adicionais sugerem que o microambiente cerebral estimula a
diferenciacdo de CEM em células neurais. Quando infundidas no estriado do cérebro de
rato, foram relatadas a migrar e integrar-se. Até 72 dias ap0s o transplante, as células sao
encontradas no cortex cerebral, no lobo temporal, através do eixo rostro-caudal, e mesmo

contralateral ao local injetado.(28,29)

Existe uma elevada disponibilidade de CEM de varias fontes de tecidos e as
preocupacgoes éticas sao menores em comparagao com as CEE. Além disso, as CEM nao sdo
tumorogénicas em comparacao com as CEE ou as CEPI. As CEM também secretam uma
variedade de fatores troficos para sinalizacao paracrina e tém a capacidade de se diferenciar
numa ampla gama de tipos de células. Devido a estas caracteristicas vantajosas das CEM,

sdo assim, uma escolha atraente para o tratamento de varias doencas. (30)

4.3.3 Células estaminais hematopoiéticas

As CEH sao células estaminais multipotentes tradicionalmente usadas para o
tratamento de doencas malignas e nao malignas do sangue e do sistema imunoldgico. Elas
podem ser colhidas diretamente da medula 6ssea, sangue periférico (ap6s o pré-tratamento
para mobilizar CEH da medula 6ssea) ou sangue do cordao umbilical. Dependendo da
condicdo a ser tratada, as CEH sao recolhidas do paciente ou de um doador saudavel para
ser usado como autbélogo ou transplante alogénico, respetivamente. Transplante alogénico,
no entanto, vem com a restricao da necessidade de haver correspondéncia genética entre o
doador e o recetor, a fim de evitar a rejeicao do enxerto ou, mais preocupantemente, o risco
de doenca graft vs host e a sua associada mortalidade. Os pacientes serao também

submetidos a terapia imunossupressora vitalicia.(12)

O transplante de CEH ¢é realizado maioritariamente (90%) para tratar malignidades

hematologicas, incluindo leucemia, linfoma e mieloma multiplo. Secundério a essas
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indicacgoes é o tratamento de tumores sélidos, enquanto as condi¢oes nao malignas incluem
insuficiéncia da medula 6ssea, hemoglobinopatias e distirbios imunolégicos priméarios. Em
todos estes casos, o principio basico do transplante de CEH é repor a medula 6ssea com CE
que reconstituam o sistema imunolégico com uma linhagem funcional de células

hematopoiéticas.(12)

Efetivamente, tem havido poucos estudos e pouca utilidade para uso de CEH em
doencas neurolédgicas. Paralisia cerebral e encefalopatia isquémica hipoxica sdo as
indicagoes neurologicas mais tratadas com CEH, havendo pouca utilidade destas células na
DP.(12)

4.3.4 Células estaminais embrionarias

CEE é um termo geral aplicado a células estaminais derivadas do inicio de fases de
desenvolvimento de um embrido. As CEE sao derivadas da massa celular interna de um

blastocisto normalmente derivado de fertilizagao in vitro.(28)

As primeiras linhas de CEE foram isoladas em 1981 de blastocistos de ratos(31), e 17
anos depois, foram geradas linhas de CEE humanas. (32) Estas células possuem todas as
caracteristicas das verdadeiras células estaminais, sdo capazes de proliferar sem limitacao
de autorrenovacao, dando origem a células que sao derivadas de todas as trés camadas

germinativas. (28)

CEE sao altamente proliferativas e retém a pluripoténcia apds longos periodos de
expansao in vitro. Como podem dar origem a qualquer tipo de célula do corpo, incluindo
neur6nios dopaminérgicos, o seu potencial num ambiente clinico parece ser 6timo.(33) No
entanto, uma grande desvantagem de usar CEE para o transplante é a tendéncia do tecido
enxertado a formar tumores, principalmente teratocarcinomas derivados de CEE
indiferenciadas ainda presentes na populacao transplantada. O crescimento do tumor pode
ser evitado por separacao de células pluripotentes daquelas que iniciaram a diferenciacao,
seja por fluorescéncia ou classificacao de células magneticamente ativada, ou induzindo que

todas as células transplantadas se comprometam com a via de diferenciacao dopaminérgica.

(34)

Um dos maiores obstaculos ao uso de CEE como terapia na DP ¢ atingir a
diferenciacdo destas células em progenitores neurais e neurbénios dopaminérgicos
funcionais. Assim, tentando combater esta adversidade, Kirkeby e colegas desenvolveram
um estudo em que definem protocolos para a geracao rapida e eficiente de neurénios

especificos e regionalizados de CEE, baseados na inibicdo de SMAD dupla (direcionando a
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sinalizacado de BMP e TGFf3), juntamente com a ativagao dupla das vias Wnt e SHH (sonic
hedgehog), e formacdo de corpo embridide facilitando a inducdo de neurdnios
dopaminérgicos do mesencéfalo enquanto suprime linhagens alternativas. Adicionando um
produto quimico (CHIR99021) inibidor da quinase sintetase de glicogénio 3 (GSK3) que
funciona como um agonista de Wnt, foram capazes de induzir a especificacio dose-
dependente de progenitores neurais regionalmente definidos. Deste modo, a falta de
sinalizagdo por Wnt durante a inducdo neural resulta num destino rostral, enquanto um
alto nivel de Wnt levou a um destino caudal (medula espinhal). Niveis intermediarios de
sinalizacdo por Wnt induzidos por 0,7 uM de CHIR99021 foram ideais para as
especificacoes do mesencéfalo, necessarios para a producdo de progenitores
dopaminérgicos essenciais a terapia da DP. Através deste protocolo, dez dias ap6s o inicio
da diferenciacdo, os progenitores poderiam ser transplantados ao estriado de rato adulto,
onde formaram enxertos ricos em neuronios e livres de tumor mantendo a sua especificacao
regional. Este é um avanco significativo em relacdo a outros protocolos existentes, visto que,
elimina a necessidade de cultura prolongada antes do transplante, tornando-o econémico e
reduzindo a variacdo e assincronia associada a diferenciacao in vitro prolongada antes do

transplante.(35)

Duas desvantagens potenciais podem limitar a aplicacao terapéutica das CEE.
Primeiro, gerar estas células estaminais requer oOvulos fertilizados de doadores e a
destruicao de embrides, o que levanta uma infinidade de questoes éticas e preocupacoes
legais. Em segundo lugar, os enxertos derivados de CEE sao alogénicos para os pacientes
recetores, sendo necessario assim, regimes imunossupressores vitalicios. Apesar dessas
limitacoes, CEE sdo atualmente o gold standard para a terapia com células estaminais para
a DP, e CEE derivadas de neuronios dopaminérgicos do mesencéfalo estdo a ser atualmente

desenvolvidas para ensaios clinicos.(36)

4.3.5 Células estaminais pluripotentes induzidas

Em 2006, Shinya Yamanaka e os seus colegas relataram o seu trabalho inovador
sobre a reprogramacao de células somaticas de ratos diferenciadas terminalmente em
células estaminais pluripotentes induzidas de tipo embrionario.(37) Estes demonstraram
que quatro fatores de transcricao (ou seja, Oct4, Sox2, Klf4 e c-Myc) poderiam reverter
fibroblastos de ratos em CEPI semelhantes a CEE. Posteriormente, este e outros grupos
reprogramaram tecidos somaticos humanos em CEPI usando os mesmos ou conjuntos

semelhantes de fatores. (38,39)

17



Potencial terapéutico de células estaminais na doenga de Parkinson

Esta tecnologia de CEPI oferece a possibilidade de gerar células estaminais
especificas para doencas e pacientes, sem a destruicao de embrides. Assim, revolucionando
nao apenas a pesquisa com células estaminais destinadas a estudar o desenvolvimento
humano e os mecanismos de doencas, mas também ofereceu um novo paradigma para a
terapia celular personalizada, fornecendo fontes de células estaminais aut6logas

potencialmente ilimitadas.(2)

Transplantes de epitélio pigmentado da retina derivadas de CEE e CEPI foram
testados em pacientes com degeneracao macular relacionada a idade, uma das principais
causas de cegueira entre a populacao idosa, e tém demonstrado resultados promissores no

atraso da progressao da doenca.(40)

De facto, as células dopaminérgicas derivadas de CEPI podem contornar muitos dos
principais problemas associados ao transplante de células estaminais fetais, tais como, as
questdes éticas de uso de tecido abortado, as questdes médicas relacionadas a rejeicao
imunoldgica e imunossupressio e também o problema do fornecimento e
disponibilidade.(2) No entanto, tal como CEE, o risco de formacao de tumor deve ser
minimizado, antes que os neurdnios dopaminérgicos derivados de CEPI possam ser
considerados como uma opcao de transplante em DP. Além disso, existem preocupacoes
sobre se os neurénios dopaminérgicos recebidos por transplante autélogo em DP seriam
mais suscetiveis a patologia da doenca visto que, as mutacoes genéticas também podem

estar presente nas células derivadas de fibroblastos.(33)

Uma vantagem de usar CEPI para terapia de substituicdo de células é que células
autologas derivadas destas podem ser usadas no proprio corpo do doador com reduzidas

preocupacoes na rejeicao imunologica.

4.4 Utilidade na pesquisa farmacéutica

As qualidades unicas das CEPI oferecem véarias vantagens ao tentar modelar e
estudar a DP. Uma das suas caracteristicas mais influentes é sua especificidade para o
paciente. Os fibroblastos podem ser retirados de um individuo que sofre de DP,
reprogramados para um estado pluripotente usando certos de fatores de transcricao e, em
seguida, diferenciados em neurénios dopaminérgicos do mesencéfalo diretamente afetados
pela DP.(13) As amostras de CEPI transformaram a forma como abordamos modelos
cientificos e também o estudo da neurodegeneracdo.(37) Estes modelos preservam a
suscetibilidade genética, a maquinaria molecular nativa e as vias de transcricao individuais

necessarias para tal doenca.(13)
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Embora os modelos atuais nunca possam imitar totalmente a DP, os modelos de
CEPI alcancam condicOes robustas e fenotipicamente semelhantes para a estudar. Retendo
as mutacoes genéticas dos proprios pacientes com DP, os neurénios produzidos a partir
desta "DP num frasco" mantém a sua suscetibilidade apoptotica natural e requerem menos
inducao quimica para resultar na morte de neurénios dopaminérgicos. CEPI especificas ao
paciente abrem uma nova janela para avaliar as contribuicOes genéticas para a patogénese
da DP. Nao estando agora inacessiveis na profundidade do mesencéfalo, as mudancas

celulares de mutacao sao vistas fisicamente em tempo real.(13)

Os modelos de CEPI também podem permitir a triagem de fAirmacos mais répida
sem efeitos colaterais em humanos.(13) A tecnologia CEPI fornece um nimero adequado
de células necessérias para completar a pesquisa terapéutica e permite a investigacao de
varios tipos de células diferentes do mesmo paciente com DP. Por este meio, as CEPI podem
ser exploradas para rastrear possiveis novos medicamentos e, simultaneamente, rastrear a
toxicidade induzida por medicamentos nas culturas de células. Os medicamentos mais
promissores sdo selecionados para estudos in vivo adicionais para prever a viabilidade de

futuras terapéuticas.(41)

Deste modo, CEPI foram aplicadas na testagem de terapéuticas experimentais em
cooperacao com a induastria farmacéutica. A implementacao da medicina personalizada com
base no perfil genético, levando em consideracao as mutacoes de risco de DP e a variagao
nas enzimas do metabolismo de drogas, oferece muitos beneficios potenciais para futuros

pacientes em DP.(41)
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Capitulo 5 - Terapia de células estaminais na

doenca de Parkinson

Células estaminais providenciaram uma nova forma de encarar a DP. Estas sao
capazes de se diferenciar em qualquer tipo de célula somatica e tém como objetivo gerar
células capazes de substituir estes neurénios perdidos, de forma a voltar a estabilizar os

valores de dopamina existentes.

Para um transplante eficaz, é necessario descobrir se os neurénios dopaminérgicos
derivados de CE podem reinervar com eficiéncia o estriado e fornecer recuperacao funcional
em pacientes com DP. Conhecimentos sobre o transplante de tecido do mesencéfalo ventral
fetal em animais e humanos forneceu uma série de requisitos para estabelecer uma terapia
baseada em CE clinicamente competitiva na DP. Os enxertos de CE devem possuir varias
caracteristicas fulcrais, tais como, exibir uma libertacao regulada de DA e propriedades
moleculares, eletrofisiologicas e morfologicas semelhantes aos dos neurdnios da substancia
negra; permitir a sobrevivéncia de mais de 100.000 neurbnios dopaminérgicos por
putamen humano; restabelecer a rede dopaminérgica dentro do estriado e restaurar a
conectividade funcional com circuitos neurais extra estriatais do hospedeiro; reverter os
déficits motores semelhantes a sintomas humanos em modelos animais de DP e induzir
alivio sintomaético major e de longa duracdo em pacientes com DP; e ndo produzir efeitos
adversos, como formacdo de tumor, reacbes imunes e discinesias induzidas pelos

enxertos.(33)

Os principais obstaculos da terapia com células dopaminérgicas do mesencéfalo
incluem o controlo de qualidade da identidade, seguranca e eficacia do produto celular de
forma consistente e em tempo real; determinacao de intervalos de tempo precisos em que
precursores ou neurénios dopaminérgicos podem ser criopreservados e depositados sem
afetar a sua qualidade; boa viabilidade apos descongelamento de células; e alteracGes nulas
ou minimas nas caracteristicas e funcionalidades da populacao de células apds o

descongelamento.(42)

Embora a seguranca e a eficacia de diferentes terapias de substituicao de células
exijam mais investigacdo em humanos, estas sdo especuladas a fazer parte da gestao futura

do doente com DP.(3)
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5.1 Tipos de células estaminais a aplicar

Nas ultimas duas décadas, investigadores tém procurado estratégias alternativas
para suplementar DA, substituindo os neur6nios dopaminérgicos perdidos na doenca por
CE equivalentes. CEN, CEM, CEE, e CEPI estao entre as tipologias de CE que os cientistas
estdao a utilizar para induzir a sua diferenciacdo em células maduras dopaminérgicas. A

terapia com CE para o tratamento da DP demonstrou algum sucesso em modelos animais.

Atualmente, existem dois tipos de recursos de enxertos para DP, um dos quais é
alogénico e outro é autogeno. Os alogénicos incluem cérebro fetal ou de outro tecido
embrionério humano, e neurénios dopaminérgicos derivados de CEE humanas, enquanto
enxertos autélogos derivam de células somaticas especificas do paciente via reprogramacao

por CEPI in vitro ou direta conversao da linhagem.(9)

Uma visao convencional é que a terapia celular autéloga é sempre mais cara do que
a terapia com células alogénicas. E verdade que uma abordagem alogénica ou compativel
com HLA permitiria uma produgao de lotes maiores e de controle de qualidade testado de
células para uso em vérios pacientes, enquanto uma abordagem de transplante de células
autologas requer preparacao de lotes de células tinicas para cada paciente e testes de
controle de qualidade de cada lote, 0 que aumentara o custo de producao de células. No
entanto, ao olhar para o custo total de saude, esta visdo nao é necessariamente

verdadeira.(43)

Uma perspetiva interessante é que muitos pagadores podem tentar evitar
transplantes alogénicos, dado os altos custos atuais da supressao imunologica e dos custos
relacionados a rejeicdo do transplante. Um exemplo desta perspetiva é a terapia por
transplante de células estaminais da medula dssea, onde a morbilidade e os custos para
transplantes alogénicos falhados é muito maior do que para transplantes aut6logos. Para
transplante de células estaminais da medula 6ssea pode-se estimar mais de 100.000 ddlares
por paciente para terapia celular autéloga de transplante de medula 6ssea e o seu
acompanhamento. No entanto, a estimativa média para transplantes alogénicos pode ser
varias vezes maior. A razao é que o transplante alogénico apresenta um significativo risco
de morbilidade para os pacientes devido a fatores imunoldgicos e problemas de supressao

imunologica associados. (43)

Se estas consideracoes também se aplicam ao transplante alogénico vs autologo de

células no SNC, tal tornar-se-a evidente no inicio dos ensaios clinicos de fase 1 em humanos.
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5.2 Estudos com CE em animais

Existem véarias fontes de CEN, como CEE humanas, CEPI, CEN derivadas do cérebro
fetal humano, entre outras. Duas classes de CEN podem ser distinguidas: CEE (células
pluripotentes, que criam células de cada uma das trés camadas germinativas embrionarias)
e células estaminais adultas (multipotentes, que podem criar tipos de células especificos da
linhagem).(44) Ao contrario das CEE e CEPI, as CEN sdo consideradas menos
tumorogénicas, no entanto, o seu uso ¢ dificultado pela baixa taxa de sobrevida, falta de

fonte adequada e obtencao de ntimeros suficientes para transplante.

O transplante de neur6énios dopaminérgicos comecgou na década de 1970, quando
Bjorklund e colegas transplantaram pequenas porcoes de tecido contendo neurdnios
dopaminérgicos, serotoninérgicos e noradrenérgicos extraidos do cérebro fetal de rato para
o cortex cerebral e hipocampo de ratos adultos nao lesionados. Essas células mostraram boa
sobrevivéncia apos o transplante com crescimento axonal substancial que formou extensos
padroes de fibras dentro do proprio enxerto e com tecido cerebral adjacente.(45)
Posteriormente, em roedores modelos da DP, Perlow et al. em 1979 transplantaram pedacos
de tecido so6lido para o ventriculo lateral em contacto com o caudado e putamen (15),
enquanto Bjorklund et al. em 1980, transplantaram pedacos de tecido para a cavidade
cortical dorsal que recobre o caudado e putdmen.(17) Ambos os estudos notaram melhoria
no comportamento rotacional induzido por anfetaminas, e a analise post mortem revelou

sobrevida e reinervacao do estriado lesado.(46)

Outra fonte de CEN pode ser também o uso de CE partenogénicas humanas que sao
CE pluripotentes derivadas de odcitos nao fertilizados quimicamente ativados. Estas células
demonstram as caracteristicas tipicas exibidas por CEE, incluindo divisdo infinita e
diferenciacao in vitro e in vivo em células de todas as trés linhagens germinativas, evitando

o problema ético de destruir um embrido humano potencialmente viavel.(47)

As CEN partenogénicas foram injetadas bilateralmente no estriado e na substancia
negra de macacos imunossuprimidos. O transplante foi seguro e bem tolerado pelos animais
sem discinesia, tumores, formacao de tecido ectopico ou outros eventos adversos sérios
relacionados. Assim, foi observado que as CEN promoveram a recuperacao
comportamental, aumento da concentracao de DA estriatal, da inervacao das fibras, do
numero de neuréonios dopaminérgicos e induziu a expressao de genes e vias prejudicados
na DP em comparacao com animais do grupo controlo.(47) Estes resultados fornecem mais
evidéncias para a transicao clinica de CEN e apoiam a aprovacao do primeiro estudo de fase
I/Ila (NCTo02452723) baseado em células estaminais pluripotentes do mundo para o

tratamento da DP. (47)
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O uso de CEM tem sido considerado como uma fonte ideal para a produgao de
neurdnios dopaminérgicos, principalmente devido a sua alta aceitacdo ética, ampla
disponibilidade, facilidade de isolamento e capacidade de serem prontamente multiplicadas

sem formar teratomas.(30)

Em 2015 foi publicada uma meta-analise por Jenny Riecke et al, com o objetivo de
realizar uma revisao sistematica da literatura para identificar estudos que usaram testes
comportamentais para avaliar o efeito do tratamento de CEM nao modificadas em modelos
animais de DP.(48) Vinte e cinco estudos, incluindo trés vias de administracao, uma ampla
gama de doses e varios modelos de DP foram estudados. Foi examinado o comportamento
rotacional, que € uma medida de longa data do estado funcional em modelos de roedores
hemiparkinsonianos que demonstrou correlacionar-se com os marcadores negroestriatais
em ratos lesados com 6-OHDA. Trabalhos mais recentes sugeriram também que, embora o
comportamento rotacional seja um bom indicador de deplecao de dopamina negroestriatal,
testes adicionais da func¢do de membro fornecem mais relevancia clinica. Assim, foi
observada uma melhoria significativa na diferenca média padronizada agrupada, para o

comportamento rotacional e a funcao do membro. (48)

Os resultados deste estudo indicam que as CEM podem ser um candidato promissor
para levar adiante nos ensaios clinicos.(48) Nao foram encontradas diferencas nos efeitos
do tratamento, nomeadamente no comportamento rotacional, independentemente das vias
de entrega e tempo de administracdo. Contudo, é interessante notar que os estudos que
utilizaram a administracao intravenosa mostraram um maior efeito positivo na funcdo do
membro do que a administragio intraestriatal. No geral, esses achados sugerem que as CEM
podem exercer efeitos semelhantes por meio de entrega intravenosa e que abordagens
intracranianas mais invasivas podem nao ser necessarias para a entrega de CEM. Também
foi observado um maior efeito da terapia com CEM na funcao do membro em estudos que
tratam animais com niveis de dose mais altos. Estudos de longo prazo mostraram efeitos

positivos até 1 ano, indicando efeitos sustentados do tratamento a longo prazo.(48)

Estudos demonstraram um efeito terapéutico positivo de CEM sobre os sintomas de
modelos de animais de laboratorio com parkinsonismo, como reducdo dos sintomas
motores, normalizacao dos niveis de dopamina e outros neurotransmissores, aumento do
nimero de neurénios em areas danificadas e um atraso na progressao da doenca.(49) Estes
resultados encorajadores apresentam um argumento convincente para realizar estudos
semelhantes em pacientes com DP. O transplante de CEM da medula 6ssea e do cordao
umbilical em modelos de ratos com DP induzida por 6-OHDA mostraram proteger
neuronios dopaminérgicos danificados e diferenciar-se em CE neurais e em neur6nios

dopaminérgicos adultos, demonstrando a sua eficacia terapéutica para DP.(50,51) Estudos
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in vitro de CEM da medula 6ssea provaram que estas sao capazes de se induzir para células
neuronais que expressam marcadores de neur6nios, como TuJ1i, e de neurdnios

dopaminérgicos, como TH.(27)

Ao contrario de outros ensaios clinicos com enxertos fetais, o tratamento com CEM
visa alterar o ambiente celular de areas cerebrais lesadas ou vulneraveis. Embora alguns
estudos sugiram a diferenciacao de CEM em direcao a um feno6tipo neuronal ou fusao com
neurdnios do hospedeiro, a recuperacao funcional que ocorre com o tratamento de CEM em
animais é muito mais provavel que resulte de fatores biologicos secretados que as CEM
produzem. As CEM sao conhecidas por modularem fortemente o sistema imunolégico e
amortecer a resposta inflamatoéria em varios modelos de lesdo cerebral. Em modelos de DP,
as CEM reduzem vérias citocinas pro-inflamatoérias e a ativacdo microglial, que se acredita
contribuir para a degeneracdo neuronal e progressdo da doenca. As CEM também
demonstraram proteger os neurénios regulando positivamente a expressao de fatores

antiapoptdticos. (48)

Posto isto, existem varios estudos que apoiam um potencial de tratamento de CEM
numa ampla gama de doses, por multiplas vias de entrega em modelos animais de DP.
Assim, as meta-analises contribuem para a consideracao clinica inicial de ensaios de CEM

em pacientes com DP.

De outra forma, as CEE sao pluripotentes e podem, em teoria, diferenciar-se em

qualquer tipo de célula do corpo, incluindo neurénios dopaminérgicos.

Em 2002 foi conduzido um estudo demonstrando que uma populacido altamente
enriquecida de CEN do mesencéfalo pode ser derivada de CEE de ratos. Os neurdnios
dopaminérgicos gerados por essas células estaminais apresentaram propriedades
eletrofisiologicas e comportamentais esperadas dos neur6nios do mesencéfalo. Estes
resultados encorajaram um estudo continuo do uso de CEE na terapia de reposicao celular
paraa DP.(52) E assim foi feito, com os préximos estudos, reportando que roedores com
células neuroprogenitoras injetadas no mesencéfalo apos lesdo quimica mostraram sinais
de recuperacao. Um desses exemplos é o estudo por Rodriguez-Gémez et al que demonstrou
que, num transplante em modelo animal, neurénios derivados de CEE de ratos
sobreviveram por mais de 32 semanas, mantiveram marcadores do mesencéfalo e

demonstraram beneficios comportamentais.(53)

Noutro estudo, Roy et al., relataram que neur6nios dopaminérgicos derivados de
CEE quando implantados no nigroestriado de ratos lesados com 6-OHDA, mostraram
recuperacao das funcoes motoras. No entanto, enxertos TH+ transplantados exibiram

diferencas neuroblasticas no feno6tipo associado a propriedades tumorogénicas.(54)
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Posto isto, verifica-se a existéncia de potenciais problemas com esta abordagem, que
nao se aplicavam muito para os primeiros transplantes de mesencéfalo ventral fetal
humano, incluindo um risco de tumorogénese e o desenvolvimento de teratomas que
contém células de todas as trés camadas de células que as CEE normalmente podem dar

origem.

Os protocolos iniciais usando CEE humanas eram relativamente ineficientes, mas
isso tem mudado na tltima década ap6s um melhor entendimento de como esses neurénios
normalmente surgem no cérebro humano em desenvolvimento. Sendo assim, agora existem
varios protocolos bem validados que recapitulam esta via.(55) Contudo, as abordagens mais
recentes evoluiram para um ponto onde os protocolos garantem que nao haja proliferacao

celular descontrolada e formacao de tumor apoés enxerto. (55)

Noutro exemplo, um estudo comparou a funcao de neurénios dopaminérgicos do
mesencéfalo derivados de CEE partenogenéticas em dois protocolos canonicos num modelo
primata da DP. Desta forma, descobriram que os enxertos ndo formaram tumores e
produziram melhoria comportamental variavel, mas aparente, por pelo menos 24 meses na
maioria dos macacos em ambos os grupos. Além disso, um ligeiro aumento de DA no
estriado correlacionou-se com uma melhoria funcional significativa. Esses resultados
demonstraram que CEE podem servir como uma fonte confiavel de células para o
tratamento da DP.(56) Estas descobertas de prova de conceito fornecem dados pré-clinicos

para o primeiro estudo clinico da China de CEE na DP de fase I / IIa (NCT03119636).

A terapia de substituicao celular baseada em CEPI ganhou popularidade desde a sua
descoberta por Shinya Yamanaka (37) visto que, as CEPI tém um potencial de diferenciacao

semelhante as CEE, com menos preocupacoes éticas.

Num estudo em 2011, CEPI foram geradas e diferenciadas em neuronios
dopaminérgicos e transplantados em ratos com lesoes estriatais, tendo sido observadas
melhorias motoras significativas.(57) No entanto, também foi acompanhado pela formacao
de tumores. Embora massas tumorogénicas tenham sido reportadas quando um grande
numero de células foi transplantado, tal foi provavelmente causado pelas restantes células
indiferenciadas. Assim, é de ressaltar a importancia de estabelecer métodos clinicamente

seguros para remocao completa de células indiferenciadas. (57)

Noutra investigacdo semelhante, a terapia celular usando CEPI nao resultou numa
resposta imune do hospedeiro nem na formacgao de tumor. Além disso, bi6psias cerebrais
nos ratos estudados revelaram mais células TH positivas e menos neurénios positivos para
serotonina quando as CEPI progenitores foram separadas e classificadas antes da

injecdo.(58) Aqui, foi demostrado que as células progenitoras dopaminérgicas derivadas de
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CEPI humanas podem ser isoladas eficientemente por classificagao de células usando um
marcador da placa de piso neural, CORIN. O transplante das células CORIN+ e das nao
classificadas melhorou o comportamento dos ratos lesionados com 6-OHDA. No entanto,
estes enxertos continham mais células TH+ do que aqueles derivados de células nao
classificadas. Além disso, estes enxertos apresentavam apenas um pequeno nimero de
células KI67+ (um marcador de células em proliferacdo) em comparacao com as células nao

classificadas.(58)

A ponte logica entre ensaios com ratos e ensaios clinicos humanos esta na pesquisa
em primatas nao humanos. Apoiando os achados em roedores, este conceito foi
demonstrado em primatas. O transplante de neurénios dopaminérgicos derivados de CEPI
autologas em cérebros de macaco-cinomolgo com lesao por MPTP, de forma a assemelhar
DP, revelaram uma melhoria acentuada da disfuncdo motora, sem imunossupressao.(59)
Em relacdo aos ensaios clinicos, células dopaminérgicas derivadas de CEPI de origem
humana devem ser testadas num modelo pré-clinico de primata ndao humano com
observacoes de seguranca e eficdcia mais longas pos-transplante. As células dopaminérgicas
progenitoras derivadas de células pluripotentes humanas demonstraram sobreviver,
amadurecer e funcionar com bons resultados como neurénios dopaminérgicos do
mesencéfalo num modelo primata de DP induzida por MPTP, sem formacao de tumores no

cérebro por pelo menos dois anos.(60)

Com estes resultados pré-clinicos encorajadores, os ensaios clinicos usando produtos
celulares derivados de CEPI para o tratamento da DP foram iniciados, mas tém uma gestao
de risco necessariamente superior do que outros ensaios clinicos usando, por exemplo
CEM.(3)
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5.3 Ensaios clinicos com CE em humanos

O potencial terapéutico de células estaminais foi comprovado pré-clinicamente no
supracitado. Sendo assim, o préoximo passo logico, nesta linha de investigacao, sera a

transicao para ensaios clinicos em humanos.

A capacidade do tecido enxertado de MVF de fornecer recuperagdo funcional foi
demonstrada em varios estudos, todos os quais deram confianca de que essa abordagem
poderia funcionar como uma terapia dopaminérgica em pacientes com DP. Assim, os
primeiros programas clinicos usando esta abordagem, lancados em meados da década de

1980, foram construidos numa base robusta e reprodutivel de dados pré-clinicos.

Na década de 1980, dois pacientes receberam enxertos intraestriatais de tecido de
MVF humano, rico em neuroblastos dopaminérgicos, como tratamento restaurador para a
DP. Para avaliar a eficacia a longo prazo dos enxertos, avaliacGes clinicas foram realizadas
15 e 18 anos apos o transplante. Estas demonstraram beneficios sustentados, com scores
motores ainda mais baixos do que os basais pré-operatérios. Apesar de cada paciente ter
quase 30 anos de DP com flutua¢es problematicas e discinesias antes do transplante,
ambos o0s pacientes apresentam agora sintomas muito leves e foram independentes de
qualquer tratamento farmacolégico dopaminérgico. Os resultados desses dois casos
indicam que o transplante de células dopaminérgicas pode oferecer alivio sintomatico a
longo prazo em pacientes com DP e fornecer suporte de prova de conceito para futuros

ensaios clinicos usando terapia de células estaminais ou fetais.(61)

H4, no entanto, uma série de pontos a referir em relacao a estas observagoes. Estes
pacientes representam dois de um total de dezoito pacientes. Além dos dois individuos
descritos no supracitado (paciente 7 e paciente 15), pelo menos outros dois desta coorte
tiveram um resultado igualmente favoravel dez ou mais anos ap6s o transplante, é o caso do
paciente 4 (62), e do paciente 13(63). O restante da coorte faleceu, por razoes nao descritas

no estudo, ou foi perdido no seguimento a longo prazo.(61)

As discinesias induzidas por enxerto ocorreram em ambos os pacientes, mas nao
tiveram um impacto funcional significativo e a sua ocorréncia foi superada pelos efeitos
benéficos na funcdo motora adquiridos ao longo dos anos. No entanto, estas discinesias
representam um evento adverso grave que pode ser debilitante, mas que parece ser ajudado
pela estimulacao cerebral profunda do segmento interno do globo palido. Porém, nenhum
paciente foi suficientemente perturbado pelas discinesias para considerar a estimulacao
cerebral profunda como um tratamento.(61) Sem davida, entender e encontrar maneiras de
evitar discinesias sera de grande importancia para futuros estudos. Neste relatorio, é de

notar que apenas 2 individuos estdo incluidos e que estes representam 2 casos
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particularmente bem-sucedidos e, portanto, quaisquer conclusées devem ser tiradas com

cautela.

Por conseguinte, os primeiros ensaios clinicos em pacientes com DP usando células
do MVF humano sugerem que a estratégia de substituicao celular tem potencial terapéutico.
As informacoes obtidas a partir dessas investigacoes forneceram prova de conceito de que

o transplante de neuroblastos dopaminérgicos sao seguros.(64)

Para melhor compreender e resolver os problemas da variabilidade e efeitos
adversos com transplantes de MVF na DP, foi iniciado um estudo multicéntrico financiado
pela UE chamado TRANSEURO (NCT01898390). Este estudo procura realizar um novo e
aprimorado projeto de ensaios clinicos que abrira caminho para protocolos de transplante
de células mais padronizados e reprodutiveis para DP que podem ser usados para a proxima
geracao de terapias baseadas em CE que estdo atualmente em desenvolvimento. Este estudo
procurou otimizar a selecao de pacientes, preparacao e implantacao de tecidos e suporte

pos-enxerto, bem como o desenho do estudo. (65)

No que diz respeito aos pacientes, o ideal para qualquer abordagem reparadora
celular, é selecionar aqueles mais jovens com doenca menos avancada e que estdo livres de
grandes discinesias induzidas por levodopa. Assim, para o TRANSEURO foram
selecionados pacientes com menos de 65 anos com duracao de doenca menor que 10 anos e
sem discinesias significativas. E necessirio, também, estarem livres de quaisquer
problemas cognitivos ou psiquiatricos importantes. Foram também incluidos apenas
pacientes com perda de dopamina restrita ao estriado dorsal.(65) Na preparacao do tecido,
este precisa de ser enxertado de uma maneira que garanta a proporcao ideal de DA para
serotonina com suficientes células dopaminérgicas enxertadas para obter um beneficio
clinico. Tal é estimado em cerca de 100.000 células dopaminérgicas sobreviventes por
hemisfério, traduzindo-se na necessidade de tecido de MVF de pelo menos trés a quatro
fetos. O tecido é armazenado pelo nimero minimo de dias necessario, de modo a permitir
que seja logisticamente viavel, sem comprometer a viabilidade das células.(65) Para a
implantacao do tecido, é usado uma versao ligeiramente modificada do instrumento
Rehncrona original, que demonstrou proporcionar boa sobrevivéncia celular, distribuicao

de neurénios dopaminérgicos e inervacao da estrutura alvo.(65)

Com o objetivo de contornar os problemas de cirurgia simulada e efeitos placebo,
incluindo viés do investigador, foi adotado um planeamento de estudo em que um grande
numero de pacientes é acompanhado num estudo observacional independente com
avaliacOes a cada 6 meses. Os pacientes sao gravados em video em todas as suas avaliacoes,

para que um terceiro possa avaliar o seu exame motor, com o paciente usando um boné em
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todos os casos, de forma que o avaliador seja cego para a sua intervencao terapéutica. Da
coorte inicialmente inscrita de 137 pacientes, 40 foram selecionados para imagem de PET,

dos quais, cerca de metade foram randomizados para enxerto.(65)

Os pacientes transplantados e os seus controlos sem transplante, da mesma idade e
gravidade de doenca, serdo comparados com uma populaciao semelhante de pacientes na
coorte observacional que nao foram randomizados para o braco ativo do estudo e em vez
disso, serdao seguidos como uma coorte de histéria natural. Atualmente, este ensaio
enxertou 11 pacientes jovens em fase inicial de DP em Cambridge, Reino Unido e Lund,
Suécia desde 2019. Nao ha mais cirurgias planeadas. A avaliacdo desses pacientes
continuara semestralmente ao lado de um grupo de controlo que nao recebeu nenhuma
intervencdo. O paciente final completara o desfecho clinico do estudo (36 meses pos-
enxerto) em 2021, sendo esta data, a conclusio estimada do estudo, no entanto, niao foram

publicados os resultados até a data.(21)

Um grande obsticulo remanescente para a aplicacdo clinica desta substituicdo com
células transplantadas € o uso de tecido fetal como fonte de células, especialmente porque
sdo precisas células de 4 fetos para um tnico paciente.(24) Apesar da importancia deste
estudo em estabelecer a utilidade da terapia celular para a DP, a fonte de células fetais ainda
estd associada a questGes éticas e problemas sociais. No estudo TRANSEURO, muitos
procedimentos cirargicos foram cancelados devido a falta de quantidades suficientes ou
adequadas de tecido fetal, resultando em atrasos substanciais, complicacoes logisticas e

experiéncias negativas para os pacientes.(66)

Apesar dos atrasos do estudo TRANSEURO levarem a um adiamento da publicagao
dos resultados, € possivel, nesta altura, tirar algumas conclusoes e licbes que poderao ajudar
investigadores e facilitar o planeamento de futuros ensaios clinicos. Assim, parece haver
necessidade de continuacao do tratamento imunossupressor por 12 meses apos 0 enxerto.
O regime ideal ainda n3o é claro, e também nao pode ser assumido que a composi¢ao do
enxerto e a apresentacao de antigénios sdo os mesmos em enxertos derivados de células
estaminais e fetais. Alguma forma de terapia combinada, como é usada em programas de
transplante de 6rgaos so6lidos seria preferivel, embora formas aprimoradas de medir a

rejeicao do enxerto ainda sao urgentemente necessarias. (21)

Por conseguinte, outra licao providenciada por este ensaio é o facto de que, estudos
usando novas terapéuticas dopaminérgicas baseadas em células estaminais necessitarao de
considerar cuidadosamente o método de entrega. Nao se referindo tanto aos locais ou ao
volume de destino, mas ao instrumento usado para a entrega. Devem ser fornecidas

evidéncias de que tal instrumento é compativel, ndo apenas com a pratica da maioria dos
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centros neurocirurgicos, mas também com a sobrevivéncia das células implantadas e a sua
capacidade de reinervar o estriado. Os proximos ensaios com células dopaminérgicas
derivadas de células estaminais terdo que abordar a tolerabilidade e a viabilidade, com
énfase na seguranca e nao na eficacia. Porém, este estudo recomenda o acompanhamento a
longo prazo de todos os pacientes recrutados para ensaios de terapia celular, idealmente
indefinidamente, e que esses pacientes facam declaracées de intencao de doacao de cérebro
post mortem para que os beneficios a longo prazo e os efeitos histologicos destas

intervencoes irreversiveis possam ser descritos. (21)

Assim, embora o ensaio TRANSEURO seja altamente informativo na compreensao
da resposta de diferentes tipos de pacientes com DP ao transplante e na otimizacdo do
procedimento do mesmo, a fonte de tecido fetal nao representa uma opcao terapéutica
realista para o grande niimero de pacientes com DP. Para progredir para aplicagoes clinicas
em larga escala, sdo necessarias células prontamente disponiveis, renovaveis e financiaveis

de forma a tornar esta abordagem para a DP uma estratégia terapéutica viavel.(65)

Atualmente, apenas dados preliminares estao disponiveis sobre o uso de CEM na DP
humana. Num estudo em 2010, investigadores administraram 10 milhoes de CEM
autologas da medula 6ssea por quilograma de peso corporal unilateralmente na zona
ventricular sublateral por meio de cirurgia estereotaxica em sete pacientes com DP. Os
pacientes foram seguidos num periodo de 10 a 36 meses. Trés dos 77 pacientes mostraram
uma melhoria constante na Escala Unificada de Avaliacio da Doenca de Parkinson
(UPDRS). O procedimento foi bem tolerado. A pontuagdo de base "off" foi de 65, e a
pontuacdo base "on" foi 50.6. Apds os transplantes, a pontuacdo média “off” no ultimo
acompanhamento foi de 43,3 com uma melhoria de 22,9%, e a pontuacao “on” no ultimo
acompanhamento foi de 31,7, com uma melhoria de 38%.(67) Este estudo estabelece a
seguranca imediata e a curto prazo de CEM autblogas da medula 6ssea na terapia de
transplante unilateral na DP(67), e consequentemente, estudos posteriores demonstraram
uma diminuicio na gravidade dos sintomas motores e ndo motores da doenca no periodo

poOs-transplante.(49)

Noutro estudo, CEM foram transplantadas em 12 pacientes com DP, tendo a eficacia
da terapia sido avaliada 1 e 3 meses apds o transplante.(49) A intensidade dos sintomas
motores e nao motores foi avaliada com ajuda de scores internacionais. Neste estudo, a
avaliacao inicial da UPDRS para o periodo “off” era de 36.5 antes do tratamento e apenas
um més depois, melhorou para 33.5, sendo uma diferenca totalizada em 9%.
Consequentemente, foi relatada uma diminuicao estatisticamente significativa na gravidade
dos sintomas motores e nao motores no grupo de estudo no periodo p6s-transplante. Estes

resultados positivos permitem considerar o transplante de CEM como uma estratégia
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terapéutica modificadora na DP. No entanto, este método de tratamento da DP nao é um
processo totalmente compreendido, o que requer estudos e um periodo de
acompanhamento mais longo para monitorizar a condicdo dos pacientes pos-

transplante.(49)

Descobertas sobre a eficicia de CEE em modelos animais fornecem dados pré-
clinicos para o primeiro estudo clinico da China de CEE na DP de fase I / Ila
(NCT03119636). O estudo envolvera 50 pacientes para inje¢ao celular, administrando uma
unica dose de células precursoras neurais por injecdo estereotaxica intraestriatal.
Atualmente, na plataforma clinicaltrials.gov, o estado deste estudo encontra-se como
“desconhecido”, designacao atribuida quando um estudo ultrapassa a data de conclusao,
sendo esta estimada em dezembro de 2020, e em que o estado nao foi alterado nos tltimos

dois anos. Assim, até a data, os resultados nao foram ainda publicados.

De forma a melhorar a seguranca e qualidade dos ensaios clinicos emergentes foi
desenvolvido um consércio global que retne as principais equipas que trabalham no
desenvolvimento de células estaminais para terapia de transplante para DP chamado
GForce-PD. Este grupo envolve equipas multidisciplinares da Europa, Estados Unidos e
Japao, e juntos trabalham para desenvolver melhores células, melhores ensaios e,
finalmente, a melhor terapia disponivel para individuos com PD.(65) O EUROPEAN STEM-
PD, a ser preparado na Suécia e Reino Unido, e NYSTEM-PD, com decisao pendente pela
FDA nos EUA com 10 participantes, sdo ensaios clinicos planeados por membros do
GForce-PD usando CEE humanas. Para chegar a estes ensaios clinicos foram necessarios
programas anteriores como o NeuroStemCell que desenvolveu protocolos para derivar
células dopaminérgicas mesencefalicas funcionais e transplantaveis de CEE humanas, e o
NeuroStemCellRepair que desenvolveu boas praticas de producao em conformidade com
protocolos e ensaios de controlo de qualidade para producdo de células dopaminérgicas
funcionais a partir de CEE humanas.(65,68) Os resultados destes estudos sao altamente
antecipados porque o sucesso destes ditarao enormes possibilidades para o uso de terapia

celular.

Uma decisdo inicial que devera ser feita é determinar a fonte de células pluripotentes
a ser usada: CEE ou CEPI. Enquanto as linhagens de CEE sao consideradas o gold standard
para células pluripotentes, as CEPI podem contornar muitos dos problemas éticos e
politicos principais associados as CEE e podem até permitir terapias especificas para
pacientes com necessidade minima de imunossupressao. Por outro lado, as CEPI trazem
consigo um risco aumentado de anomalias genéticas e epigenéticas, sendo que as

consequéncias a longo prazo de tais anomalias ainda nao sdo conhecidas.(65)
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Uma vez que ha evidéncias clinicas de que transplantes neurais alogénicos podem
sobreviver no cérebro de pacientes com DP por mais de 20 anos, com apenas curtos
periodos de cerca de 6 a 18 meses, de imunossupressao pos-enxerto(69), para o estudo
STEM-PD, tal como para o NYSTEM-PD, os autores optaram por usar CEE em vez de CEPI
como fonte de células clinicas de forma a evitar os riscos desconhecidos e o aumento dos

custos associados as CEPI.(65)

O STEM-PD ¢ o primeiro ensaio clinico em humanos para a DP na Europa. Assim,
no planeamento de um primeiro ensaio em humanos, a tolerabilidade e a viabilidade de
enxertar o produto celular sdo os objetivos primarios e nao a eficicia, que é mais o dominio
dos estudos de fase II/III. Assim, o estudo de fase I proposto iniciar-se-4 com apenas 6
pacientes (3 transplantados e 3 controlos). A selecao dos pacientes teve em conta o modelo
TRANSEURO. Prevé-se que os trés primeiros pacientes sejam enxertados com a menor dose
de células que se acredita ser eficaz, ou seja, 1 a 2 milhoes de células enxertadas para atingir
um total de 50 a 100.000 neur6nios TH+ maduros nos enxertos, como comprovado em
estudos anteriores.(69) Se nenhum efeito adverso for observado em 12 meses entao sera
tomada uma decisdo sobre permanecer com essa dose de células ou aumenti-la para a
proxima coorte de trés pacientes. Os pacientes terdo avaliagoes clinicas conforme o modelo
TRANSEURO, aos 6 e 12 meses, com ressonancia magnética aos 3, 6 e 12 meses e PET aos
12 meses, sendo posteriormente avaliados a cada 6 meses por pelo menos 3 anos pos-
transplante para que uma comparacao possa ser feita com os pacientes do TRANSEURO,

transplantados com MVF.(65)

Outro estudo pertinente sera o NYSTEM-PD, caracterizado por um grupo de varias
equipas que iniciam um dos primeiros ensaios clinicos em humanos baseados no uso de
neuronios dopaminérgicos derivados de CEE. Pelo menos 10 pacientes serdo estudados
inicialmente, divididos em duas doses de células, para demonstrar a seguranca do

procedimento numa dose de células maior ou menor. (70)

De forma a transferir o produto de estudos clinicos em fase inicial para um estudo
definitivo de fase I11, que poderia permitir a aprovagao no mercado, serao necessarias varias
etapas adicionais, incluindo expandir o processo de fabrico, otimizar ainda mais a
conformidade com boas praticas de producao e a transferibilidade do processo de fabrico
para uma instalacao em larga escala, adequada para a producdao numa escala comercial.
Deste modo, é provavel que alguns desses proximos passos incluam a interacdo com
parceiros comerciais para agilizar o esforco e assegurar apoio financeiro suficiente.(70) Um
dos principais objetivos deste estudo foi o desenvolvimento de um produto “pronto para
uso” que esteja disponivel sempre que necessario por um paciente, em vez da necessidade

de produzir novas células para cada paciente individualmente. Assim, foi proposto o uso de
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um produto criopreservado, que nao facilitard apenas uma abordagem terapéutica “pronta
para uso”, mas também aumentard a seguranca. O estabelecimento de grandes lotes de
células criopreservadas permite realizar estudos de seguranca e eficicia na mesma
populacdo de células utilizadas para o estudo clinico, tal como reduzir os custos de producao
de uma dose de células por paciente, pois sera possivel gerar milhares de doses de uma s6

vez.(70)

O desfecho primaério para todos estes estudos seré a tolerabilidade e a viabilidade,
visto que nao serao suficientes para mostrar seguranca ou eficacia. Além disso, como
acontece com qualquer terapia celular, quaisquer sinais de eficicia clinica podem levar 3 a
5 anos para serem evidenciados com base no que é observado com transplantes de MVF.
Assim, a maioria dos grupos esperara pelo menos 2 anos apoés o transplante para publicar

os resultados para que melhores medidas de tolerabilidade possam ser relatadas.(71)

As CEPI fornecem vérias vantagens sobre as CEE como uma fonte de células para
substitui¢do na DP, incluindo a capacidade de usar células do proprio paciente (autblogas)
ou células HLA-compativeis e, assim, reduzir ou eliminar a necessidade de qualquer
imunossupressdo, assim como eliminar os problemas éticos. Recentemente, células
dopaminérgicas progenitoras derivadas de CEPI aut6logas foram injetadas bilateralmente
num homem de 69 anos, com uma histéria de 10 anos de DP idiopatica progressiva e
relatando mau controlo dos sintomas pelo regime de farmacos dopaminérgicos. Foram
demonstrados sinais de melhorias na avaliacdo motora 24 meses ap6s a cirurgia e nenhum
evento adverso relacionado a intervencao foi relatado. Houve uma diminui¢do modesta
(6%) em equivalentes de levodopa em comparacdo com doses utilizadas antes das
implantacoes. Os exames de imagem sdo encorajadores, pois ndo mostraram quaisquer
sinais de formagdo de tumores ou supercrescimento de transplante, que é a principal
preocupacao associada ao uso de preparacoes de células estaminais pluripotentes.(72) Este
¢é o primeiro relatorio de terapia baseada em células estaminais num paciente com DP e

como tal apresenta um marco importante neste campo.

Embora os estudos de casos individuais nao tenham o rigor cientifico dos ensaios
clinicos, estes podem ser uteis em alguns aspetos, no entanto nao devem ser
superestimados. Por exemplo, neste caso, nenhum comentario pode ser feito sobre a
eficicia, porque parecia haver um efeito placebo devido ao relato do paciente de grandes
melhorias numa escala subjetiva de qualidade de vida, embora nao houvesse alteracoes
significativas na imagem cerebral da dopamina ou em escalas clinicas mais objetivas. Em
altima analise, a eficacia s6 podera ser comprovada em ensaios duplo-cegos controlados por

placebo.(55)
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Em agosto de 2018, um ensaio clinico, atualmente em fase I / I1a, de transplante de
células para DP liderado por Jun Takahashi e colegas no Centro de pesquisa e aplicagao de
CEPI da Universidade de Kyoto, Japao (CiRA) comecaram a recrutar os seus primeiros
pacientes. Neste ensaio, sete pacientes foram selecionados para transplante cirargico de 4,8
milhGes de células dopaminérgicas progenitoras derivadas de CEPI alogénicas de um
doador HLA-homozigoto para o putamen bilateralmente, via cirurgia estereotaxica do
cérebro. Os pacientes foram tratados com o medicamento imunossupressor, tacrolimus,
para evitar a rejeicao do transplante, visto ser um transplante alogénico. Até agora, nenhum
evento adverso severo foi relatado, no entanto os resultados finais nao foram ainda

publicados. (41,73)

Os principais objetivos deste ensaio sao a investigacdo dos efeitos adversos deste
tratamento (por exemplo, discinesia, formacao de tumor), tolerabilidade, viabilidade e
seguranca sem eventos adversos. Se os ensaios forem bem-sucedidos, os ensaios de eficacia
terdo inicio.(41) Como parte do processo de fabrico de células para garantir a
homogeneidade destas, o ensaio CiRA implementa classificagio CORIN para purificar as
células progenitoras que, eventualmente, dardo origem a neurénios dopaminérgicos. A
estratégia de classificagdo CORIN é uma etapa fundamental no protocolo de derivacio e nao
serve apenas para eliminar tumorogénese, mas também para remover neur6nios
serotoninérgicos e precursores que sao conhecidos por causar discinesias quando
transplantados em pacientes.(24,58) Os pacientes serao seguidos por pelo menos dois anos
apos o transplante para avaliar de forma abrangente resultados qualitativos e quantitativos,

incluindo motores, ndo motores, avaliacoes cognitivas, psiquiatricas e de qualidade de vida.

(73)

Os resultados do ensaio CiRA serdo de extrema importancia porque representam o
primeiro ensaio em humanos a usar células neurais derivadas de CEPI. A cura da DP com
terapia celular permanece duvidosa, e os proximos resultados devem ser examinados em
contexto com outros tratamentos. Muitas perguntas sobre o futuro da terapia celular para

a DP permanecem, contudo, o futuro do tratamento da neurodegeneracao parece otimista.
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Tabela 1: Ensaios clinicos a usar células estaminais como terapia na DP
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treatment of

Parkinson's Disease

Tipo de Titulo do Agente/ Fase | Identificador | Anode Estado
células estudo Localizagao clinical trial inicio
A Study to Evaluate
Células the Safety of Neural Cyto
estaminais Stem Cells in Patients Therapeutics Fase 1 NCT 2015 Desconhecido
neurais With Parkinson's Pty Limited 02452723
humanas Disease (Australia)
Transplantation of
Neural Stem Cell- Neurogenerati Fase NCT 2017 Ainda nao esta
Derived Neurons for on 1/2 03309514 arecrutar
Parkinson's Disease
Safety and Efficacy
Células Study of Human ESC- Chinese
estaminais derived Neural Academy of Fase NCT 2017 Desconhecido
embrionarias Precursor Cells in the Sciences 1/2 03119636
Treatment of (China)
Parkinson's Disease
Guangzhou
Umbilical Cord General
Derived Mesenchymal Hospital of
Stem Cells Therapy in Guangzhou Fase 1 NCT 2018 Inscricoes por
Células Parkinson's Disease Military 03550183 convite
estaminais Command
mesenquimais (China)
Phase ITa Randomized
Placebo Controlled The University
Trial: Mesenchymal of Texas Health Ativo, nao
Stem Cells as a Science Center | Fase 2 NCT 2020 recrutando
Disease-modifying (USA) 04506073
Therapy for iPD
A Study on the
Treatment of Allife Medical
Células Parkinson's Disease Science and Fase 1 NCT 2019 Desconhecido
estaminais With Autologous Technology Co. | inicial 03815071
pluripotentes Neural Stem Cells Ltd. (China)
induzidas
Kyoto Trial to
Evaluate the Safety Kyoto
and Efficacy of iPSC- University Fase JMA-
derived dopaminergic Hospital 1/2 1TA00384 2018 Suspenso
progenitors in the (Japao)
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Capitulo 6 - Conclusao

Nas ultimas décadas, estudos pré-clinicos demonstraram o vasto potencial

terapéutico de células estaminais na DP.

Esta revisio monografica centrou-se nas vantagens e potenciais da terapia com
células estaminais. No entanto, existem véarias ddvidas e obstaculos. Atualmente, os
principais desafios que limitam os usos clinicos de CE envolvem questdes éticas,
tumorogénese, resposta imune e, até certo ponto, toxicidade, bem como, um dos mais

relevantes, os custos financeiros.

Atualmente, CEE e CEPI parecem as mais simples de manipular, para um destino
dopaminérgico, produzindo um grande namero de neurénios in vitro, mas CEN e CEM

também podem ser uteis para aplicacao clinica.

Por enquanto, as CEPI estabeleceram-se como uma das op¢oes mais promissoras,
visto que sdo capazes de evitar os problemas das questdes éticas, utilizando fontes de vias
autdlogas, evitando também a tumorogénese e as discinesias associadas aos transplantes,
através da estratégia de classificacio CORIN, que é capaz de remover neur6nios
serotoninérgicos e precursores causadores destas adversidades. Nao obstante, tantos
beneficios sao também acompanhados de custos financeiros elevados. Um grande
investimento comercial sera importante para um maior desenvolvimento, dado as terapias
celulares serem bastante dispendiosas, especialmente quando comparadas as abordagens

farmacologicas atuais, usando terapia dopaminérgica oral.

E de esperar que os resultados dos proximos ensaios clinicos guiem os préximos
passos no desenvolvimento de transplantes de neur6nios dopaminérgicos baseados em CE
para DP, porém a direcao de futuros esforcos de pesquisa, nao deve ser determinada pelo
sucesso ou fracasso de um tnico estudo. A terapia com CE estid atualmente numa fase
inicial, e grandes esforcos sdo necessarios para a progressao. O processo de transplantacgao
e os procedimentos necessarios nao estdo ainda otimizados e mais pesquisas serao
imprescindiveis para revolucionar o tratamento de uma doenca tao complexa como a DP.
Contudo, para que tal seja possivel, é necessario demonstrar um efeito terapéutico

competitivo a um preco acessivel.

Em suma, apesar de ainda nao estarmos perante um tratamento modificador da
doenca, o transplante de CE tem potencial para estar na vanguarda nao s6 do tratamento

da DP, como da medicina regenerativa de inimeras doencas humanas no futuro.
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