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Lao-Tzu



2014 | Aplicagcdo de Células Estaminais na Sindrome de Dificuldade Respiratéria Aguda

Dedicatoria e Agradecimentos

A presente dissertagdo simboliza, ndo sé a concluséo dos cinco anos de Mestrado
Integrado em Ciéncias Farmacéuticas, mas também o término do meu percurso
académico. Deste modo, tenho a agradecer a muitas pessoas. Destaco aqueles que sempre
me acompanharam e que contribuiram de forma decisiva para que este dia pudesse

chegar.

Comeco por agradecer ao meu orientador, Professor Doutor Jodo Rocha, pela
disponibilidade que mostrou para me orientar e ajudar na elaboracéo deste trabalho, mas

também pelo entusiasmo que sempre demonstrou pelo tema do mesmo.

Aos professores do Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas, por todos 0s
conhecimentos e experiéncias transmitidas ao longo destes cinco anos. Quero que saibam

gue foram essenciais, cada um a sua maneira.

A todos 0s meus colegas de curso por sempre me terem ajudado e por todos 0s
momentos com eles vividos. Quero destacar o meu colega Humberto Melo, pela amizade
e companheirismo proporcionados ao longo destes anos e pela ajuda crucial na reviséo

desta dissertacéo.

Ao0s meus amigos, de sempre e para sempre, Jodo Viegas, Luis Lares, Sara Sofia
e Vanessa Santos, mas também a todos aqueles que, menos préximos, também
contribuiram, de certa forma, para que tudo isto fosse possivel. Por toda a amizade
demonstrada e pelo apoio que sempre me deram. Perto ou longe, saibam que todos foram
fundamentais para que este dia acontecesse.

A minha mae, a0 meu pai e & minha irm, as pessoas que tornaram tudo isto
possivel. Agradeco por todos os valores transmitidos e por todo o esforco feito para que
este momento fosse possivel. Sei que ndo foi facil, mas valeu a pena. Estendo este

agradecimento a minha restante familia.

Por fim, agradecer aos meus avos. Deixaram-me cedo demais e quando menos
esperava. Obrigado por terem sido segundos pais e mées. As saudades apertam. Saibam
que o vosso desejofoi cumprido com sucesso. Apesar de ndo estarem por ca fisicamente,

espero que estejam orgulhosos do que alcancei.

Obrigado a todos!




2014 | Aplicagcdo de Células Estaminais na Sindrome de Dificuldade Respiratéria Aguda

Resumo

A Sindrome de Dificuldade Respiratdria Aguda é uma forma rapidamente progressiva de
insuficiéncia respiratoria aguda, caracterizada por hipoxémia e edema pulmonar de
origem ndo cardiaca, sendo desencadeada por uma variedade de fatores. Apesar de nao
ser de aparecimento recente, o conhecimento relativamente a sua fisiopatologia e as
opcdes terapéuticas que se encontram disponiveis sdo muito reduzidas. A Unica terapia
que mostrou melhorias nas taxas de mortalidade foi a implementacdo de uma estratégia
de ventilagdo mecénica de baixo volume corrente. As células estaminais sdo células ndo
desenvolvidas capazes de se proliferarem, autorrenovarem, diferenciarem, e regenerarem
tecidos. Por este motivo, sdo ja utilizadas no tratamento de muitas doencas.
Recentemente, varios investigadores tém demonstrado os efeitos benéficos da terapia
baseada em células na Sindrome de Dificuldade Respiratoria Aguda. Dados os resultados
iniciais obtidos em modelos pré-clinicos, nomeadamente no que concerne a uma melhoria
nas taxas de mortalidade, houve um entusiasmo enorme por parte da comunidade
cientifica para avancar com esta terapia em doentes com esta sindrome. Muito do
interesse atual nas células estaminais centra-se na secrecdo de fatores solUveis paracrinos,
tais como fatores de crescimento, fatores que regulam a permeabilidade endotelial e
epitelial, citocinas anti-inflamat6rias e, mais recentemente, péptidos antimicrobianos.
Atualmente, as células estaminais mesenquimais sdo as que se encontram mais proximas
da traducdo clinica, existindo ja em curso ensaios clinicos em humanos com resultados
bastante promissores. Outros tipos de células estaminais, apesar de se encontrarem numa
fase anterior, oferecem também uma esperanca consideravel. As células estaminais
podem também ser modificadas geneticamente e utilizadas como veiculos para a entrega
de agentes terapéuticos que desempenham um papel importante no controlo e na
patogénese da sindrome. Porém, sdo necessarios mais estudos de forma a que a terapia
celular possa ser considerada uma opcdo vidavel no tratamento da Sindrome de

Dificuldade Respiratéria Aguda.

Termos-chave: Lesdo Pulmonar Aguda; Sindrome de Dificuldade Respiratoria
Aguda; Células Estaminais; Terapia Celular
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Abstract

The Acute Respiratory Distress Syndrome is a rapidly progressive form of acute
respiratory failure, characterized by hypoxemia and pulmonary edema of non-cardiac
origin, being triggered by a variety of factors. Although not of recent onset, the knowledge
regarding the pathophysiology and the treatment options that are available are very
limited. The only therapy that has shown improvements in mortality rates was the
implementation of a strategy of mechanical ventilation of low tidal volume. Stem cells
are undeveloped cells capable to proliferate, auto renew, differentiate and regenerate
tissues. For this reason, they are already used for the treatment of many diseases.
Recently, several investigators have demonstrated the beneficial effects of cell based
therapy on the Acute Respiratory Distress Syndrome. Given the initial results obtained in
preclinical models, particularly with regards to an improvement in mortality rates, there
was a huge enthusiasm for the scientific community to go forward with this therapy in
patients with this syndrome. Much of the current interest in stem cell research is focused
on the secretion of paracrine soluble factors, such as growth factors, factors that regulate
endothelial and epithelial permeability, anti-inflammatory cytokines and, most recently,
antimicrobial peptides. Currently, the mesenchymal stem cells are those that lie closer to
the clinical translation, and there are ongoing human clinical trials with promising results.
Other types of stem cells, despite being an earlier stage, also offer a considerable
expectancy. Stem cells may also be genetically engineered and used as delivery vehicles
for therapeutic agents that play an important role in the pathogenesis and control of the
syndrome. However, more studies are needed so that cell therapy can be considered a

viable option on the treatment of Acute Respiratory Distress Syndrome.

Keywords: Acute Lung Injury; Acute Respiratory Distress Syndrome; Cell Therapy;
Stem Cells

Vi
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1.Capitulo 1
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1.1 Justificacdo do tema

A Sindrome de Dificuldade Respiratoria Aguda (SDRA) constitui uma forma de
insuficiéncia respiratdria aguda hipoxémica, que é desencadeada por uma diversidade de
doencas e outros fatores. A sindrome é relativamente comum em doentes em estado

critico, representando taxas de mortalidade e morbilidade substancialmente elevadas.t

Ao longo dos ultimos anos, muitos mecanismos moleculares foram descobertos,
0 que resultou num aumento consideravel do conhecimento e da compreensdo
relativamente a fisiopatologia da SDRA. Para além disso, apenas em 2011, a definicdo da

SDRA foi unanimemente aceite pela comunidade cientifica.?

Porém, e apesar de varias estratégias terapéuticas tenham sido pensadas para o
tratamento da SDRA, nenhuma delas resultou em melhorias significativas dos
prognosticos dos doentes com esta sindrome. Atualmente, a Gnica terapia que representa
melhorias nas taxas de mortalidade é a implementacdo de uma estratégia de ventilacéo de

baixo volume corrente.?

Assim, o campo da terapia celular surge como uma possivel abordagem
terapéutica no tratamento da SDRA. Apesar de recente, este interesse € suportado pela
aplicacdo desta tecnologia na medicina regenerativa. Para além disso, existem atualmente
inimeros ensaios clinicos que estudam a aplicacdo de células estaminais noutras doencas,

com resultados bastante promissores.*

Deste modo, com esta dissertacdo pretende-se fazer uma revisao e sistematizacao,

baseada em bibliografia atualizada, da aplicacdo de células estaminais na SDRA.

1.2 Metodologia

Com recurso as bases de dados Pubmed, B-on, Biomed, Web of Knowledge,
ScienceDirect e Google, foi realizada, entre Fevereiro de 2014 e Setembro do mesmo ano,
uma pesquisa de artigos de revisao, ensaios clinicos e meta-analises, publicados em lingua

inglesa e portuguesa, tendo em conta os seguintes termos de pesquisa: “Acute Respiratory
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Distress Syndrome”, “Acute Lung Injury”, “Stem Cells”, “Acute Respiratory Distress

Syndrome+Stem Cells” e “Acute Lung Injury+Stem Cells”.

A pesquisa supracitada resultou na obtencéo de milhares de resultados, tendo sido,
a partir destes, selecionados os artigos cujos titulo e/ou resumo tenham sido considerados
relevantes para a realizacao do presente trabalho. Para além disso, a atualidade dos artigos
referidos foi também tida em conta, de forma a tentar englobar apenas artigos dos tltimos
15 anos.

1.3 Organizacéo

A presente dissertacdo encontra-se dividida em varios capitulos. Inicialmente, é
feita uma breve introducdo a SDRA, onde € feito um enquadramento histérico e
apresentada a definicdo que vigora relativamente a sindrome, a sua epidemiologia e
fisiopatologia, e onde sdo abordadas as varias opcOes terapéuticas existentes no que
concerne ao tratamento da SDRA. Numa segunda parte, € introduzido o tema das células
estaminais. Assim, ¢ feita uma definicdo geral de “célula estaminal”, e depois sdo
apresentados os varios tipos existentes de células estaminais, assim como as suas
aplicacdes terapéuticas e as questdes regulatorias e legais referentes a cada tipo. No
terceiro capitulo, sdo apresentados os varios estudos pré-clinicos e clinicos, existentes até
a data, relativos ao tratamento da SDRA baseado na terapia celular. Por Gltimo, sdo
efetuadas algumas consideracdes finais e apresentadas as conclusdes obtidas,
relativamente ao trabalho realizado, assim como todas as referéncias bibliograficas

utilizadas para a realizagdo do mesmao.

13
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2. Capitulo 2
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2.1 Sindrome de Dificuldade Respiratoria Aguda

A SDRA é uma forma rapidamente progressiva de insuficiéncia respiratdria
aguda, caracterizada por hipoxémia e edema pulmonar de origem ndo cardiaca®. A
sindrome representa um padrdo comum de lesdo alvéolo-capilar aguda em doentes em

estado critico, sendo desencadeada por uma diversidade de doencas.!

A SDRA ndo é de aparecimento recente na pratica médica, tendo a sua
terminologia vindo a ser alterada ao longo de tempo. A primeira referéncia a esta
sindrome data de 1821, quando Laennec descreveu um edema pulmonar de causa nédo
cardiaca, a que chamou de “anasarca idiopatica”.> O conhecimento etioldgico teve maior
crescimento durante a Primeira Grande Guerra Mundial, com as situagdes de colapso
pulmonar agudo provocados por ferimentos em batalha a que os combatentes estavam

sujeitos.®

No entanto, a SDRA apenas foi reconhecida pela primeira vez durante a década
de 60, quando uma forma diferente de insuficiéncia respiratoria hipoxémica,
caracterizada por uma anormalidade aguda em ambos os pulmdes, surgiu. Médicos
militares a trabalhar em hospitais cirargicos no Vietname chamaram-lhe choque
pulmonar, enquanto médicos civis referiram-se a essa insuficiéncia como Sindrome de
Dificuldade Respiratdria no Adulto. O subsequente reconhecimento de que individuos de
qualquer idade poderiam ser afetados, levou ao termo atual, Sindrome de Dificuldade

Respiratdria Aguda.’

A primeira definicdo da SDRA acabou por surgir em 1967, quando Ashbaugh et
al. descreveram 12 doentes com insuficiéncia respiratoria aguda grave.® A sindrome era
refrataria a terapéutica respiratoria utilizada na altura, passando a ser definida através de
cinco caracteristicas clinicas principais: a presenca de um fator de risco conhecido;
hipoxémia grave, refrataria a administracdo de oxigenioterapia; infiltrados pulmonares
bilaterais; diminuicdo da compliance® pulmonar; e auséncia de insuficiéncia cardiaca

congestiva.*

2 Edema pulmonar de origem néo cardiaca - Edema causado por vérias doencas, nas quais os fatores que ndo sejam a pressao
capilar pulmonar elevada sio responsaveis pela acumulago de liquido e proteinas nos alvéolos.*’

® Compliance pulmonar - Medida da facilidade de expansdo dos pulmdes e do torax, determinada pelo volume e elasticidade
pulmonares.'”™
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Os critérios para o diagndstico da SDRA tém, no entanto, evoluido ao longo do
tempo. Em 1988, Murray et al. tentaram expandir esta defini¢do, propondo um modo de
avaliar quantitativamente a gravidade da lesdo pulmonar, através de um sistema de
pontuacdo baseado em quatro critérios: no grau de hipoxémia; no nivel de pressdo positiva
no final da expiracdo (PEEP)®; na compliance pulmonar e na extensdo dos infiltrados
presentes na radiografia do torax. Através destes critérios, a gravidade da lesdo pulmonar
era estratificada. Com um valor final superior a 2,5, considerar-se-ia 0 diagnostico de
SDRA.” Esse sistema, designado de indice de Lesdo Pulmonar, acabou por ser util a
investigacdo e ensaios clinicos realizados na altura. Porém, atualmente este sistema

constitui um marcador de risco de mortalidade ndo valido.®

Ao longo dos altimos 30 anos, varias definicbes foram propostas. No entanto,
nenhuma obteve aprovacdo total da comunidade cientifica. Em 1994, depois de décadas
de definicdes diferentes, o “The American-European Consensus Conference on ARDS”
(AECC) reconheceu a variabilidade na gravidade da lesdo pulmonar, e dividiu os doentes
em dois grupos: aqueles com hipoxémia leve, isto é, PaO2/FiO2'<300mmHg, foram
categorizados como tendo Lesdo Pulmonar Aguda (LPA), e aqueles com hipoxémia
grave, ou seja, PaO2/FiO2<200mmHg, foram definidos como tendo SDRA. Para além da
categorizacao dos doentes, foi proposto que o inicio da sindrome seria agudo; existiriam
infiltrados pulmonares bilaterais a radiografia toracica; e um pico de pressdo pulmonar <

18mmHg, ou nenhuma evidéncia clinica de insuficiéncia ventricular esquerda.®

As duas principais vantagens desta definicdo foram a simplicidade de aplicagéo
clinica e a capacidade de quantificar a gravidade da lesdo pulmonar. Até recentemente, a
definicdo mais aceite da SDRA era a definicdo proposta pela AECC. No entanto, apesar
da simplicidade, esta definicdo apresentava uma série de limitagcdes clinicas

reconhecidas.?

Ao longo dos ultimos 20 anos, a precisdo do diagnostico da definicdo da SDRA
pela AECC veio sendo questionada. Numa série de 138 doentes com SDRA, a definicao
teve uma especificidade relativamente baixa (51%), quando comparada com os resultados

da autopsia.l? Para além disso, a fiabilidade do critério que dizia respeito a radiografia do

¢ PEEP - Presséo nos pulmdes (presséo alveolar) acima da pressdo atmosférica, que existe no fim da expiragdo. Existem dois tipos
de PEEP: a PEEP intrinseca (causada pela exalagéo ndo completa) e a PEEP extrinseca (aplicada por um ventilador).'’

4 Hipoxémia - Razdo entre a pressdo parcial de oxigénio arterial e a fragio inspirada de oxigénio, ou seja, comparagdo entre o nivel
de oxigénio no sangue e a concentracéo de oxigénio que se respira. Determina a forma como os pulmdes transferem oxigénio para o
sangue.?
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térax era moderada, com uma variabilidade entre observadores substancial.!'? Ainda, o
critério da hipoxémia poderia ser significativamente afetado pela ventilacdo do doente,
especialmente no nivel de PEEP usado.® Finalmente, a pressdo pulmonar poderia ser
dificil de interpretar, e se um doente com SDRA desenvolvesse uma alta pressdo
pulmonar, isso ndo significaria que o0 mesmo n&o tivesse realmente a sindrome. Com base
nestas preocupacdes, um painel de especialistas reuniu-se, em 2011, em Berlim, com o
objetivo de tentar melhorar a viabilidade, a fiabilidade e a validade da definicdo da SDRA
proposta pela AECC.2 Existem algumas alteraces fundamentais na definicdo de Berlim,
comparativamente com a definigdo AECC.

No Quadro 2.1 encontram-se representados os principais critérios de diagnostico
da SDRA, de acordo com as definicdes AECC e de Berlim.

Na definicdo de Berlim, o termo LPA néo é utilizado. O painel de especialistas
decidiu que este termo tinha sido utilizado de forma inadequada em muitos contextos e,
portanto, ndo seria Util. Na definicdo de Berlim, a SDRA foi classificada como leve
(PaO2/FiO, 201-300), moderada (PaO2/FiO, 101-200) e grave (PaO2/FiO.<100), de
acordo com o valor da relagio PaO/FiO,, correspondendo a LPA & SDRA leve.?

Para além disso, a definicdo AECC indicava que o inicio da SDRA era agudo, de
forma a excluir as condi¢Bes pulmonares crénicas que pudessem causar insuficiéncia
respiratoria hipoxémica. Porém, ndo declarava um prazo explicito. Dados observacionais
sugerem que a maioria dos doentes com SDRA sdo identificados num prazo de 72 horas
apos o reconhecimento do fator de risco subjacente, sendo os restantes num prazo maximo
de 7 dias.'* Neste contexto, o painel definiu “inicio agudo” como um prazo de 1 semana.?
O periodo de tempo relativamente ao inicio agudo da SDRA encontra-se, assim,

claramente definido na definicdo de Berlim.

Ainda, a definicdo AECC tinha como critério de diagndstico a presenca de
infiltrados bilaterais consistentes com edema pulmonar na radiografia do térax, apesar de
ndo existir fiabilidade na observacdo inter-individual.**? De forma a solucionar este
problema, o painel tentou clarificar este critério, explicitando que a radiografia deveria
incluir opacidades bilaterais consistentes com edema pulmonar, ndo explicadas por

derrame, colapso pulmonar/lobar ou nddulos pulmonares.?
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Na auséncia de fatores de risco conhecidos (Quadro 2.2), a avaliagdo da funcéo
cardiaca (por exemplo, ecocardiografia ou medicdo do débito cardiaco) é, no entanto,
necessaria de forma a excluir o edema pulmonar secundario a insuficiéncia cardiaca.
Consequentemente, a medicdo da pressdo pulmonar foi abandonada porque a SDRA pode
coexistir com edema pulmonar causado pela sobrecarga de liquidos ou insuficiéncia

cardiaca.l®

Quadro 2.1 — Comparacao entre a Definicdo AECC e a Definicdo de Berlim, relativas a
Sindrome de Dificuldade Respiratdria Aguda

| Definicdo AECC Definicéo de Berlim
Grau de hipoxeémia
200mmHg<PaO,/Fi0,<300mmHg LPA SDRA leve
100mmHg<PaO./FiO,<200mmHg SDRA SDRA moderada
Pa02/FiO:<100mmHg SDRA SDRA grave
Inicio Agudo (prazo néo explicito) = Agudo (no prazo de 7 dias)
Imagem radiografica Opacidades pulmonares Opacidades pulmonares
bilaterais bilaterais ndo totalmente
explicadas por derrames,
colapsos
lobares/pulmonares ou
nodulos
Origem do edema Pico de pressdo pulmonar Né&o totalmente explicado
<18mmHg pela insuficiéncia cardiaca

ou sobrecarga de liquidos

2.1.1 Fatores de risco

A SDRA tem sido tradicionalmente conceptualizada como um padrao de lesédo
pulmonar e de manifestacdes clinicas que podem ser causadas por uma variedade de
fatores. Mais de 60 possiveis causas foram identificadas, e outras potenciais causas
continuam a surgir como reagdes pulmonares adversas a novas terapias. No entanto,

apenas algumas sdo responsaveis pela maioria dos casos da SDRA.67

H& muitos fatores de risco comuns para a SDRA, que a definicdo AECC

classificava como diretos e indiretos, consoante esses fatores afetassem ou ndo
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diretamente a funcdo pulmonar, respetivamente. Apesar de alguns estudos experimentais
e clinicos mostrarem diferencas nas respostas inflamatorias e nos padrdes radiograficos,
bem como nas respostas fisiologicas ao tratamento ventilatorio, as categorias direta e
indireta sobrepdem-se a um grau tdo grande de variabilidade que o painel de Berlim
decidiu ndo incluir causas diretas ou indiretas como entidades distintas. A identificagéo
do fator de risco que leva a SDRA num doente individual, independentemente da sua
natureza direta ou indireta, serve sobretudo para orientar a terapia para a doenca

subjacente.8

No Quadro 2.2 abaixo representado encontram-se apresentados os principais

fatores de risco para o desenvolvimento da sindrome.

Quadro 2.2 — Principais fatores de risco para o desenvolvimento da SDRA. Adaptado de
Ranieri et al., 2012 2

Fator de risco

Pneumonia

Sepsis ndo pulmonar
Aspiracdo de contelido gastrico
Trauma grave

Contusdo pulmonar

Pancreatite

Lesdo por inalacdo
Queimaduras graves

Choque néo cardiogénico
Overdose medicamentosa
Muiltiplas transfusdes ou lesdo pulmonar aguda associada a transfusao
Vasculite pulmonar
Afogamento

Outras

Alguns eventos tém, no entanto, uma maior probabilidade de progredir para a
lesdo pulmonar do que outros. A sepsis é considerada a causa mais comum da SDRA,
sendo que esta deve ser a primeira etiologia a ser considerada sempre que a sindrome se

desenvolve num doente predisposto a infecdes graves. Para além disso, a pneumonia
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adquirida na comunidade é provavelmente a causa mais comum da SDRA contraida em
ambiente ndo hospitalar. Ndo obstante a este fato, as pneumonias nosocomiais podem
também progredir para a sindrome. As etiologias menos comuns parecem ser a aspiracao

de conteido gastrico, o trauma grave, transfusdes, a pancreatite aguda, entre outros.!’

Para além disso, variantes em mais de 25 genes foram associados ao
desenvolvimento da SDRA e aos seus resultados clinicos ° incluindo as variantes
comuns de genes que regulam a inflamacdo, a coagulacdo, a funcdo das células
endoteliais, a producdo de espécies reativas de oxigénio, bem como a apoptose 22 -

todos os processos que sdo importantes na lesdo pulmonar e na sua reparacéo.

Por fim, o risco de desenvolver SDRA parece depender também das caracteristicas
do doente. O alcoolismo %°, a exposicdo ao fumo de tabaco 2®%’, a obesidade 2?° e o
grupos sanguineo do tipo A 3, tém sido associados a um maior risco de desenvolver
SDRA.

2.1.2 Epidemiologia
2.1.2.1 Incidéncia

A incidéncia da SDRA tem sido dificil de avaliar ao longo dos anos devido a
definicBes ndo uniformes, variagdes etioldgicas e geogréficas, documentacdo inadequada
e sub-reconhecimento da entidade da doenca.*

No entanto, durante 15 meses, entre os anos de 1999 e 2000, 1113 doentes foram
seguidos nos Estados Unidos da América, através de um estudo de coorte conduzido por
Rubenfeld et al., 2005, o que permitiu estimar a incidéncia da SDRA. Nesse estudo, a
incidéncia foi de 86 por 100.000 pessoas/ano para individuos com uma razdo de
Pa02/Fi02<300mmHg e de 64 por 100.000 pessoas/ano para individuos com uma razao
de PaO2/Fi02<200mmHg.3* Porém, estimativas do Norte da Europa (17 casos por
100.000 pessoas) %2, de Espanha (7,2 casos por 100.000 pessoas) */, e da Australia/Nova
Zelandia (34 casos por 100.000 pessoas) 3 apresentam taxas substancialmente mais
baixas. Razfes para estas diferengas observadas ainda ndo sdo totalmente claras, mas

podem incluir grandes diferencas na demografia e na assisténcia dos sistemas de sadde.’
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Outros fatores, como a idade, podem afetar a incidéncia de SDRA. No estudo de
coorte de Rubenfeld, a incidéncia da sindrome aumentou com a idade de 16 por 100.000
pessoas/ano entre 0s 15 e 0s 19 anos de idade, para 306 por 100.000 pessoas/ano entre 0s
75 e 0s 84 anos de idade.®

Dentro das unidades de cuidados intensivos, a incidéncia da sindrome corresponde
a aproximadamente 10 a 15% dos doentes admitidos, sendo que até 20% dos doentes

mecanicamente ventilados, satisfazem os critérios para a doenca.®*

De uma forma geral, as estimativas de Rubenfeld et al. indicam que existem cerca
de 190.000 casos por ano de SDRA nos Estados Unidos da América, com 74.500 mortes

associadas.?!

No entanto, a incidéncia da SDRA parece estar a diminuir. Um estudo realizado
por Li et al., 2011, em Olmsted County (Estados Unidos da América), relatou que a
incidéncia da SDRA diminuiu dos 82,4 casos por 100.000 pessoas/ano, em 2001, para 0s
38,9 casos por 100.000 pessoas/ano, em 2008. Isto foi atribuido a um declinio no nimero
de casos de SDRA adquirida em ambiente hospitalar, bem como numa melhoria dos
cuidados de satde. Porém, aqueles que desenvolveram SDRA tiveram um quadro clinico

mais grave, mais co-morbilidades e mais condigGes predisponentes.®

2.1.2.2 Mortalidade e Morbilidade

A SDRA esta associada a uma mortalidade apreciavel, com diferentes estudos
realizados em populagdes diferentes, relatando estimativas de 26% a 58%.2°13538 A
mortalidade varia, no entanto, de acordo com o défice de oxigenacao. No estudo de coorte
da definicdo de Berlim, a mortalidade determinada foi de 27% em doentes com SDRA
leve, 32% em doentes com SDRA moderada, e 45% em doentes com SDRA grave.? No
entanto, embora o défice de oxigenacéo seja um fator de risco para a mortalidade por
SDRA, os doentes normalmente morrem de faléncia de multiplos 6rgéos ou de doenca
progressiva subjacente, sendo que apenas uma minoria dos doentes (13%-19%) morre de

insuficiéncia respiratoria refrataria.l’

Tal como a incidéncia, também as taxas de mortalidade da SDRA variam bastante

dependendo da idade do doente. Rubenfeld et al., 2005, constataram que a mortalidade
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foi significativamente menor nos doentes com idade compreendida entre os 15 e os 19
anos de idade (24%) em comparacdo com 0s doentes com 85 ou mais anos de idade
(60%).3! Esta descoberta foi ainda suportada por Flori et al., 2005, onde se estimou a taxa

de mortalidade pediatrica em 22%.4°

A natureza da doenca clinica subjacente a sindrome é também um importante
determinante do resultado. Por exemplo, a sepsis apresenta taxas de mortalidade
superiores, comparando com o trauma (43% vs 11%), enquanto a pneumonia e a aspiragdo

de contelido géstrico sdo fatores intermediarios de risco (36% e 37%, respetivamente).*!

Apesar destas diferencas nas taxas de mortalidade, a tendéncia geral tem sido um
declinio da mortalidade, acompanhando a tendéncia da incidéncia. Neste sentido, um
estudo observacional de 2451 doentes, concluiu que a mortalidade diminuiu dos 35% para
0s 26%, entre 1996 e 2005.#> O progresso inicial na reducdo da mortalidade deve-se,
provavelmente, ao aumento da implementacéo de uma estratégia de ventilagdo mecanica
de baixo volume corrente, uma modalidade terapéutica que reduz a lesdo pulmonar, a
inflamacéo sistémica e a subsequente faléncia de maltiplos 6rgdos.® No entanto, esta
melhoria nas taxas de mortalidade deve ser interpretada com cautela, tendo em conta que

a definicdo comum para a SDRA e para a LPA s6 foi adotada em 2012.

Dada a gravidade da destruigdo do tecido pulmonar em doentes com SDRA, 0s
médicos geralmente concordam que a insuficiéncia pulmonar grave, a longo prazo, € um
resultado inevitavel para os seus sobreviventes. No entanto, estudos epidemiolédgicos
recentes refutam esta ideia. Na verdade, esses estudos indicam que a fung&o pulmonar
dos sobreviventes se aproxima, no espaco de cinco anos, da normalidade. No entanto, a

SDRA provoca intimeras morbilidades nos sobreviventes.*®

As morbilidades cognitivas, psicoldgicas e fisicas sdo as mais comuns entre 0s
sobreviventes da SDRA. Sequelas adicionais incluem distarbios na visao e stress familiar.
Tal como observado nos sobreviventes de qualquer doenga grave, as morbilidades séo
geralmente evidentes ap0s o doente obter alta da Unidade de Cuidados Intensivos (UCI).
Estas morbilidades tendem a ser resolvidas muito lentamente e a maioria esta presente

durante, pelo menos, 5 anos.*4¢
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Apesar destas anormalidades, alguns sobreviventes estdo aptos para regressar ao
trabalho num periodo até 2 anos ap6s 0 momento da alta. No entanto, alguns destes

necessitam de um periodo de transi¢o.*?

2.1.3 Fisiopatologia

Os pulmdes saudaveis regulam o movimento do fluido de forma a manter uma
pequena quantidade de fluido intersticial e os alvéolos secos. Este equilibrio €
interrompido quando h& lesdo pulmonar, causando um excesso de fluido, tanto no
intersticio como nos alvéolos. As consequéncias incluem anormalidades nas trocas

gasosas, diminuicdo da compliance, e aumento da presséo arterial pulmonar.*

A SDRA é uma doenca de inflamacdo aguda que causa a rutura do endotélio
pulmonar e das barreiras epiteliais. A membrana alvéolo-capilar é composta por endotélio
microvascular, intersticio e epitélio alveolar. As caracteristicas celulares da SDRA
incluem a libertacdo de citocinas pro-inflamatorias, a migracdo transepitelial excessiva

de neutrdfilos com consequente perda da integridade da membrana alvéolo-capilar.*’

Doentes com SDRA tendem a passar por trés fases patoldgicas discretas (Figura
2.1): fase exsudativa, com inflamacdo aguda e infiltracdo de neutr6filos no espaco
alveolar; fase de resolucdo, caracterizada por resolucdo do edema pulmonar, proliferacédo
de células alveolares do tipo 118, infiltragdo intersticial pelos miofibroblastos', bem como
deposicao precoce de colagénio; e, finalmente, fase fibroproliferativa, com varios graus

de fibrose intersticial.*

¢ Células alveolares do tipo 11 ou pneumécitos do tipo 11 - células presentes no pulmao responsaveis pela produgio e secrecao de
surfactante. Estas células podem-se replicar nos alvéolos, substituindo as células alveolares do tipo I (ou pneumécitos do tipo I)
lesadas.*

f Miofibroblasto - célula que, no processo de diferenciagéo, se encontra entre um fibroblasto e uma célula de musculo liso.*
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Fase Exsudativa Fibroproliferativa Resolugdo
Membranas  Inflamacdo Reparacdo trocas
Edema hialina intersticial Fibrose E3505as

| V

Dia 0 2 7 14 21 ()

Figura 2.1 — Cronologia das vérias fases no desenvolvimento da Sindrome de
Dificuldade Respiratéria Aguda. Adaptado de Bosma et al., 2010 48

Durante a fase aguda, ocorre o desprendimento das células alveolares epiteliais e
bronquiais, com a formacdo de membranas de hialina, ricas em proteinas. Nesta fase,
denominada também de fase exsudativa, ocorre migracdo dos neutréfilos, que se
encontram aderentes ao endotélio capilar lesado, migrando do intersticio para o alvéolo.
No alvéolo, os macrofagos alveolares secretam citocinas, como as interleucinas (IL)-1,
IL-6, IL-8, IL-10 e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), que estimulam localmente a
quimiotaxia dos neutrofilos e ativam-nos. A ativacdo excessiva e/ou prolongada dos
mesmos contribui para a destruicdo da membrana basal, o0 que promove um aumento da
permeabilidade da barreira alvéolo-capilar. Para além disso, os neutréfilos libertam uma
panoplia de mediadores toxicos, como por exemplo, espécies reativas de oxigénio e
proteases, que iniciam e perpetuam a inflamacéo, provocando danos no endotélio capilar

e no epitélio alveolar (Figura 2.2).*°

Com o aumento do stress oxidativo e da atividade da protease, a inflamacao nos
alvéolos e no intersticio reduz a producéo de surfactante, e inativa o restante, promovendo
assim a atelectasia’ generalizada. O surfactante, um complexo lipidico e proteico
secretado pelas células pulmonares do tipo I, diminui a tenséo de superficie alveolar na
interface ar-fluido nos alvéolos, sendo critico para a manutenc¢do da inflagdo do pulméo
a baixas press@es transpulmonares. Para além disso, representa um papel importante na
supressdo do processo inflamatdrio, atraveés da captacdo de espécies reativas de

oxigénio.®

9 Atelectasia - colapso pulmonar, o que resulta em reduzidas ou ausentes trocas gasosas.*
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Ainda, um dos mediadores dos neutrofilos melhor estudado, a elastase, parece
degradar as proteinas de juncao das células epiteliais, tendo ainda propriedades pro-

apoptoticas e efeitos citotoxicos diretos sobre o epitélio.>*

Assim, o dano no endotélio capilar permite as proteinas a passagem para 0 espaco
vascular. O gradiente oncotico que favorece a reabsorcdo de fluido € perdido e o liquido
flui para o intersticio, sobrecarregando os vasos linfaticos. O aumento de liquido no
intersticio, combinado com o dano no epitélio alveolar, faz com que o0s espagos de ar se

encham de fluido rico em proteinas e sangue, e de detritos de células degeneradas.*

Este influxo de liquido para o pulmdo e o infiltrado inflamat6rio causam
anormalidades na difusdo e na ventilacdo-perfusdo, levando ao comprometimento das
trocas gasosas, que clinicamente se manifesta como hipoxémia. Ao mesmo tempo, a
infiltracdo celular, a atelectasia e o fluido do edema reduzem a compliance pulmonar. Por
fim, a vasoconstricdo hipoxémica e a obliteracdo capilar levam ao aumento da pressédo

arterial pulmonar.*

I Alvéolo Normal I IAlvéoIo Lesado durante a fase aguda

i
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Figura 2.2 — Alvéolos normal (lado esquerdo) e lesado (lado direito) durante a fase aguda
da Sindrome de Dificuldade Respiratdria Aguda. Adaptado de Tsushima et al., 2009 >2
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O aumento da ventilagio do espago morto", a diminuicdo da compliance pulmonar
e a hipoxémia combinam-se para aumentar consideravelmente o necessario esforco da
respiracdo, tornando os doentes muito debilitados. Eventualmente, a exigéncia em
oxigénio pode exceder a capacidade ventilatéria, e a insuficiéncia respiratoria
hipercéapnica’ tera lugar se no for tratada.?®

Nos dias seguintes a fase aguda, a maioria dos doentes que sobrevivem a este
periodo inicial comegam a exibir uma melhor oxigenacdo e uma diminuigdo dos
infiltrados alveolares. Toma lugar a fase de resolucdo. Durante esta fase, a quantidade de
suporte ventilatério pode ser reduzido, iniciando o desmame. Porém, alguns doentes
passam ainda por uma fase fibroproliferativa, onde é observada a persisténcia e a
progressdo da lesdo, com inUmeras consequéncias (Figura 2.3). No entanto, é
desconhecida a razdo da maioria dos sobreviventes resolver rapidamente a inflamacéo

aguda, enquanto alguns progridem para a fase cronica.?

Infe¢do pulmonar Resolugéo do edema;
Pulmées Reparacdo da membrana
Aspiracdo de conteido P P / alvéolo-capilar
50
Sepsis > | E i
]
' ;| Persisténciae
Trauma T el = -
progressdo dalesdo;
= . . Faléncia miltipla de
Outros fatores +  Lesdo da membrana alvéolo-capilar

" orgios
+ Inflamacdo .
- *  Fibrose pulmonar
* Aumento da permeabilidade com L
+  Destruicdo da

edema pulmonar
vasculatura pulmonar

Figura 2.3 — Histdria natural da Sindrome de Dificuldade Respiratoria Aguda. Adaptado
de Johnson et al., 2010 *

Para aqueles que progridem para a fase fibroproliferativa, a inflamacéo cronica, a
fibrose e a neovascularizagcdo tomam lugar, observando-se clinicamente uma hipoxémia

persistente e grave. Infelizmente, esta fase ndo tem caracteristicas especificas, levando o

" Espago morto - ar que ¢ inalado pelo corpo durante a respiragio, mas que ndo participa nas trocas gasosas. Esta situagio pode ser
devida a um aumento na ventilagdo ou a uma diminuig3o da perfuséo sanguinea.?

I Insuficiéncia respiratdria hipercapnica - tipo de insuficiéncia respiratoria em que ocorre diminuigéo da ventilagio e,
conseguentemente, hipercapnia (aumento de CO, no sangue arterial).?®
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clinico a dispender muito tempo na distingdo do periodo exsudativo e do periodo
fibroproliferativo. No entanto, radiograficamente, esta fase fibroproliferativa é
caracterizada pela progressdo da opacificacdo do espaco aéreo para um padréo reticular

mais grave de infiltragdo pulmonar.?®

Os pulmdes dos doentes que sobrevivem a esta fase fibroproliferativa entram
numa fase subsequente de resolugdo e reparacdo, onde a fungdo cardiopulmonar
geralmente regressa a normalidade ap6s 6 meses ou mais da lesdo pulmonar inicial. A
resolucdo da SDRA € primariamente dependente de uma reparacdo atempada e ordenada
das trocas gasosas alveolares. De forma a otimizar as trocas gasosas, o transporte de fluido
alveolar deve ser regulado, de forma a limpar o espaco das vias aéreas de fluido do edema,

e a restaurar a secrecdo normal das células alveolares do tipo 11.4

Reconhece-se que a resolucao da lesdo pulmonar ndo é simplesmente o alivio dos
agentes ou fatores prejudiciais, mas também um programa ativamente regulado que
envolve a remocéo dos neutrofilos apoptoticos, a remodelacdo da matriz, a resolugdo do
fluido alveolar rico em proteinas e o envolvimento de inimeras vias de sinalizagdo

distintas intervenientes na lesdo aguda (Figura 2.4).%

O edema pulmonar, constituido por uma solucdo aquosa de sais e proteinas do
plasma, é resolvido pela reabsorcdo do liquido do edema rico em proteinas. O sddio é
absorvido pelo canal de sddio epitelial e através da membrana basolateral das células do
tipo 11, pela bomba ATPase Na*/K*. As vias de transporte do cloreto ndo sdo claras. A
agua move-se principalmente através dos canais de agua, as aquaporinas, localizadas
maioritariamente nas células do tipo I. A dgua pode também ser transportada por uma via
paracelular!. As proteinas sollveis parecem ser removidas pela difusdo entre as células
epiteliais alveolares, enquanto as proteinas insollveis parecem ser removidas por
endocitose e transcitose, pelas células epiteliais alveolares, e fagocitose pelos macréfagos

alveolares.®?

Para a resolucdo da SDRA contribui ainda a proliferacdo das células epiteliais
alveolares do tipo 11, o que permite cobrir a membrana basal lesada, e a sua diferenciagéo

nas células epiteliais alveolares do tipo I. Para além disso, a apoptose dos neutrofilos é

I Transporte paracelular - transporte que ocorre através dos espagos de jungio entre as células.®
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considerada um mecanismo importante para a sua clearance do pulméo lesado, que

acabam por ser fagocitados pelos macrofagos alveolares.>?
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Figura 2.4 — Mecanismos importantes na resolucdo da Sindrome de Dificuldade
Respiratoria Aguda. Adaptado de Tsushima et al., 2009 °2

O progresso clinico da SDRA é variavel. Alguns doentes recuperam dentro de um
periodo de uma a duas semanas, enquanto outros progridem mais lentamente com
ventilagdo mecénica prolongada. A morte por insuficiéncia respiratoria priméria é
relativamente incomum, porém, a doenca grave e prolongada com ventilagdo mecanica,
aumenta o risco de infecdo e de disfuncdo multiorganica, levando ao aumento da

mortalidade.5?

Ao longo dos ultimos anos, tem havido uma intensa investigacdo sobre os
acontecimentos fisiopatoldgicos relevantes para as primeiras fases da doenga, e muito se
aprendeu, principalmente em modelos animais, sobre as mudangas na homeostasia
endotelial e epitelial do pulmao nas primeiras 24 a 48 horas apds a lesdo pulmonar inicial.
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A intervencdo baseada na interrupcéao das vias identificadas na fase aguda tem sido eficaz
em modelos animais quando é fornecido pré-tratamento. No entanto, a exigéncia de um
tratamento antecipado, juntamente com a complexidade fisiopatoldgica da SDRA, tem

nitidamente limitado a sua utilidade clinica.®®

2.1.4 Tratamento

A SDRA ainda ndo dispBe de uma terapéutica especifica e universal. O principal
objetivo consiste no tratamento da causa subjacente a sindrome, na prevengdo do
desenvolvimento de complicagfes iatrogénicas, bem como na manutencdo de niveis de

oxigenac&o apropriados.®

Desde que a SDRA foi descrita pela primeira vez, em 1967, tém havido progressos
significativos na compreensdo da sua fisiopatologia, bem como no seu tratamento.
Inimeras abordagens terapéuticas foram aplicadas, na tentativa de melhorar os resultados
clinicos. A taxa de mortalidade foi reduzida substancialmente nas Gltimas décadas, o que
se deveu principalmente a avancos importantes nos cuidados de suporte, particularmente

numa melhor estratégia de ventilacio.3!:>

Potenciais terapias estdo sendo avaliadas na tentativa de melhorar os resultados
clinicos da sindrome. Porém, nenhuma delas esta atualmente recomendada como terapia

de rotina.>*

De seguida, sdo explicitadas as principais abordagens terapéuticas da SDRA.

2.1.4.1 Ventilacdo mecénica

A ventilagcdo mecanica continua a ser a principal modalidade de suporte na SDRA,
sendo indicada na maioria dos casos.*® Uma estratégia de ventilagdo mecanica Gtima em
doentes com SDRA tem sido, no entanto, um dos assuntos mais controversos na gestéo

da doenca, desde que a sindrome foi descrita pela primeira vez.*

Sabe-se que a corre¢do da hipoxémia € essencial para a gestdo da SDRA, sendo
que a maioria dos doentes com SDRA avangada necessitam de suporte ventilatorio

mecanico.l
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No entanto, hé evidéncias de estudos experimentais e clinicos que demonstram
que a ventilacdo mecénica pode agravar as alteracdes funcionais e estruturais do pulmao.
E de notar que a ventilagdo mecanica ndo s6 perpetua a lesdo pulmonar, como também
contribui para a morbilidade e mortalidade da SDRA.>® Porém, estudos observacionais
sugerem beneficios na utilizacdo de uma estratégia de ventilacdo de baixo volume
corrente. Num estudo que seguiu 861 doentes com SDRA, randomizados em 2 grupos
(um recebendo 12mL/kg de volume corrente, e outro recebendo 6mL/kg de volume
corrente), foi demonstrada uma reducdo na mortalidade em 22% no grupo que recebeu

um baixo volume corrente.>®

A explicacdo para estes resultados reside no fato de que, para estados de baixa
distensibilidade pulmonar, a introdu¢do de um volume corrente elevado ou moderado

pode provocar distensdo exagerada dos alvéolos, designada de volutrauma.?®

Além da distensdo pulmonar, causada por grandes volumes correntes
(volutrauma), os ciclos de abertura e fecho das pequenas vias aéreas e unidades alveolares
(atelectrauma) também podem originar lesdo pulmonar.>” Diversos ensaios clinicos foram
realizados em doentes com SDRA para examinar os efeitos de uma abordagem de
“pulmao aberto”, no qual a aplicagio de manobras de recrutamento alveolar, como a

aplicacéo de altos niveis de PEEP, podem limitar o atelectrauma.>*

A funcdo da PEEP é exatamente evitar que os alvéolos com menor distensibilidade
colapsem no final de cada expiracdo. Ao recrutar os alvéolos em atelectasia, a PEEP acaba

por promover uma correta oxigenacéo dos pulmdes danificados.?

No entanto, uma meta-analise recente que incorporou ensaios de 1996 a 2010,
comparando altos niveis de PEEP com baixos niveis de PEEP, concluiu que ndo existe
diferenga na mortalidade entre as duas estratégias em doentes com SDRA leve. No
entanto, no subgrupo de doentes com SDRA grave, foi demonstrado um beneficio na

aplicacdo de niveis mais elevados de PEEP.%®

Assim, a aplicacdo de PEEP em doentes com SDRA ndo é atualmente

recomendada, pelo menos para doentes com SDRA leve ou moderada.

K Manobras de recrutamento alveolar - estratégias voluntarias para aumentar transitoriamente a pressao transpulmonar, com o
objetivo de reabrir as unidades alveolares mal gaseificadas (re-expansdo do tecido pulmonar colapsado).>*
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2.1.4.2 Posicdo de declbito ventral

A posicdo de decubito ventral tem sido reconhecida como forma de melhorar a
oxigenacdo numa fracdo significativa de doentes com SDRA. Como os infiltrados
pulmonares sdo caracteristicos das regides dependentes da gravidade, cré-se que esta
estratégia redistribui a circulacdo sanguinea e a ventilacdo para as areas pulmonares
menos afetadas. Desta forma, a posicdo de decubito ventral promove uma limpeza das
secre¢des e troca 0 peso do contetdo do torax para que este auxilie no recrutamento das

regides com atelectasia.?®

Outros autores propdem o aumento do volume pulmonar no final da expiracéo, a
melhoria da relacdo ventilacdo-perfusdo e a distribuicdo mais uniforme do stress
pulmonar como mecanismos benéficos desta estratégia. Porém, independentemente do
mecanismo, uma melhoria da oxigenacéo ocorre na maioria dos doentes quando se aplica

esta intervenc&o.?

A simplicidade e o baixo custo desta estratégia tornaram esta op¢do bastante
popular. No entanto, apesar da melhoria na oxigenacdo arterial, a posi¢do de decubito
ventral ndo demonstrou uma melhoria significativa na mortalidade. Para além disso, é
uma técnica que traz varios potenciais riscos, como € exemplo o deslocamento do tubo

de ventilagdo com as manobras de rotago.>*%°

2.1.4.3 Estratégia conservadora de fluido

Ao longo da ultima década, varios tratamentos ndo ventilatorios foram
investigados na tentativa de melhorar ainda mais os resultados clinicos de doentes com

SDRA, em particular, as taxas de mortalidade.>*

Em termos de gestdo de fluidos, a abordagem conservadora consiste na restri¢ao
da ingestdo de fluidos e no aumento do débito urinario, numa tentativa de diminuir o
edema pulmonar e encurtar a duracdo da ventilacdo mecanica. Neste sentido, fArmacos

diuréticos, como a furosemida, tém sido amplamente testados.>?

Apesar da estratégia conservadora de fluidos permitir uma melhoria da funcéo
pulmonar, um maior nimero de dias livres de ventilacdo mecénica e um menor tempo de

permanéncia em UCI, ndo ha diferenca significativa na mortalidade em 60 dias.*®
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Desta forma, a estratégia conservadora de fluido é uma opcdao terapéutica a ser

considerada no tratamento de doentes com SDRA.

2.1.4.4 Reposicdo de surfactante

A ideia de utilizar surfactante exdégeno como terapia em doentes com SDRA ¢é
baseada numa série de observacgdes. O objetivo principal do surfactante endégeno € o de
evitar a atelectasia, sendo que esta é o principal contributo para a hipoxémia e para a
propagacdo da lesdo pulmonar.* Depois, muitas anormalidades no surfactante tém sido
descritas em doentes com SDRA, tanto na composi¢do como na funcdo, podendo ser
exacerbadas pela ventilagdo mecanica.’*®? Desta forma, o objetivo da terapia com
surfactante exdgeno é o de atenuar ou eliminar a atelectasia causada pelo insuficiente ou

anormal surfactante enddgeno, administrando surfactante funcional.

A terapia de reposicao de surfactante tem demonstrado ser benéfica na Sindrome
de Dificuldade Respiratoria do Recém-nascido, uma doenca causada pela deficiéncia na
producdo de surfactante pelo pulméo imaturo. No entanto, na SDRA, as anormalidades
de surfactante sdo mais complexas. Além da diminuicdo da producdo de surfactante,
outros fatores contribuem para a baixa funcdo de surfactante: alteragcbes na composigéo
fosfolipidica, inibicdo da funcdo do surfactante por proteinas plasmaticas, radicais de

oxigénio e proteases, etc.*

Apesar de ndo haver evidéncia de que a administracdo de surfactante melhore a
mortalidade em doentes com SDRA, vérios estudos tém documentado uma melhoria na
funcdo pulmonar ap6s a administracdo de surfactante endobronquial. Casos recentes
demonstraram que a administracdo de surfactante sintético, porcino ou bovino nos
pulmbes de doentes com SDRA grave, resultaram numa melhoria sustentada da

oxigenag#o.>

Esta inconsisténcia nos resultados observados até a data pode refletir diferencas
na formulacdo do surfactante, na populagcdo em estudo, no método de administragdo do
surfactante, na dose, na estratégia de ventilagdo concomitante, ou na inativagdo do

surfactante quando administrado.5%3
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Assim, até que estejam disponiveis mais estudos sobre a utilizacao desta estratégia
terapéutica, a utilizacdo da terapia de reposicao de surfactante em doentes com SDRA

ndo é utilizada nem recomendada.®®

2.1.4.5 Vasodilatadores inalados

Conforme supracitado, a fisiopatologia da SDRA compreende alteracGes na
vasodilatacdo que comprometem a funcdo pulmonar. A ma distribuicdo do fluxo
sanguineo no pulméo lesado resulta num shunt' intrapulmonar da direita para a esquerda,

hipertensdo pulmonar e hipoxémia grave.®*

Os vasodilatadores constituem a classe de farmacos com resultados mais
promissores no tratamento da hipoxémia e da hipertensdo pulmonar. Estes farmacos,
quando inalados, promovem uma vasodilatacdo da vasculatura pulmonar nas regides
ventiladas, com diminuicdo da presséo das artérias pulmonares, uma diminuic¢do do shunt
da direita para a esquerda, e um aumento na relacdo PaO>/FiO2, conforme representado
na Figura 2.5.%° Para além disso, estes efeitos benéficos dos vasodilatadores

inalados ndo tém sido associados a efeitos colaterais sistémicos.!

Figura 2.5 — Efeito dos vasodilatadores inalados.

Os vasodilatadores inalados (circulos azuis) dilatam preferencialmente os vasos
pulmonares que irrigam os alvéolos funcionantes (circulos brancos), recrutando o sangue
dos alvéolos menos ventilados (circulos pretos), aumentando desta foram a razéo
ventilagdo/perfusdo. Adaptado de Bosma et al., 2010 #

!'Shunt - condigao fisiopatoldgica que ocorre geralmente quando os alvéolos se enchem de liquido, resultando em areas onde a
perfusdo sanguinea excede a ventilagdo, ndo havendo uma correta oxigenagéo do sangue venoso.®
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Porém, a administracéo sistémica de vasodilatadores, incluindo as prostaglandinas
e o sildenafil, ndo demonstram beneficio terapéutico na SDRA, sendo frequentemente

associados a um agravamento nos indices de oxigenagio.®>5®

Os dois tipos de vasodilatadores inalados mais frequentemente investigados séo o

monoxido de azoto e as prostaciclinas.

2.1.45.1 Mondxido de azoto
O monoxido de azoto inalado pelos seus efeitos vasodilatadores pulmonares, tem
sido proposto como terapéutica da hipoxémia refrataria, restabelecendo uma

correspondéncia de ventilagio-perfusdo adequada.>*

Este farmaco é um vasodilatador enddgeno potente que pode ser direcionado para
a vasculatura pulmonar através da inalacdo. Ele € produzido pelas células epiteliais
alveolares, pelos macréfagos alveolares, e pelas células endoteliais pulmonares, sendo
inativado em contacto com a hemoglobina.®’ Por esse motivo, provoca vasodilataco
seletiva da vasculatura pulmonar nas regides ventiladas, sem causar efeitos sistémicos.®
Estas propriedades fisioldgicas do mondxido de azoto parecem ser ideais para a sua

potencial utilizacdo como um agente terapéutico na SDRA.

Os ultimos estudos indicaram que o mondxido de azoto inalado melhora a
oxigenacdo durante um periodo de 24 horas de tratamento. No entanto, nenhum beneficio
foi demonstrado sobre a reducdo da mortalidade, a diminuicdo da duracdo da ventilacéo
mecanica, e 0 aumento do numero de dias livres sem ventilacdo. Além disso, a
administracdo deste farmaco tem sido associada a efeitos nefrotdxicos que limitam a sua

utilizagdo em doentes com SDRA grave e hipertensdo pulmonar.®

Assim sendo, a inalagdo de mondxido de azoto ndo tem sido uma terapia rotineira
em doentes com SDRA. A sua utilizacdo apenas podera ser considerada como terapia de

resgate para a hipoxémia refrataria em casos individuais.>
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2.1.4.5.2 Prostaciclinas

As prostaglandinas sdo derivados do é&cido araquidonico produzidos
endogenamente, que causam vasodilatacdo, inibem a agregacdo plaquetéria, e tém
propriedades anti-inflamatdrias via inibicdo da ativacdo dos neutrofilos e dos macréfagos.
As prostaciclinas, um tipo de prostaglandinas, causam vasodilatagdo pulmonar seletiva,
melhorando assim a relagdo ventilagao/perfuséo e a oxigenacdo, tal como o0 monoxido de
azoto. Para além disso, estas podem também diminuir a pressdo da artéria pulmonar
através das suas propriedades antitromboticas, prevenindo a obstrucdo da microcirculagédo

pulmonar. *°

Atualmente, em Portugal, apenas o lloprost, um anélogo da prostaciclina, se
encontra disponivel no mercado para inalacdo, ndo havendo qualquer registo de

prostaciclinas para inalag&0.%°

A principal vantagem da utilizagdo de prostaciclinas inaladas comparativamente
a utilizacdo de mondxido de azoto prende-se com o facto de ndo ser necessario
equipamento sofisticado para a sua administracdo. Estudos clinicos com prostaciclinas
inaladas sugerem que os seus efeitos adversos ndo sdo tdo frequentes.”® Estudos
preliminares com iloprost inalado, um anélogo da prostaciclina, em doentes com SDRA
e hipertensdo pulmonar, mostraram melhorias na oxigenacdo sem efeitos adversos na

mecanica pulmonar ou hemodinamica sistémica.’*

No entanto, tal como acontece com 0 mondxido de azoto, ndo existe evidéncia de
que as prostaciclinas inaladas possam melhorar as taxas de mortalidade de doentes com
SDRA. Porém, podem ser usadas como alternativa mais econdmica ao monoxido de azoto

inalado, no tratamento da hipoxémia refrataria em doentes com SDRA grave.!

Assim, com base nos estudos publicados até a data, a utilizacéo de vasodilatadores
inalados deve ser considerada apenas como uma terapia de resgate para doentes com
hipoxémia refrataria e/ou com hipertensdo pulmonar, onde outras intervencdes tém sido

infrutiferas.!
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2.1.4.6 Glucocorticoides

O facto da lesdo pulmonar aguda nos doentes com SDRA resultar de um processo
inflamatdrio agressivo, fez com que os farmacos anti-inflamatérios fossem considerados

terapéuticas logicas para esta patologia, como por exemplo os corticosteroides.>?

O possivel beneficio clinico da administracdo de glucocorticoides na gestdo da
SDRA tem sido algo controverso. Os glucocorticoides sistémicos claramente
desempenham um papel importante em situacdes em que a sindrome € precipitada por um

processo de resposta esteroide (como por exemplo, a pneumonia aguda eosinofilica).”

Os glucocorticoides podem reduzir a inflamacéo e a fibrose através da inibi¢do da
acao de varias citocinas, incluindo as IL-1, IL-3, IL-5, IL-6, IL-8, 0 TNF-a, ¢ o fator de
estimulacdo da colonia de granulécitos e macrofagos. Além da sua agdo sobre as
citocinas, os glucocorticoides podem, também, aumentar a degradacéo do colagénio tipo
| e prevenir a sua excessiva deposicdo. Dadas as suas propriedades anti-inflamatorias e
antifibroticas, os glucocorticosteroides pareciam ser os candidatos ideais na terapéutica

das fases exsudativa e fibroproliferativa da SDRA.°

No entanto, apesar dos glucocorticoides reduzirem a inflamacdo sistémica,
promovendo uma melhoria significativa na disfungdo orgéanica pulmonar e
extrapulmonar, bem como uma reducdo na duragdo da ventilagdo mecénica e no tempo
de internamento nas UCI, a sua utilizacdo nao parece reduzir a taxa de mortalidade em

doentes com SDRA.737

Esta incerteza nos efeitos dos glucocorticoides sobre a mortalidade é
exemplificada através de trés estudos que comparam a terapia sistémica de
glucocorticoides com placebo em doentes com SDRA. Um estudo concluiu que a terapia
glucocorticoide reduz a mortalidade.” No entanto, os outros dois reportaram uma reducio

na mortalidade que n3o foi estatisticamente significativa.’®’’

Para além disso, tem sido sugerido que os efeitos dos glucocorticoides sistémicos
variam de acordo com 0 momento em que sdo administrados. Diversos estudos avaliaram
0 impacto dos glucocorticoides sistémicos durante a SDRA persistente, isto €, durante a
fase fibroproliferativa. O mais notavel foi um estudo duplamente cego, que dividiu 0s 180
doentes seguidos em grupos onde foi administrado metilprednisolona ou placebo, durante

21 dias. O grupo submetido a tratamento com metilprednisolona foi subdividido em 2
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grupos: no subgrupo que iniciou o tratamento entre 0s 7 e 0s 13 dias apds o comeco da
SDRA, observou-se uma reducdo da mortalidade estatisticamente ndo significativa; no
subgrupo que iniciou o tratamento 14 dias ou mais ap0s 0 comego da sindrome, observou-
se um aumento da mortalidade. A metilprednisolona aumentou os dias livres de
ventilagdo, melhorou a compliance pulmonar e a pressao arterial, mas também aumentou

a fraqueza neuromuscular.’™

Outros estudos abordaram a possibilidade dos glucocorticoides sistémicos
poderem ser efetivos precocemente na SDRA (<72horas). Num estudo duplamente cego,
0s 91 doentes seguidos foram divididos em dois grupos: um submetido a tratamento com
metilprednisolona e outro submetido a placebo, numa razéo de 2:1, respetivamente. No
grupo submetido a tratamento, observou-se uma reducdo na duracdo da ventilagdo
mecanica, no tempo de permanéncia em UCI e na mortalidade, apesar da amostra ser

bastante pequena.”

Juntos, estes dados sugerem que a terapia com glucocorticoides sistémicos nao
deve ser iniciada mais do que 14 dias apés o comeco da SDRA. O impacto da
administracdo de glucocorticoides numa fase inicial permanece incerto, pelo que séo
necessarios mais estudos de forma a inferir sobre o beneficio clinico da utilizacdo desta

classe de farmacos no tratamento da SDRA.

2.1.4.7 Agonistas adrenérgicos 32

Pelo facto da clearance do fluido alveolar se encontrar diminuida em doentes com
SDRA, os ensaios clinicos recentes tém testado a administracdo de agonistas beta como

uma intervencao farmacolégica nesta sindrome.

Os agonistas adrenérgicos 2 tém demonstrado acelerar a clearance do fluido,
através do aumento do transporte de sodio e de cloreto transepitelial. Aléem da sobre-
regulacdo do transporte destes i0es, os agonistas B2 podem reduzir o edema pulmonar
através da reducdo da permeabilidade do endotélio pulmonar e podem ter um efeito anti-
inflamatorio através da diminuicdo da libertagdo de citocinas pro-inflamatorias.”® Por
exemplo, um estudo randomizado que comparou a administragdo intravenosa de

salbutamol com placebo, em 40 doentes, concluiu que a administragdo intravenosa de
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salbutamol foi associada a uma menor quantidade de liquido no pulmdo e a uma menor

press&o pulmonar.”

No entanto, um estudo recente realizado por Gao Smith et al., 2012, em 46 UCI
no Reino Unido, mostrou que a administracdo de salbutamol intravenoso é prejudicial
para os doentes com SDRA inicial e grave. Na verdade, doentes tratados com salbutamol
na dose de 15mg/kg de peso corporal apresentaram uma maior mortalidade em 28 dias e
menos dias livres de ventilagdo mecanica, bem como de faléncia multiorganica, em
comparagdo com o grupo placebo. A razdo destes resultados desfavoraveis parece estar
relacionada com a maior incidéncia de efeitos secundarios, como taquicardia, arritmias e

acidose lactica.®°

Apesar destes estudos indicarem que os beta agonistas ndo apresentam um efeito
benéfico direto na SDRA, eles podem, no entanto, ser agentes eficazes no tratamento do

broncospasmo em doentes com SDRA.>

2.1.4.8 Aqgentes blogueadores neuromusculares

Os agentes bloqueadores neuromusculares sdo frequentemente utilizados em
doentes com SDRA de forma a facilitar a sincronia doente-ventilador e melhorar a
oxigenacdo quando a sedacéo tradicional ndo € adequada. Estes efeitos parecem limitar a
sobredistensdo regional (volutrauma) e o colapso alveolar ciclico (atelectrauma), bem
como o metabolismo e a exigéncia ventilatoria geral. Para estas condicOes, estes agentes

sdo frequentemente eficazes.?

Em doentes com SDRA grave, a administracdo durante 48 horas de cisatracurio
(um agente blogueador muscular) melhorou a oxigenacgéo, bem como diminuiu a duragao
da ventilagdo mecénica, sem aumentar a fraqueza muscular.8! Além disso, os agentes
bloqueadores neuromusculares tém demonstrado reduzir os niveis de mediadores pro-

inflamatdrios pulmonares e sistémicos.>

No entanto, tendo em conta os efeitos colaterais destes medicamentos, a
compreenséo do perfil de risco/beneficio desses medicamentos no tratamento de doentes
com SDRA é especialmente importante. De uma forma geral, a utilizacdo de agentes
bloqueadores neuromusculares deve ser limitada aos doentes hipoxémicos graves por um

curto periodo de tempo.>
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2.1.4.9 Outros

Para além das terapéuticas supracitadas, um ndmero vasto de potenciais
abordagens no tratamento da SDRA foram consideradas como promissoras. No entanto,
estas abordagens revelaram ser ineficazes ou mesmo, nalguns casos, prejudiciais. Estas

incluem:

e Estatinas &

e Antibidticos macrélidos

e Cetoconazol

e Procisteina e N-acetilcisteina
e Glutamina 8

e Preparag@es antioxidantes 8°

e Lisofilina ®

e Ibuprofeno 8

Na ultima década, muitos mecanismos moleculares foram descobertos,
aumentando em muito o conhecimento e a compreensao da patogénese da SDRA. No
entanto, nenhum destes novos avancgos foi traduzido em terapias eficazes de beneficio

clinico significativo para os doentes com SDRA.>*

Atualmente, ndo ha nenhuma intervencdo farmacoldgica que possa ser
recomendada para a terapia padrdo da SDRA. Porém, comegam agora a surgir algumas
terapias promissoras que podem, eventualmente, ser aplicadas na SDRA, incluindo a

aplicaco das células estaminais.*
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3.Capitulo 3
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3.1 Célula estaminais

A biologia das células estaminais constitui, atualmente, uma das areas de maior
interesse na investigacdo biomédica. Este interesse é suportado pela crescente aplicacao
desta tecnologia na medicina regenerativa. No entanto, tal como acontece com muitas
tecnologias pioneiras, ha ainda muito para ser testado e provado, de forma a que se possa
inferir sobre a viabilidade desta tecnologia no tratamento de certas doencas, incluindo a
SDRA.®

Os avancos no conhecimento acerca das células estaminais mudaram
fundamentalmente a maneira como vemos a biologia e a fisiologia humanas. Nos ultimos
anos, tornou-se claro, ndo s6 que 0 nosso corpo € mais plastico do que se pensava, mas
também que o numero e o tipo de células estaminais que desempenham um papel na
producdo e regeneracdo de tecidos humanos excedem em muito as expectativas

originais.*°

As células estaminais sdo células primitivas que sdo consideradas as progenitoras
de mais de duzentos tipos de células presentes num organismo adulto. Todas as células
estaminais sdo células ndo especializadas (indiferenciadas) que pertencem a mesma
linhagem. Elas mantém a capacidade de se dividir ao longo da vida, dando origem a
células que se podem tornar altamente especializadas, ocupando o lugar das células que
vao morrendo ou que v&o sendo perdidas.®* Ou seja, as células estaminais s&o células ndo
desenvolvidas capazes de se proliferarem, autorrenovarem, diferenciarem, e regenerarem

tecidos.%?

A fim de caracterizar as células estaminais, primeiramente temos que as
identificar. Marcadores para diferentes populacBes de células estaminais foram ja

elucidados, mas existem ainda populacdes mal caracterizadas.*

Existem diferentes tipos de células estaminais, que podem ser melhor descritos no
contexto do desenvolvimento humano normal. A mais primitiva das células é o ovo
fertilizado. Esta célula é considerada totipotente, o que significa que tem o potencial para
desenvolver um embrido completo, isto €, para formar qualquer tipo de célula, incluindo
as células do tecido extraembrionario. Esta propriedade é, no entanto, efémera. A medida
que o ovo fertilizado se divide, as células no embrido permanecem totipotentes até que o

ovo fertilizado atinja o estadio de 4 a 8 células.®®
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Aproximadamente cinco dias apés a fertilizacdo, as células totipotentes ja se
diferenciaram e comeca-se a formar uma esfera oca de células, a que se chama de
blastocisto. O blastocisto apresenta-se como uma camada externa de células, contendo no
centro um aglomerado de células chamado de "massa celular interna”. Algumas das
células da massa celular interna vdo desenvolver o feto, ao passo que as restantes irdo
formar a placenta e outros tecidos necessarios ao desenvolvimento do feto no Utero. As
células que irdo dar origem ao feto sdo consideradas células pluripotentes, uma vez que
podem formar qualquer tipo de célula no corpo. No entanto, por si s elas ndo sdo capazes
de formar um organismo inteiro, uma vez que ndo possuem a capacidade de originar
tecidos extraembrionarios essenciais para o desenvolvimento normal do feto no Gtero,

como por exemplo a placenta (Figura 3.1).%

As células estaminais pluripotentes diferenciam-se em células comumente
designadas de células estaminais multipotentes. Estas células estaminais limitam-se a
determinadas linhagens celulares. Um exemplo de uma célula multipotente é uma célula
hematopoiética, que pode originar diversos tipos de células sanguineas. As células
estaminais multipotentes estdo presentes no individuo adulto, bem como no feto e no

corddo umbilical.®*

Por fim, as células unipotentes apenas se diferenciam numa Unica linhagem de
células, sendo encontradas em diferentes tecidos corporais. A sua fungdo, essencialmente,

é a de atuar como reservatorio de células nos diferentes tecidos onde elas se encontram.®

Na Figura 3.1 que se segue encontram-se representados, em diagrama, a poténcia
e o respetivo potencial de diferenciacdo dos varios tipos de células estaminais.
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= (Feto Humanol

Pluripotente

[Massa celular interna

Q{[Sistema imunitério]

Unipotente

Figura 3.1 — Representacao da potencialidade das células estaminais. Adaptado de Jones
et al., 2006 %

Assim, tendo em conta o seu estado de desenvolvimento, é possivel distinguir, no
geral, dois tipos de células estaminais: as células estaminais embrionarias (CEE) e as
células estaminais adultas.®” Enquanto as CEE s&o consideradas pluripotentes, tendo a
capacidade para se diferenciarem em quase todas as células das trés camadas germinais,
as células estaminais adultas sdo consideradas multipotentes, tendo a capacidade para se
diferenciarem numa gama limitada de linhagens de células, adequadas a sua

localizac3o.9%%
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3.1.1 Células estaminais embrionarias

As CEE sdo células pluripotentes obtidas a partir da massa celular interna do
blastocisto, que se forma varios dias apos o ovulo ser fertilizado (Figura 3.2).%2%° A fim
de se obterem linhas de CEE, a massa celular interna do blastocisto é cultivada sob

condicdes apropriadas.®1%

Blastocisto

[Fertilizagéo] [Embriéo] ']

Y NN
e Q

| Q
Endoderme [Linha germinativa]
Mdsculo, Sangue Pulmao, Espermatozoide,
Osso, Cartilagem Intestino, Figado Ovo

Figura 3.2 — llustracdo da obtengdo de células estaminais embrionarias e da sua respetiva
potencialidade.

A fertilizacdo de um 6vulo com um espermatozoide, leva a formacdo do blastocisto, a
partir do qual a massa celular interna é removida para criar uma linha de células
estaminais embrionarias. Estas sdo células pluripotentes que se irdo diferenciar, sob

condicdes apropriadas de cultivo, nas trés camadas germinativas (ectoderme, mesoderme
ou endoderme) ou na linha germinativa. Adaptado de Yabut et al., 2011 1

As CEE sdo consideradas o tipo de celula estaminal prototipica, representando
uma fonte potencial de células com uma capacidade praticamente ilimitada de
autorrenovacdo e diferenciacdo. Capazes de originar todas as células somaéticas e
germinativas do organismo completamente desenvolvido, estas células sdo as
responsaveis por originar as trés camadas germinativas embrionarias (a ectoderme, a
endoderme e a mesoderme), mesmo apds serem cultivadas durante longos periodos de

tempo. Por outras palavras, as CEE podem dar origem a mais de 220 tipos de células de
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um organismo adulto, quando é administrada a estimula¢&o necessaria e suficiente para
um tipo especifico de célula.8®919299192 Desta forma, as CEE constituem um modelo

valioso para estudar os mecanismos que regulam a diferenciac&o.%

As CEE humanas tém um tempo de duplicacdo da populacéo de cerca de 36 horas,
podendo ser mantidas em cultura como celulas indiferenciadas ou ser induzidas a
diferenciarem-se em diferentes linhagens.®% Estas células sdo rotineiramente cultivadas
em muitos laboratorios, existindo ja muitos protocolos de diferenciacdo para gerar uma

grande variedade de tipos de células a partir destas.%®

As linhagens de CEE humanas também podem, teoricamente, ser derivadas de
uma forma néo fisioldgica através de um processo chamado "transferéncia nuclear”,
também conhecido como clonagem terapéutica. Isto requer a transferéncia do nucleo de
uma célula somética do doador, como por exemplo, uma célula da pele, para o interior do
citoplasma de um ovo ndo nucleado. Existem fatores no citoplasma desta célula hibrida
que irdo permitir a sua diferenciacdo num blastocisto. A linhagem de CEE obtidas por
este método terd o mesmo ADN nuclear que o doador pelo que, células derivadas desta
linhagem, em principio, ndo seréo rejeitadas quando transplantadas para o doador.

Vaérias vantagens tém sido associadas as CEE, em comparacdo com as células
estaminais adultas, tais como: uma melhor integracdo das células com o recetor do tecido
alvo; uma capacidade de divisdo ap0s a implantacdo, minimizando assim o nimero de
células a ser transplantadas; uma facilidade de extracdo e producdo altamente rentavel em

laboratdrio; uma capacidade para gerar uma ou mais células somaticas adultas.%

As CEE sdo mais faceis de multiplicar e manipular in vitro do que as células
estaminais adultas ou sométicas. Muitos estudos tém demonstrado o seu sucesso na
obtencdo de varias células, incluindo cardiomidcitos, hepatocitos, células beta do
pancreas, células vermelhas do sangue, células das vias aéreas e células epiteliais
alveolares. Assim, estas células tém sido descritas como terapia potencial para algumas
doencas incuraveis, tais como a doenca de Parkinson, doencas degenerativas e o0 enfarte

do miocardio. 8

Apesar das perspetivas iniciais, as CEE tém sido recebidas com um misto de
entusiasmo e desconfianca. A sua utilizagdo na investigagdo médica tem atraido a atencéo

de muitos setores da populagdo. QuestBes religiosas, histdricas, culturais, médicas e
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outras, contribuiram para um discurso muito vigoroso e abrangente sobre o uso desta
terapia. Algumas pessoas consideram que a investigacgdo com CEE humanas é imoral,
uma vez que acreditam que a vida comeca com a fecundagdo do dévulo, sendo que a
destruicdo de um embrido com a potencialidade de formar um ser humano viével ¢é

entendido como um infanticidio.%%

Para além das questBes éticas associadas a utilizacdo de embriGes humanos, o
facto destes constituirem uma fonte de CEE muito limitada, faz com que a aplicacdo em
grande escala deste tipo de células para potenciais tratamentos seja impedida. Para além
disso, a rejeicdo imunoldgica e os potenciais riscos de contaminacdo sdo aspetos a ter em
consideracdo. Uma outra desvantagem das CEE é a sua capacidade proliferativa ilimitada,
0 que pode levar a formacdo de tumores ap6s o seu transplante, designados por
teratomas.'% Até agora, o potencial de formagdo de teratomas das CEE tem sido uma
limitacdo para a aplicacdo de terapias baseadas neste tipo de células. Nos ultimos anos,
indmeros artigos tém demonstrado a formacdo de tumores em animais tratados com
celulas diferenciadas derivadas de CEE. No entanto, hd também cada vez mais
publicacBes que apresentam estratégias de purificacdo das células derivadas de CEE, de
forma a eliminar as células com maior predisposicéo para originar teratomas.®’ Para além
disso, o local de transplante e o nimero de células transplantadas tem que ser tido em
consideracdo. Por exemplo, Koch et al., 2006, demonstrou que, para se observar a

formacao de tumores, é necessaria a administracdo de pelo menos 1x10° células.1%

Assim, espera-se que va levar ainda alguns anos até que as CEE possam entrar em
ensaios clinicos em grande escala, uma vez que continua a existir uma série de obstaculos
a ser ultrapassados. Em primeiro lugar, é necessario estabelecer as condi¢des de cultura
das CEE na auséncia de soro ou de outros fatores de origem animal. Isto porque ha um
risco de transmissdo de agentes causadores de doencas dos animais para 0s humanos. Em
segundo lugar, os mecanismos que permitem que as células transplantadas possam ser
eliminadas in vivo sdo um pré-requisito para o tratamento de doencas graves. Isto porque,
se 0 comportamento das células estaminais ndo for o esperado, sera fundamental dispor
de mecanismos que possam neutralizar essas células. Em terceiro lugar, é necessario um
namero consideravel de ensaios clinicos realizados em animais, que avaliem tanto a
toxicidade como a eficacia desta tecnologia, antes que estes mesmos ensaios possam ser

realizados no Homem. Porém, os ensaios clinicos realizados em animais com CEE podem
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ser de valor limitado, devido ao potencial de rejeicdo das células humanas no animal e a
falta de respostas fisioldgicas, que se verificam devido as diferencas entre espécies. Por
fim, as células transplantadas devem ser aceites pelo sistema imunol6gico do doente, para

evitar rejeicdes.%*%

Assim, estes obstaculos devem ser superados antes de se tentar a sua aplicacéo
clinica. Dada a sua grande variabilidade genética e as alteracBes epigenéticas que ocorrem

nas CEE, sd0 assim necessarios mais estudos.®

3.1.2 Células estaminais adultas

As células estaminais adultas séo células indiferenciadas, que existem em tecidos
e 6rgdos de individuos adultos, e que sdo capazes de se diferenciarem em células do tecido
em que se encontram. O termo “célula estaminal adulta” ¢, no entanto, um termo
impréprio, uma vez que estas células estdo também presentes em criangas, e até mesmo
no corddo umbilical e na placenta.'% Estas células sio também conhecidas como células

estaminais somaticas.®!

Assim, elas atuam como um reservatdrio natural para a substituicdo de células

quando se verifica qualquer dano tecidual ou quando as mesmas vao morrendo.®*

A maioria dos estudos que demonstra a diferenciacdo das células estaminais
adultas noutros tecidos, apresenta um aumento da incorporacdo das células, baseando-se
assim nos danos dos tecidos para se iniciar a diferencia¢do. Isto pode indicar que, sem
essa necessidade de substituicdo ou reparacao, ha pouca ou nenhuma ativacédo das células
estaminais adultas. O recrutamento das células estaminais adultas para os tecidos
danificados €, assim, um fendmeno fascinante, mas que permanece relativamente

inexplicavel 1%

As células estaminais adultas tém recebido um intenso escrutinio ao longo dos
ultimos anos, devido as descobertas surpreendentes da sua capacidade de originar varios

tipos de células e tecidos.1%
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Assim, 0s aspetos cruciais das células estaminais adultas sdo: a sua identidade, a
sua origem, a sua capacidade para formar outros tipos de células e tecidos, e 0s
mecanismos subjacentes a essa capacidade, bem como os efeitos sobre os tecidos e

6rgaos.1%

A lista dos tecidos e 6rgaos dos quais ja foram isoladas células estaminais adultas
cresce constantemente, e inclui a medula dssea, o 0sso trabecular, o peridsteo, a
membrana sinovial, o mdsculo, o tecido adiposo, a glandula maméria, o trato
gastrointestinal, o sistema nervoso central, o pulméo, o sangue periférico, a derme, o

foliculo piloso, o limbo da cornea, entre outros.%2106:107

Na maioria dos casos, as células estaminais de tecidos adultos sdo capazes de se
diferenciar em linhagens celulares caracteristicas do local onde estas se encontram. Por
exemplo, as células estaminais do sistema nervoso central sdo capazes de se diferenciar

nos neuronios, nos astrocitos e nos oligodendrécitos.®

A identificacdo do tipo de célula estaminal adulta baseia-se na utilizacdo de
marcadores de superficie das células (antigénios de diferenciacdo celular), que denotam
que a expressao de proteinas especificas esta relacionada com um estado de diferenciacdo
particular dessa célula. A identificacdo também se baseia em indices morfoldgicos e
moleculares da funcdo, como por exemplo a expressao de enzimas especificas. No
entanto, como as células estaminais, por defini¢do, ainda ndo assumiram uma funcéo
diferenciada especifica, a sua identificacdo baseia-se principalmente na utilizacdo de

marcadores de superficie celular.1%

Existem, assim, diferentes tipos de células estaminais adultas, de acordo com o
tecido de onde sdo originarias. As mais estudadas e usadas na pratica clinica incluem as

células estaminais hematopoiéticas, mesenquimais, neurais e epiteliais. %

As células estaminais hematopoiéticas encontram-se, sobretudo, na medula 0ssea,
mas sdo também encontradas na circulagdo sanguinea, no sangue do corddo umbilical e
na placenta. Tipicamente, estas células originam dois tipos de células progenitoras: as
células mieloides (de onde derivam mondcitos, macrofagos, neutréfilos, basofilos,
eosinofilos, eritrécitos, megacariocitos/plaquetas e células dendriticas) e as células

linfoides (de onde derivam linfocitos T e B, e células Natural Killer).1%
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Quanto as células estaminais mesenquimais (CEM), elas encontram-se geralmente
em tecidos conectivos, especialmente na medula 6ssea, no tecido adiposo e no sangue do
corddo umbilical. Originam por diferenciacdo condrocitos, midcitos, adipdcitos e

ostedcitos, e sdo consideradas as células estaminais adultas mais faceis de isolar.1%®

Relativamente as células estaminais neurais, sdo encontradas nas zonas
subventriculares cerebrais e na zona subgranular do hipocampo, originando neurénios,

oligodendracitos e astrocitos.1%®

Por fim, as células estaminais epiteliais s&o as responsaveis por originar todas as
células epiteliais do nosso organismo, desde as que constituem as superficies externas
(como a pele e as mucosas) até as que delimitam o tubo digestivo e as vias respiratorias,

bem como todos os vasos, glandulas e outras cavidades.'%

As células estaminais adultas s@o mais adequadas para fins clinicos, quando
comparadas com as CEE, uma vez que a sua utilizacdo ndo apresenta conflitos éticos, e
encontram-se disponiveis facilmente a partir de uma série de tecidos. Para além disso, as
células estaminais adultas podem ser utilizadas para o tratamento autélogo de doencas
degenerativas, traumaticas e congénitas, uma vez que podem ser purificadas a partir do
corpo do préprio doente, evitando-se assim as complicacGes relacionadas com a rejeicéo
do transplantado.1%*

No entanto, elas sdo menos prevalentes e mais dificeis de isolar que as CEE
humanas (a exce¢do das CEM em que a sua colheita e producdo sdo mais faceis), crescem
lentamente, diferenciando-se mal em cultura, e sdo dificeis de manipular e produzir em
quantidades adequadas para transplante. Para além disso, comportam-se de maneira
diferente dependendo do tecido de origem, apresentam um encurtamento do telémero, e

podem transportar anomalias genéticas hereditarias ou adquiridas pelo doador.%

Contrariamente as CEE, o potencial natural das células estaminais adultas parece
ser limitado, tendo sido inicialmente considerado restrito as células relacionadas com os
respetivos 6rgdos. Este conceito acabou, no entanto, por ser desafiado em artigos acerca
da plasticidade das células estaminais de varias linhagens que vao além destes limites,

um evento denominado de transdiferenciacio.'%

A observacao de que um tipo de célula poderia alterar o seu fenotipo e tornar-se

num outro tipo de célula in vivo foi descrito, em 1922, por Maccarty et al., em tumores
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nos ovarios. Este fenémeno foi denominado “metaplasia” e acreditou-se ser

principalmente uma resposta fisiologica ou patoldgica.'®®

A transdiferenciacdo é um subtipo de metaplasia e, por definigdo, corresponde a
um interruptor irreversivel de uma célula ja diferenciada noutra, resultando na perda de
um fendtipo e no ganho de outro. Esta técnica consiste na utilizacdo de fatores de
transcricdo, fazendo uma célula j& diferenciada transformar-se noutra célula diferenciada,

sem passar pelo seu estado pluripotente. 11

Para além da transdiferenciagéo, existem outras técnicas que sao Uteis na aplicacao
clinica das células estaminais adultas. Tal como referido anteriormente, e fazendo uso da
técnica de transferéncia nuclear, as células somaticas podem ser reprogramadas para um
estado pluripotente, injetando o nicleo de uma célula adulta num évulo sem nucleo. No
entanto, esta técnica € um pouco limitada, uma vez que tende a causar alguns danos

celulares, tornando-a, por conseguinte, ineficiente.%

3.1.3 Células estaminais pluripotentes induzidas

Os estudos acerca da transferéncia nuclear de células somaticas demonstraram
claramente que as células adultas poderiam ser reprogramadas para um estado
pluripotente. Recentemente, o primeiro relatdrio de inducédo de pluripoténcia nas células
adultas por reprogramacao direta, originou uma nova area de investigacdo, a das células
estaminais pluripotentes induzidas (CEPi). Em 2006, Takahashi e Yamanaka
selecionaram 24 genes importantes para a manutencgdo da pluripoténcia e autorrenovagao
nas CEE, tendo descoberto que a transducdo retroviral de apenas quatro desses genes
(Ocet3/4, Sox2, KIf-4 e c-Myc ) era suficiente para reprogramar as células somaticas a
um estado pluripotente (Figura 3.3).11

As CEPi estéo, assim, a revolucionar o campo das células estaminais. Estas células
apresentam um valor potencial para a descoberta de novos medicamentos e

estabelecimento de protocolos de terapia celular, uma vez que apresentam a pluripoténcia
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necessaria para se diferenciarem nas trés camadas da linha germinativa (endoderme,

mesoderme e ectoderme).t*?

Estas células oferecem, ainda, a possibilidade de desenvolver protocolos de
terapia celular especificos para o doente, uma vez que a utilizacdo de células
geneticamente idénticas pode evitar o risco de rejeicdo imunologica. Para além disso,
contrariamente as CEE, as CEPi ndo levantam quaisquer questdes éticas, uma vez que

esta técnica ndo requer a utilizagdo de embrides humanos.%

Na Figura 3.3 abaixo apresentada, encontram-se representadas as varias formas

de obter células estaminais pluripotentes em laboratorio.

[A Células estaminais embriondrias humanas]

Totipoténcia Pluripoténcia Implantacio
; g l T 2 3 ‘I‘ ? ? 'lf 8 9 1[0 ‘II‘I 12 13 ‘II4
Di 55~ a | | | | | | A
D e
Blastocisto Géstrula
Espermatozoide *
~ — (@)
Zigoto Massa

Qdcito Ovo fertilizado in vitro celular interna

[B Transferéncia nuclear]

Nicleo de uma

célula somatica . _—
Isolamento de células estaminais

embrionarias
+ Ativagdo

Odcito ndo

nucleado

[C Células estaminais pluripotentes induzidas]

Sobre-expressio
de fatores de
Célula diferenciada ranscrigéo chave

(ex: fibroblasto)

Fase de expansdo

l

» g -. - 5
\u 3 camadas germinativas:
Ectoderme - sistema nervoso, pele, olhos, etc.
Mesoderme = medula dssea, tecido linfatico,

5 . R x N
o 0% o00% l =P miisculos incluindo o coracdo, tecidos

conectivos (ossos, cartilagem), etc.

|
\

Células estaminais pluripotentes induzidas Fase de diferenciagio

Endoderme — pulmdes, trato gastrointestinal e
(estado semelhante ao embrionario)

orgdos (figado, pancreas), timo, etc.

Figura 3.3 - Isolamento, producao e cultura de células estaminais pluripotentes. Adaptado de
Brignier et al., 2010 %
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3.1.4 Questdes legais e regulatorias da terapia celular

A terapia celular, em conjunto com a terapia genética e a engenharia de tecidos,
constitui um dos produtos da terapia avancada. Assim, é necessario um engquadramento
legal para garantir a acessibilidade do doente, e uma assisténcia governamental para a sua

regulacéo e controlo.®

Aspetos a serem regulados incluem, principalmente, o controlo do
desenvolvimento, fabrico e qualidade, através de testes de estabilidade; aspetos néo
clinicos, tais como a necessidade de estudos de biodistribuicéo, viabilidade e proliferacdo
celular, niveis e taxas de diferenciacdo e duracdo da sua funcéo in vivo; e aspetos clinicos,
tais como as caracteristicas de dose e de risco, e as questdes de farmacovigilancia e de
rastreabilidade especificas.®®

Por fim, no caso das CEE, h& sempre a considerar as questdes éticas subjacentes,
que variam de pais para pais, colocando muitas vezes entraves a sua utilizacdo na

investigacao clinica.

Assim, de acordo com as suas diferentes posi¢des no que diz respeito a pesquisa
com CEE de origem humana, os paises europeus podem ser classificados em trés grupos:
o0s paises com um modelo politico de restricdo (Islandia, Lituania, Dinamarca, Eslovénia,
Alemanha, Irlanda, Austria, Italia, Noruega e Pol6nia), os paises com um modelo de
politicas liberal (Suécia, Bélgica, Reino Unido e Espanha), e os paises com um modelo
intermédio (Letdnia, Estonia, Finlandia, Franga, Grécia, Hungria, Suica, Holanda,
Bulgéaria, Chipre, Portugal, Turquia, Ucrania, Georgia, Moldavia, Roménia e

Eslovaquia).*®

No caso especifico de Portugal, tendo subscrito a Convencdo dos Direitos do
Homem e da Biomedicina do Conselho da Europa, a criacdo de embrides, destinados a
investigacdo, através da utilizacdo das técnicas proprias da procriacdo medicamente
assistida ou, segundo alguns, também por clonagem, é vedada. Apenas no caso dos
embrides excedentérios crioconservados™, é discutivel se a investigacdo cientifica é

admissivel ou ndo. No entanto, mesmo nestes casos, deve ser sempre assegurado que o

™ Embrides excedentarios - embrides ndo utilizados, que sdo obtidos no decurso de um ciclo de tratamento de Fertilizacdo In Vitro
ou de Microinjecéo Intracitoplasmética de Espermatozoides, ja que o nimero de ovdcitos fecundados e o nimero de embrides
obtidos podem ser diferentes dos previstos.'”’
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bem-estar do ser humano prevalece sempre sobre o interesse da sociedade ou da
114

ciéncia.

Nos Estados Unidos da Ameérica, as restricdes sdo limitadas a pesquisa através de
recursos federais. Nao existem limitacGes para a pesquisa com CEE humanas, desde que
os fundos venham de investidores privados ou estados especificos, tais como o Estado de
Califérnia. A mudanca na politica em relagdo a investigacdo com CEE, através da
administracdo de Barack Obama, conduziu a um aumento da coopera¢do no estudo e
avaliacdo de terapias com células estaminais, surgindo novas e melhores expetativas neste

dominio.®

Em paises como a Australia, China, india, Israel, Japo, Singapura e Coreia do

Sul, a clonagem terapéutica é permitida.*®

Assim, a medida que as novas terapias baseadas nas células estaminais se
desenvolvem rapidamente, é necessario adaptar o enquadramento legal de forma a
acompanhar este processo. Enquanto isso ndo acontece, as normas vigentes devem
fornecer uma estrutura que garanta a seguranca e eficacia das futuras terapias baseadas

em células estaminais.®®

As diversas vantagens e desvantagens dos varios tipos de células estaminais para

a aplicacao clinica, encontram-se resumidas no Quadro 3.1.
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Quadro 3.1 - Vantagens e desvantagens dos varios tipos de células estaminais para a sua
aplicacéo clinica. Adaptado de Leeb et al., 2011 104

Células estaminais

Células estaminais

Células estaminais

embrionérias adultas pluripotentes
induzidas

Acessibilidade das Muito limitada [limitada Limitada
células estaminais
Producéo das Né&o definido Depende do tipo de Né&o definido
células estaminais célula*
Questdes éticas Muitas Nenhumas Poucas
relacionadas
Risco de Doenca Alto Depende do tipo de Nenhum
do Enxerto contra célula**
0 Hospedeiro
Risco de formacao Alto Nenhum Alto
de tumores
Compatibilidade Nenhuma Depende do tipo de Total
imunoldgica célula**
Potencial de Pluripotente Multipotente Pluripotente

diferenciacao

*A producdo de células estaminais adultas depende da sua origem e idade. Assim
sendo, linhagens de células neuronais, hepéaticas ou pancreaticas tém uma capacidade
proliferativa muito limitada, enquanto células estaminais mesenquimais derivadas do
corddo umbilical tém uma capacidade proliferativa muito grande.

**A compatibilidade imunoldgica de células estaminais adultas alogénicas
depende da compatibilidade das células do dador. No caso das células estaminais adultas
autologas, a compatibilidade imunolégica € total.
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4.Capitulo 4
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4.1 Aplicacéo das células estaminais na Sindrome de Dificuldade
Respiratdéria Aguda
O tratamento atual da SDRA consiste essencialmente em medidas de suporte, com
estratégias de ventilagdo pulmonar protetora e de conservacéo de fluido.'>0%¢ Grande
parte da melhoria nas taxas de mortalidade hospitalar da SDRA tem sido atribuida a
utilizacdo de uma estratégia de ventilagcdo de baixo volume corrente, limitando a leséo
pulmonar secundéria, uma estratégia padrdo nos cuidados intensivos ha mais de uma

década.®!

Acredita-se que uma terapia eficaz para o tratamento da SDRA deve promover
tanto a atenuacdo da resposta inflamatoria como a reparacdo adequada do tecido
pulmonar. Neste contexto e, apesar de este ser um campo controverso, a terapia celular
surge como uma possivel abordagem na terapéutica da sindrome ou, pelo menos, no alivio

dos seus sintomas.*

No geral, sdo consideradas, pelo menos, trés tipos de estratégias terapéuticas que
envolvem a utilizacdo de células estaminais. A primeira consiste na estimulacdo de
células estaminais endogenas, utilizando fatores de crescimento, citoquinas e
mensageiros secundarios, que sdo capazes de induzir a autorreparacdo de tecidos ou
orgaos danificados. A segunda, corresponde a administracao direta de células estaminais
nos tecidos danificados ou ndo funcionais, a fim de que elas se diferenciem nesses locais.
Por fim, a terceira possibilidade esta relacionada com a transplantacdo de células, tecidos
ou Orgdos retirados a partir de culturas de células diferenciadas derivadas de células

estaminais.®

Segundo o ClinicalTrials.gov, existem hoje mais de 4500 terapias baseadas em
células estaminais, em ensaios clinicos humanos, em todo o Mundo. Até agora, a maioria
das terapias sdo realizadas com células estaminais a partir da medula 6ssea dos proprios
doentes, ou a partir de bancos de sangue de corddo umbilical.1*® Existe também a intengdo
de algumas empresas em comecar brevemente ensaios clinicos utilizando CEE em

humanos.®’

No entanto, as células estaminais sdo atualmente utilizadas de uma forma limitada
na pratica clinica. O transplante de medula 6ssea é o exemplo mais conhecido, sendo que

todos o0s anos sdo realizados mais de 25.000 transplantes de células estaminais
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hematopoéticas para o tratamento de linfomas, leucemias, doengas imunes, defeitos
metabolicos congenitos, hemoglobinopatias e sindromes mielodisplasicos e
mieloproliferativos. Ha, porém, uma esperanca consideravel no sentido de que as células
estaminais possam ser utilizadas no tratamento de um grande numero de doengas, como

a doenca de Alzheimer, Parkinson, anemia e diabetes do tipo 1.94%°

Para efeitos praticos, as CEE humanas sdo utilizadas em 13% dos procedimentos
de terapia celular, as células estaminais fetais sdo usadas em 2 %, as células estaminais

do corddo umbilical em 10 %, e as células estaminais adultas em 75 % dos tratamentos.%

Nos ultimos anos, varios estudos tém avaliado o efeito das células estaminais na
SDRA. Estes modelos mostram a presenca de células estaminais do doador nos pulmdes,
incluindo as células epiteliais dos tipos | e Il, as células endoteliais, os fibroblastos e o0s
mondcitos intersticiais.!*® As células estaminais sdo recrutadas para o pulmao devido ao
processo inflamatdrio desencadeado pela lesdo pulmonar. Neste contexto, Yamada et al.,
2004, mostraram que o estimulo inflamatério promove o recrutamento de células
progenitoras da medula 6ssea para a circulacdo sistémica, com uma maior diferenciacédo

nas células epiteliais e endoteliais.t!’

As células estaminais podem atuar diretamente através da diferenciagdo em um
ou mais tipos de células lesadas e através do seu enxerto no 6rgdo lesado, ou por
mecanismos de acdo indiretos, que incluem a modulacdo da lesdo e o processo de
reparacao, através de mecanismos paracrinos” e de mecanismos dependentes do contato

célula-célula.l1®

Assim, as células estaminais oferecem uma promessa consideravel como uma

nova estratégia terapéutica para a SDRA por uma série de razoes.

Em primeiro lugar, as células estaminais, em particular as células pluripotentes,
tais como as CEE ou as CEPI, tém a capacidade de se diferenciar em células do pulméo

e substituir diretamente as células e os tecidos danificados.'®

Em segundo lugar, a SDRA é caracterizada por uma intensa, mas transitoria
resposta inflamatdria. Sabe-se que estratégias terapéuticas para simplesmente inibir esta

resposta fracassaram, no entanto, as propriedades imunomoduladoras das células

" Agentes paracrinos - agentes produzidos por uma célula com o intuito de agir sobre as células vizinhas.''®
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estaminais adultas, como as CEM, podem ser mais efetivas neste aspeto. Deste modo, as
células estaminais podem ser capazes de "reprogramar” a resposta imunitaria do doente,
reduzindo os elementos inflamatorios destrutivos, e preservando a resposta do hospedeiro

a patogénios.1!®

Em terceiro lugar, as células estaminais podem ser capazes de melhorar a
reparacdo e a resolucdo da lesdo pulmonar. A resolugdo da SDRA é impedida pela
destruicdo da integridade da barreira epitelial, 0 que inibe a clearance do fluido alveolar
e esgota os niveis de surfactante.* No entanto, as células estaminais podem restaurar as
funcBes epitelial e endotelial, quer por se diferenciarem nestes tipos de células, quer

através da secrecéo de fatores paracrinos que melhoram a recuperacéo destes tecidos.!8

Em quarto lugar, a SDRA é frequentemente um componente de um processo
complexo e generalizado que resulta em disfuncdo e faléncia multiorgéanica. Neste
contexto, as CEM tém demonstrado diminuir lesbes e/ou restaurar a funcdo do rim, do

figado e do coragdo.!®

Em quinto lugar, as células estaminais podem atenuar diretamente a sepsis
bacteriana, a mais comum e grave causa da SDRA 7* através de uma série de
mecanismos, incluindo o aumento da fagocitose, 0 aumento da clearance bacteriana *°,

e a secrecdo de péptidos antibacterianos 20,

Por fim, existe o potencial de melhorar o efeito das CEM através da sua
modificacdo, de forma a secretarem moléculas modificadoras da doenca. Como as células
estaminais sdo direcionadas para os locais de inflamacdo quando administradas por via
intravenosa apés a lesdo tecidual, elas podem, portanto, constituir vetores atrativos para

terapias génicas.?

Em conjunto, estas descobertas oferecem uma esperancga consideravel para a
terapia da SDRA baseada nas células estaminais. A maioria dos estudos pre-clinicos até
a data tem-se centrado nas CEM. No entanto, 0s potenciais mecanismos de agdo, 0s
efeitos terapéuticos e o potencial translacional difere significativamente de populacéo
para populacédo de células estaminais. Os efeitos das células estaminais parecem, assim,

variar de acordo com o tipo de célula estaminal .18
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4.1.1 Células estaminais embrionarias

As CEE s&o células pluripotentes derivadas da massa celular interna do blastocisto
e constituem uma fonte potencialmente ilimitada de células que se poderia diferenciar em
células progenitoras do pulméo. A geracdo e a implantacdo de uma célula progenitora
pulmonar teria uma vantagem terapéutica evidente, uma vez que poderia dar origem a

todos os tipos de células dentro do pulmé&o apos o seu transplante.9%%

Os avancos na cultura das CEE e nos métodos de diferenciacdo ao longo dos
ultimos anos levaram a um interesse renovado nestas células como um potencial agente
terapéutico para a SDRA. Os esforcos tém-se concentrado, em grande parte, na derivacao
de células epiteliais alveolares do tipo Il a partir destas células.!?> No entanto, a
dificuldade centra-se no facto do pulmao ser originado a partir da endoderme, a terceira

camada germinativa, através de um processo de especificacdo celular complexo.

Para além disso, a pureza das populacbes de células para a realizacdo de
transplantes é essencial, sendo que a presenca de células pluripotentes na cultura de
diferenciacéo engloba um risco significativo de formacéo de teratomas apos transplante,

caracteristica das CEE.1%*

Recentemente, uma populacdo pura de células que se assemelham as células do
epitélio alveolar do tipo Il, foi isolada a partir de CEE humanas, manipuladas de forma a
expressar uma cassete de resisténcia antibiotica. Sob condicdes de cultura relativamente
simples com soro e antibiotico puromicina, as CEE diferenciaram-se, e as células
resistentes a antibidticos puderam ser selecionadas a partir de uma populacéo altamente
pura (> 99%) de células expressando uma variedade de marcadores epiteliais alveolares
do tipo 1112 As técnicas anteriores, incluindo a co-cultura com mesénquima pulmonar,

foram inadequadas para a utilizac3o clinica.?*

Os estudos in vivo utilizando CEE como potencial terapia de reposi¢do para as
células epiteliais alveolares lesadas na SDRA permanecem limitados. O significado
funcional destas células na diferenciacéo e no enxerto no pulmao lesado néo se encontra
comprovado. Roszell et al., 2009, desenvolveram células alveolares do tipo Il a partir de
CEE de ratos, e administraram-nas intratraquealmente em ratinhos pré-termo. Durante o
periodo de estudo de 24 horas as células mantiveram a diferenciacdo e a expresséo de

uma das proteinas do surfactante. No entanto, ndo foi determinado se as células tinham
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enxertado no parénquima pulmonar ou se esta técnica resultou em qualquer beneficio
funcional.?2 Wang et al., 2010, investigaram o efeito das células alveolares do tipo I
derivadas das CEE em ratos lesados por bleomicina. No dia nove apds administracdo
intratraqueal, estas células tinham enxertado no pulmao, e uma pequena quantidade tinha-
se diferenciado em células epiteliais alveolares do tipo I. Além disso, a gravidade da
SDRA foi reduzida e a sobrevida dos animais aumentou.'?> Mais recentemente, Toya et
al., 2011, estudaram os efeitos das células progenitoras do blastocisto derivadas de CEE
humanas, cultivadas em condic¢des que favoreceram o desenvolvimento da mesoderme,
num modelo de rato com puncdo e ligacdo cecal®. Estas células melhoraram a lesdo
pulmonar induzida pela sepsis, quando administradas por via intravenosa uma hora apds
a lesdo, através da modulacdo da resposta imunitaria. Este efeito protetor pareceu advir
da interacdo destas células com as células imunitarias do hospedeiro no pulmao,

reduzindo a sua producao de citocinas pré-inflamatorias.!?

Porém, apesar da promessa das CEE no tratamento da SDRA, a investigagao neste
dominio tem sido impedida por preocupacdes éticas, financeiras e técnicas. Preocupacdes
adicionais incluem a sua potencial transformacdo maligna (isto é, a formacdo de
teratomas) e a rejeicdo imunitaria destas células.?®%% Deste modo, ndo existem

atualmente ensaios clinicos sobre a utilizacdo de CEE no tratamento da SDRA.

4.1.2 Células estaminais adultas

4.1.2.1 Células estaminais progenitoras endoteliais

O interesse nas células estaminais progenitoras endoteliais (CEPE) deriva do facto
do dano endotelial ser uma caracteristica chave na fisiopatologia da SDRA, contribuindo
para a formacgdo das membranas de hialina e para o desenvolvimento do edema alveolar

rico em proteinas.>

° Pungdo e ligagdo cecal - técnica utilizada para simular uma sepsis. Nesta técnica, a sepsis é originada a partir de um foco
infecioso polimicrobiano no interior da cavidade abdominal, seguido da translocag&o bacteriana para a corrente sanguinea,
originando uma resposta inflamatdria sistémica.'’®
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As CEPE parecem exercer efeitos terapéuticos através da diferenciacdo direta e
através do enxerto na vasculatura, e da secrecdo de fatores que mobilizam as células
endoteliais adjacentes e as células progenitoras do tecido de forma a participar na
angiogénese e na reconstrucdo do tecido. O secretoma das CEPE foi recentemente
analisada, tendo-se verificado que contém pelo menos 35 proteinas conhecidas referentes

a biologia celular endotelial e & angiogénese.'?’

Embora ndo exista um conjunto de marcadores celulares definidos para identificar
as CEPE, duas subpopulacbes diferentes de CEPE, com diferentes capacidades,
marcadores celulares e papéis na reparacdo endotelial, foram identificadas. As CEPE
"precoces” tém marcadores de superficie hematopoiéticos (por exemplo, CD-34) e
secretam fatores pro-angiogénicos, mas exibem uma capacidade de diferenciacdo
limitada. Pelo contrario, as CEPE "tardias", assim chamadas porque aparecem depois de
mais de duas semanas em cultura, ndo tém marcadores de superficie hematopoiéticos e
ndo secretam fatores pré-angiogénicos. No entanto, elas sdo capazes de formar tubos
endoteliais in vitro, tendo um papel mais importante na reposicao celular do endotélio

danificado.!1®

As CEPE parecem regenerar o endotélio alveolar na SDRA. Lam et al., 2008,
demonstraram que o transplante autélogo de CEPE "precoces™ melhorou a integridade
alvéolo-capilar, evidenciada pela diminuicdo da hemorragia pulmonar, teor de agua e
formagao de membranas de hialina, num modelo de coelho com SDRA induzida por &cido

oleico.1?

As CEPE também podem exercer efeitos anti-inflamatdrios e regenerativos. Os
animais tratados com CEPE alogeénicas® apresentaram um aumento dos niveis da citocina
anti-inflamatoria 1L-10, bem como uma reducdo em &xido nitrico sintase induzivel e
endotelina-1 (responsaveis pelo dano endotelial). O grupo tratado com CEPE também
apresentou evidéncias de neovascularizacdo, re-endotelizacdo e uma melhoria na
sobrevida. E importante ressalvar ainda que este estudo foi realizado utilizando CEPE

alogénicas, atestando a sua baixa imunogenicidade.?

Estudos em humanos mostraram uma associagdo entre 0 aumento dos niveis

circulantes de CEPE e uma melhoria nos resultados clinicos da SDRA! e da pneumonia

P Células alogénicas - células provenientes de um dador, que é diferente do paciente recetor.'?
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bacteriana 7, sugerindo um papel das CEPE na reparacgdo pulmonar. Para além disso,
dois ensaios clinicos foram realizados, utilizando CEPE aut6logas na hipertensdo
pulmonar, sendo que nenhuma reacao imunoldgica ou outro efeito adverso foi observado
no grupo que recebeu a infusdo de CEPE, mostrando mais uma vez a sua baixa

imunogenicidade.!8

Porém, baixos niveis circulantes de CEPE, mesmo na presenca da doenga,
mostram o qudo dificil é isolar este tipo de células.’*! Para além disso, a maioria dos
estudos utiliza CEPE autdlogas, sendo a experiéncia com o transplante alogénico de

CEPE limitada. Por fim, a seguranca desta abordagem ainda ndo esta confirmada.**®

Estas sdo, assim, limitacdes significativas que reduzem o potencial terapéutico das

CEPE em diversas doencas agudas, incluindo a SDRA.

4.1.2.2 Células estaminais enddgenas pulmonares

Do ponto de vista tedrico, o tipo de célula ideal para regenerar o pulméo lesado
seria a populagdo de células estaminais nativas do pulmdo. Todos os tecidos adultos,
incluindo o pulmdo, tém alguma capacidade de se auto-reparar ou auto-regenerar, através
da replicagio e diferenciacdo das células estaminais residentes dentro destes 6rgdos.® A
capacidade do pulméo para se regenerar ap6s uma lesdo fornece evidéncias claras da

existéncia de uma ou mais populacdes nativas do pulméo de células estaminais.!?

No entanto, esta populacdo de células estaminais adultas derivadas do pulmao
permaneceu mal caracterizada durante anos. Apesar de varias populacBes de células
estaminais endodgenas, anatomicamente e funcionalmente distintas, tenham sido
identificadas, nenhuma destas células cumpriu 0s requisitos para ser considerada uma
verdadeira célula estaminal. No entanto, Kajstura et al., 2011, identificaram recentemente
uma verdadeira populacdo de células estaminais no pulméo humano, localizada no
pulmado distal, nos bronquiolos e, em menor quantidade, nos alvéolos, demonstrando a
capacidade para regenerar todos os componentes de um pulméo lesado de rato.*3® Noutros
estudos, Chapman et al., 2011, identificaram uma nova célula epitelial alveolar

expressando a integrina a6p4 no pulmao de rato que poderia reparar o pulméo apos a
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SDRA ¥, engquanto Hegab et al., 2011, forneceram evidéncias convincentes de que as
células do ducto da glandula submucosa constituem uma populacdo de células

estaminais/progenitoras.'®

Porém, desconhece-se se a capacidade regenerativa demonstrada por estas celulas
estaminais pode ser replicada no pulmédo humano e, se na verdade, o tecido produzido
funcionara como um pulmdo normal. Da mesma forma, a viabilidade das células
estaminais endogenas colhidas a partir de uma pessoa criticamente doente com SDRA
ndo é clara. Tudo isto, em conjunto com o incompleto conhecimento acerca das células
estaminais residentes no pulméo, faz com que existam ainda obstaculos por ultrapassar
antes dos testes clinicos com estas celulas para doencas pulmonares poderem ser
iniciados. E provavel que as primeiras aplicacdes clinicas das células estaminais
pulmonares seja no campo da bioengenharia de tecidos no tratamento de condicdes

cronicas, tais como a atresia traqueald. '8

4.1.2.3 Células estaminais mesenguimais

As CEM sdo uma classe de células estaminais adultas que tem gerado uma
quantidade significativa de interesse como uma potencial terapia de doencgas pulmonares,

sendo a terapia celular mais estudada para este tipo de patologias.!®®

Estas células ndo tém uma caracteristica Unica definida, mas foram definidas em
2006, pela Sociedade Internacional de Terapia Celular, através de trés critérios: devem
ser aderentes ao plastico em condicGes de cultura padrdo; devem expressar certos
marcadores de superficie celular, tais como CD105, CD73, e CD90, mas ndo devem
expressar outros marcadores, incluindo CD45, CD34, CD14, CD11b, CD79, CD19, e
HLA-DR; e devem ter a capacidade de se diferenciarem em linhagens mesenquimais, tais

como adip6citos, condracitos e ostedcitos, sob condigdes in vitro.3

Para além da medula 6ssea, diferentes popula¢des de CEM foram também isoladas

a partir de outros tecidos adultos - cérebro, bago, figado, rim, pulmdo, masculo, timo,

9 Atresia traqueal - auséncia de uma parte ou de toda a traqueia.'*®
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pancreas, gordura - e de tecidos fetais.’*®13® Na verdade, diferentes populagBes
anatomicas de CEM apresentam diferentes imunofenotipos, perfis de citocinas secretadas

e analises de proteoma.'*

Porém, apesar das CEM compreenderem menos de 0,1% de todas as células da
medula dssea, elas podem ser isoladas a partir de aspirados de medula 6ssea inteira pela

sua capacidade de aderir ao plastico e de formar col6nias.t%

Estudos anteriores sugeriam que as CEM derivadas da medula 6ssea, poderiam ter
aplicacOes terapéuticas em vérias desordens clinicas, incluindo o enfarte do miocérdio, a
diabetes, a sepsis, a insuficiéncia hepatica, e a insuficiéncia renal aguda, Para além disso,
tém sido investigadas em varios modelos in vivo de doenca pulmonar, incluindo a
SDRA.1#

Para além da sua derivacdo a partir de varios tecidos adultos, da sua facilidade de
isolamento e do enorme potencial de expansdo em cultura, as CEM apresentam ainda a
vantagem de serem imunopriveligiadas. Isto significa que elas podem ser administradas
alogenicamente, ou seja, as células de um dador podem ser expandidas em cultura e, em
seguida, reintroduzidas num doente, evitando assim problemas relacionados com a
rejeicdo imunitaria.#?

Esta propriedade das CEM de escaparem ao sistema imunitario do hospedeiro
deve-se ao facto de expressarem baixos niveis do complexo principal de
histocompatibilidade I (MHC-I) e ndo expressarem moléculas de MHC-11 ou moléculas
co-estimuladoras das células T, tais como CD80, CD86, ou CD40. As moléculas MHC 11
sdo projetadas para permitir que os linfécitos T reconhecam epitopos de antigénios
exogenos. Assim, as CEM tornam-se atrativas para a terapia baseada em células, tanto
em transplantes aut6logos como alogénicos, uma vez que podem ser administradas a

doentes sem haver correspondéncia com o antigénio leucocitario humano.*3®

O papel das CEM na terapia baseada em células tem evoluido gradualmente ao
longo das ultimas décadas. As investigacGes realizadas com este tipo de células
promoveram mudanc¢as dramaticas nas hipoteses ou paradigmas referentes aos seus
mecanismos de acdo. Inicialmente, as celulas foram exploradas como camadas que
forneciam um nicho para a cultura de células hematopoiéticas (paradigma I).

Posteriormente, as células foram exploradas como células reparadoras que poderiam
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enxertar nos tecidos lesados e diferenciar-se de forma a substituir as células danificadas
(paradigma I1). Mais recentemente, os dados demonstram que as células aparecem apenas
de forma transiente nos tecidos lesados sob a maioria das condi¢fes, comunicando com
as células lesadas de forma a limitar a destruicdo dos tecidos ou melhorar a reparacdo
através de uma variedade de mecanismos (paradigma I11). Estes mecanismos incluem: (a)
aumento da expressdo de genes que modulam as reacGes inflamatorias e imunitarias
excessivas; (b) proporcionar um nicho para aumentar a proliferacéo e diferenciacdo das
células estaminais/progenitoras de tecido enddgeno (como no paradigma I); e (c) a

transferéncia de componentes vesiculares que contém mitocondrias e microRNAs. 143

De uma forma geral, na figura seguinte encontram-se resumidos os principais

mecanismos de a¢do das CEM (Figura 4.1).
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Figura 4.1 -Propriedades terapéuticas das células estaminais mesenquimais na Sindrome
de Dificuldade Respiratdria Aguda. Adaptado de Lee et al., 2011 14
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Seguidamente séo apresentados, detalhadamente, os principais mecanismos de
acao das CEM.

4.1.2.3.1 Enxerto

Estudos anteriores sugeriam que a diferenciacdo e o enxerto desempenhavam um
papel importante na terapia das CEM na SDRA. No entanto, o papel destes processos nos
mecanismos de agdo das células estaminais adultas é controverso. Este tipo de células
estaminais tem uma capacidade de diferenciacdo restrita, estando comprometido a
linhagens especificas. As células estaminais adultas multipotentes, como as CEM,
podem-se diferenciar apenas huma variedade especifica de linhagem (isto €, nos tecidos
mesenquimais), incluindo o 0sso, a cartilagem, o tend&o, a gordura, o estroma da medula

6ssea e 0 musculo.'*

Porém, os primeiros estudos sugeriram que a transdiferenciacéo poderia constituir
um importante mecanismo de acdo das células estaminais adultas. Krause et al., 2001,
verificaram que uma Unica célula estaminal hematopoiética derivada da medula 6ssea
poderia dar origem a células de multiplos 6rgéos diferentes, incluindo o pulmao. Neste
estudo, foi relatado um enxerto de até 20% de células derivadas da medula dssea no
pulmao, incluindo células epiteliais, a partir de um Gnico progenitor hematopoiético.®
Este relatério estimulou investigacGes adicionais sobre a possibilidade das CEM
derivadas da medula dssea poderem ser capazes de regenerar o epitélio e/ou o endotélio

pulmonar, tendo acabado todas por corroborar o primeiro estudo.1#4>-148

No entanto, estudos pré-clinicos mais recentes demonstram que, engquanto as
células estaminais adultas podem reduzir a SDRA, as taxas de enxerto sdo baixas,
lancando duvidas sobre o significado terapéutico desse mecanismo de acdo. Varios
grupos questionaram este mecanismo de acao, observando apenas o enxerto de linhagens
de leucocitos ou taxas de enxerto baixas (<1%) em modelos de lesdo pulmonar.
Diferencas nos modelos animais, métodos de lesdo e métodos de administragdo podem
ser responsaveis pelos diferentes resultados obtidos. Assim, os resultados destes estudos

demonstram que o papel das células no enxerto necessita de uma maior investigagdo.4°

Considerando que foi postulado inicialmente que o maior beneficio das CEM na

reparacao pulmonar seria devido a sua capacidade de reconstituir as areas danificadas,
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através do deslocamento para os locais de lesdo tecidular, enxerto, e diferenciacao, é
agora geralmente aceite que, dados os baixos niveis de enxerto, as CEM provavelmente
contribuem para a protecao e reparacao pulmonares através de mecanismos paracrinos. O
efeito benéfico das CEM parece derivar mais da sua capacidade de se deslocar para o0s
locais de tecido lesado, interagir com as células hospedeiras lesadas, e secretar fatores

soluveis paracrinos.**

Assim, muito do interesse atual nas CEM concentra-se na sua capacidade para
atuar indiretamente, modulando aspetos-chave das respostas imunitarias e de reparacao.
As CEM secretam mdltiplos fatores paracrinos, como fatores de crescimento, fatores que
regulam a permeabilidade endotelial e epitelial, citocinas anti-inflamatdrias, e péptidos
antimicrobianos, que podem modular a resposta imunitaria e facilitar a reparacdo e a
regeneracdo (Figura 4.1). Para além disso, as CEM também parecem comunicar com as
células hospedeiras através da libertacdo de microvesiculas contendo o RNA e

mitocondrias. 18

4.1.2.3.2 Reparagdo pulmonar/Permeabilidade
Sabe-se que a debilitada clearance do fluido alveolar é comum em doentes com
SDRA, devido ao rompimento da barreira celular endotelial microvascular do pulm&o.*

A terapia com CEM pode atenuar o edema pulmonar na SDRA.

Um dos mecanismos potenciais pelos quais as CEM podem prevenir ou tratar o
edema pulmonar na SDRA é através da libertagdo de um ndmero de fatores de
crescimento, tais como o fator de crescimento dos queratindcitos (KGF), o fator de
crescimento dos hepatdcitos (HGF) e a angiopoietina-1 (Ang-1). Estes fatores, através da
ligacdo aos recetores correspondentes nas células locais, permitem que 0s processos de

reparacéo da barreira das células endoteliais se iniciem.>

O KGF, o sétimo membro da familia dos fatores de crescimento dos fibroblastos,
tem sido extensivamente estudado como um elemento-chave no desenvolvimento,
crescimento e reparacdo pulmonares. Apds lesdo pulmonar, o KGF estimula a
proliferacdo das células epiteliais alveolares e facilita a circulagdo do fluido alveolar
epitelial. No pulm&o humano perfundido ex vivo, a instilacdo intrabronquial de CEM

humanas, uma hora apos a lesdo pulmonar induzida pela endotoxina, restaurou a
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clearance do fluido alveolar, em parte, pela secrecdo de KGF, o que aumentou o
transporte vetorial de fluidos através do epitélio alveolar, por aumentar o trafego de

proteinas transportadoras de sodio para a superficie da célula.'®

Outro fator de crescimento especifico epitelial secretado pelas CEM é o HGF.
Anteriormente, o0 HGF mostrou estabilizar a integridade das ceélulas endoteliais
pulmonares, essencialmente através da prevencdo da formacdo de fibras de stress de

actina e das lacunas paracelulares entre as células endoteliais pulmonares lesadas.*>°

A Ang-1 é um conhecido fator da sobrevivéncia endotelial e da estabilizagdo
vascular, que reduz a permeabilidade endotelial e inibe as interacdes entre os leucdcitos
e as celulas endoteliais, através da modificacdo das moléculas de adesdo das células
endoteliais e das juncdes celulares.*! Recentemente, foi descoberto que as CEM humanas
alogénicas segregam uma quantidade significativa de Ang-1. Esta secre¢cdo mostrou ser
essencial para evitar o aumento da permeabilidade epitelial em culturas de células

alveolares epiteliais humanas do tipo 1l lesadas.>?

Assim, varios grupos de investigacdo tém relatado que as CEM podem regular a
permeabilidade endotelial e epitelial, bem como melhorar a sua reparacdo. Gupta et al.,
2007, administraram CEM derivadas da medula 6ssea, por via intratraqueal, num modelo
de rato de lesdo pulmonar induzida por endotoxina. As CEM reduziram a gravidade da
lesdo pulmonar, através da reducdo no excesso de agua nos pulmdes (uma medida de
edema pulmonar) e na concentracdo de proteinas no fluido de lavagem broncoalveolar
(uma medida da permeabilidade endotelial e epitelial alveolar).!® O estudo Lee et al.,
2009, apoiou estes resultados. Numa preparacdo de pulm&o humano ex vivo lesado por
endotoxina, o tratamento com CEM humanas alogénicas reduziu a agua pulmonar
extravascular, melhorou a permeabilidade da barreira endotelial pulmonar e restaurou o

balanco de liquido do pulmé&o.*®!

No entanto, apesar de promissor, o efeito dos fatores de crescimento derivados
das CEM em restaurar ou manter a permeabilidade do pulmé&o apos a lesdo terd de ser

mais estudado.'*!
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4.1.2.3.3 Inflamacéo

Com a finalidade de melhorar o prognéstico de doentes com SDRA, é imperativo
evitar danos pulmonares permanentes, como a fibrose, através de uma intervencéo
precoce na progressao da doenca. Sendo a inflamacao o evento inicial, através da qual a
morbilidade se desenvolve, combater a inflamag&o no inicio é a melhor forma possivel

de prevenir o aparecimento da insuficiéncia pulmonar.®>*

A inflamagdo aguda é uma das defesas importantes contra infe¢des e toxinas
estranhas, no entanto, a inflamacédo descontrolada causada pela sepsis pode comprometer
o0 pulméo, entre outros 6rgaos. As CEM mostraram proteger o hospedeiro contra os danos
inflamatorios extraordinarios, aumentando a resisténcia do hospedeiro a sepsis, e sub-
regulando a expressdo de fatores pré-inflamatoérios, como por exemplo, IL-1pB, IL-8,
interferdo (INF)-c, TNF-o ou outros.''® As CEM podem também regular o
desenvolvimento da inflamacdo pulmonar através da producdo de agentes anti-
inflamatorios, tais como a IL-4 e a IL-10, da reducéo na infiltracdo de neutrofilos para o
pulmdo, e da atenuacdo das citocinas pro-inflamatérias na circulagdo, para manter o

equilibrio entre as respostas inflamatorias e anti-inflamatorias.**®

Muitos estudos tém demonstrado que as CEM libertam citocinas anti-
inflamatdrias que podem atenuar a gravidade da inflamacdo na SDRA. Ortiz et al., 2003,
isolaram CEM de ratinho e administraram-nas por via intravenosa, imediatamente ou 7
dias apds a lesdo pulmonar induzida por bleomicina. Eles descobriram que as CEM
melhoraram a sobrevida, diminuiram a resposta inflamatoria pulmonar e impediram o
desenvolvimento de fibrose pulmonar. O grau dos efeitos anti-inflamatérios foi marcante

em comparagdo com os niveis relativamente baixos de enxerto pulmonar.t4’

As CEM foram eficazes apenas quando administradas ao mesmo tempo que a
bleomicina, e ndo apos 7 dias. Esta observacao sugere que a acdo das CEM neste modelo
foi exercida nas fases iniciais da lesdo, em que existe uma extensa apoptose de
macrofagos. Estes resultados s@o consistentes com a demonstracdo de que a via da IL-1
desempenha um papel fulcral na producdo da inflamacéo estéril’, sendo os seus efeitos
semelhantes aos efeitos do fator de necrose tumoral-o (TNF-a) na inflamagao

infeciosa.’®® Assim, os resultados indicam que uma das vias pela qual as CEM podem

" Inflamagé&o estéril - inflamag&o causada sem a presenca de agentes patogénicos.
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modular as fases iniciais da inflamacéo é através da secrecdo de IL-1RA® que, por

consequéncia, atenua os efeitos de 1L-1 e TNF-a.%%’

Os efeitos terapéuticos das CEM na inflamacgdo pulmonar induzida por E. coli
foram demonstrados atraves da transplantacdo intratraqueal destas células trés horas apos
a instilacdo de bactérias. Tal "tratamento” aumentou a sobrevivéncia, atenuou 0s danos
pulmonares e reduziu a infiltracdo de leucdcitos, bem como a producdo de IL-1a, IL-1p,
IL-6, TNF-a ¢ da proteina inflamatoria de macrofagos (MIP)-2, trés dias apds a inducao
de SDRA em ratos.'®® Um estudo recente demonstrou também que as CEM derivadas do
corddo umbilical humano poderiam melhorar a SDRA num modelo de rato, aumentando
a taxa de sobrevivéncia e reduzindo os niveis circulantes de TNF-a, IL-1p e IL-6, mas
ndo de IL-10."° Curley et al., 2012, demonstraram também que a terapia com CEM
aumentou a reparacao pulmonar apos lesdo pulmonar induzida pelo ventilador mecénico
e atenuou as concentracdes de TNF-o alveolar, a0 mesmo tempo que aumentou as
concentragfes de IL-10. Neste estudo, o efeito benéfico da secrecdo das CEM na
reparacdo de feridas epiteliais pulmonares foi atenuado pela deplecdo de KGF,
demonstrando assim, que a terapia com CEM aumenta reparacdo pulmonar através de um

mecanismo paracrino possivelmente dependente de KGF.6°

Para além disso, os macrofagos e os mondcitos tém um papel central na producao
de mediadores inflamatorios durante a sepsis, sendo assim um alvo celular importante no
efeito protetor das CEM. Vérios relatorios sugeriram que as CEM poderiam reprogramar
0s macréfagos de um fenétipo pré-inflamatério M1 para um fenétipo alternativo ou anti-
inflamatdrio M2. Para além das propriedades anti-inflamatorias, isto leva a um aumento
da atividade fagocitica dos macrofagos. No entanto, 0 mecanismo pelo qual isto acontece

ndo se encontra totalmente esclarecido.'®®

Nas observacdes paralelas com CEM de rato, Maggini et al., 2010, também
descobriram que as CEM derivadas de medula 6ssea de rato alteraram os macréfagos para
um fenoétipo regulador, caracterizado pela diminuicdo da expressdo de citocinas
inflamatdrias, aumento fagocitario de células apoptoticas, e aumento da suscetibilidade a
infecdo pelos patogénios intracelulares, sendo estes efeitos aparentemente mediados pela
secrecdo de PGE2 pelas CEM.%!

s IL-1RA - citocina que concorre competitivamente com a IL-1f para a ligagdo ao recetor da IL-1.15"
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Deste modo, existe, um grande conjunto de evidéncias de que as CEM suprimem
a inflamacé@o e melhoram a reparacéo de tecidos, através da modulacdo do fenétipo dos

macrofagos.

O papel das CEM contra a inflamacdo excessiva explica muitos dos efeitos
benéficos observados apds a administracao destas células em modelos animais num vasto
namero de doencas, incluindo modelos de lesdo pulmonar. Deste modo, utilizar as CEM
na SDRA pode ser uma estratégia inteligente como uma solugdo temporéria para regular

a resposta inflamatoria e a lesdo tecidular durante a fase aguda da sindrome.*>

4.1.2.3.4 Imunomodulacao

Para além dos efeitos anti-inflamatdrios bem documentados das CEM, a literatura
recente descreve também um papel imunoestimulante destas células. Varios
investigadores relataram que as CEM podem regular a expressdo de MHC |1, quando
expostas a niveis reduzidos de inflamac&o, funcionando como células apresentadoras de

antigénios que estimulam o sistema imunitario adaptativo.*!

Para além disso, as CEM podem suprimir ou modular a resposta imune inata e
adaptativa, provavelmente, através da inibicdo da ativacdo e proliferacdo de linfécitos T,
bem como da modificacdo das funcGes de uma ampla variedade de células imunitéarias,

incluindo as células Natural Killer, as células B e as células dendriticas.'*°

Desta forma, as CEM podem alterar a resposta inflamatdria, através de
mecanismos dependentes e independentes do contacto célula-célula, pela libertacdo de
fatores solUveis. A lista de mediadores libertados ou induzidos pelas CEM incluem o fator
de transformacdo do crescimento beta (TGF-B), o fator de necrose tumoral-a induzido
pela proteina 6 (TSG-6), a prostaglandina E2 (PGE?2), a indoleamina 2,3- dioxigenase, a
IL-10, a IL-1RA, entre outros.*

Estes mecanismos foram exemplificados num modelo de sepsis apds puncéao e
ligagéo cecal (CLP) em ratinhos, por Nemeth et al., 2009, onde se descobriu que as CEM
derivadas da medula dssea de ratinho, segregaram PGE2, que reprogramou os macrofagos

alveolares de forma a secretar 1L-10.162
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Evidéncias recentes também demonstraram que as CEM podem secretar IL-6 e
induzir a producdo de anticorpos IgG! pelos linfocitos B num ambiente in vitro. Além
disso, as CEM podem impedir a apoptose e a desgranulacdo dos neutrofilos em cultura,

sem inibir as suas capacidades fagociticas ou quimiotaticas.4

Assim, as CEM demonstram ter efeitos complexos sobre o sistema imunolégico.
No futuro, sera necessario estudar a complexa, e muitas vezes oposta, relacdo entre a
imunogenicidade potencial das CEM e a sua capacidade para suprimir a imunidade inata
e adaptativa, de forma a compreender o significado de imunomodula¢do promovida por

estas células durante o tratamento da lesdo pulmonar.4!

4.1.2.3.5 Antimicrobiano

A pneumonia bacteriana e a sepsis de causa ndo pulmonar sao duas das etiologias
mais comuns da SDRA.3! Dada a preponderdncia da literatura que descreve o efeito
imunossupressor das CEM, seria uma preocupacéo de que este efeito poderia diminuir a
defesa do hospedeiro contra as infecdes. No entanto, estudos in vivo recentes forneceram
provas dos efeitos benéficos das CEM no tratamento da sepsis induzida por bactérias,

através da libertacdo de fatores soluveis.

Mei et al., 2010, avaliaram o efeito terapéutico das CEM num modelo de rato com
sepsis polimicrobiana, induzida através de puncdo e ligacdo cecal (CLP). Ap6s inducédo
da sepsis, foram injetadas intravenosamente uma solucdo salina ou CEM, sendo o plasma,
o fluido broncoalveolar e tecidos coletados para analise. A carga bacteriana foi avaliada
através da determinacdo do nimero de unidades formadoras de colénias (UFC) nos bacos
de ratinho. Os resultados mostraram que as contagens de UFC foram altas nos bagos de
ratos que tinham sido submetidos a CLP, tendo o tratamento com CEM reduzido
significativamente este nimero, sugerindo que estas células modulam, diretamente ou
indiretamente, a capacidade dos fagocitos do hospedeiro para eliminar a infecédo
bacteriana ou participar na clearance de bactérias. O tratamento com CEM aumentou
ainda a taxa de sobrevivéncia de ratos lesados com CLP na auséncia e na presenca de

terapia antibiotica.*?

Y1gG - principal isotipo de anticorpos encontrado no sangue e no fluido extracelular, que se liga a patogénios, controlando e
protegendo o organismo contra infegdes.**!
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Recentemente, também tem sido relatado que, em modelos de rato com
pneumonia induzida por E. coli, a administracdo intratraqueal de CEM humanas
derivadas da medula 6ssea e do corddao umbilical promove a eliminacdo bacteriana e

atenua a SDRA, respetivamente.

Krasnodembskaya et al., 2010, estudaram o efeito das CEM humanas derivadas
da medula 6ssea no crescimento de bactérias Gram-negativas (E. coli e Pseudomonas
aeruginosa) e Gram-positivas (Staphylococcus aureus). O tratamento com CEM
demonstrou uma inibicdo marcada do crescimento bacteriano em comparagdo com 0 meio
de controlo ou com os fibroblastos de pulm&o humano normal. A analise da expressao de
grandes péptidos antimicrobianos indicou que um dos fatores responsaveis pela atividade
antimicrobiana do meio de crescimento das CEM contra as bactérias Gram-negativas foi
0 péptido antimicrobiano humano catelicidina LL-37.12° O péptido LL-37 é expresso
pelos leucdcitos polimorfonucleares, queratindcitos e células epiteliais, e pode funcionar
como um sinal quimiotatico para os neutréfilos, mondcitos, mastdcitos e células T. Além
disso, este péptido liga-se e neutraliza a endotoxina, estimula a desgranulacdo dos
mastocitos e participa na cicatrizacéo de feridas através da promocdao da vascularizacéao e

reepitelizacdo da pele.®

Além do LL-37, a IDO tem também sido associada a atividade antimicrobiana das
CEM humanas. Esta atividade antimicrobiana das CEM humanas, mediada pela IDO, néo

esta limitada as bactérias, mas também é eficaz contra protozoarios e virus.%

Para além disso, mais recentemente, Gupta et al., 2013, descobriram que o
tratamento com CEM aumentou a clearance bacteriana a partir do espago alveolar, num
modelo de rato com pneumonia induzida por E. coli. Esta reducdo da carga bacteriana
persistiu por 24 horas e deveu-se, em parte, a sobre-regulacdo da proteina antibacteriana
lipocalina 2 (LCN2).164

Em conjunto, estes resultados sugerem que as CEM exercem efeitos diretos sobre
as bactérias e modulam positivamente a capacidade fagocitaria do hospedeiro. Assim, é
evidente que estas células estdo, direta e indiretamente, envolvidas na atividade
antimicrobiana, e que esta capacidade se pode ser benéfica no tratamento de complicagdes
microbianas no pulméo, potencialmente através da utilizacdo de celulas estaminais

alogénicas ou autologas.
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4.1.2.3.6 Microvesiculas e Mitocondrias
Para além dos fatores solUveis libertados pelas CEM, evidéncias crescentes
sugerem um papel critico de microvesiculas nas terapias baseadas em células na SDRA e

noutros modelos de doencas.

As microvesiculas, pequenos fragmentos de membrana circular, sdo eliminadas a
partir da superficie da célula ou libertadas a partir do compartimento da membrana da
célula endossomal, e desempenham um papel importante na comunicacgdo célula-célula.
Este intrigante sistema de comunicacdo mediado por microvesiculas surgiu muito cedo
durante a evolugdo, e serviu como modelo para o desenvolvimento de mecanismos de
interacdo intercelulares envolvendo mediadores bioativos solUveis e interacdes recetor-
ligante aperfeicoadas. As microvesiculas podem, assim, ser responsaveis por transferir
genes especificos ou pequenos organelos das CEM para os alvos lesados, de forma a

exercer os seus efeitos protetores.

Mais recentemente, estas microvesiculas mostraram mediar a transferéncia de
mitocondrias, derivadas de células estromais provenientes da medula 6ssea, para o
epitélio alveolar num modelo de SDRA induzida por endotoxina. As células do estroma
formaram canais de juncéo de hiato com o epitélio alveolar, libertando microvesiculas
contendo mitocdndrias, que o epitélio englobou. Estes canais de juncdo de hiato e as
mitocondrias transferidas desempenharam um papel fundamental na mediacéo dos efeitos

terapéuticos das células do estroma.6®

Assim, as microvesiculas agem como mediadores importantes da comunicagdo
intercelular e exercem efeitos bioldgicos importantes sobre as células-alvo. Estudos
futuros podem tentar a aplicacdo de microvesiculas derivadas das CEM como uma

possivel abordagem terapéutica na SDRA.

4.1.2.4 Ceélulas modificadas geneticamente

Os primeiros estudos na biologia das células estaminais de adultos sugeriram que
estas células poderiam ser geneticamente modificadas de forma a melhorar a sua
deslocacdo para os tecidos lesados, particularmente para os locais de infe¢do. No entanto,

tal como ja foi referido, tem havido muita dificuldade em conseguir taxas de enxerto
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substanciais o suficiente para alcancar o beneficio terapéutico. Por esta razdo, a utilizacao
de genes modificados em células estaminais tem sido substituida pela utilizacdo das
células como veiculos para a entrega de agentes terapéuticos. Tendo em conta as diversas
proteinas e vias envolvidas nos mecanismos de protecdo pulmonares j& identificados,
diversas estratégias de modificacdo genética tém sido desenvolvidas com o objetivo de
melhorar a capacidade das CEM no combate a lesdo pulmonar. Vérias dessas estratégias

tém como alvo os processos inflamatdrios.*>*

Numa nova abordagem para a administracdo de KGF no pulmao, Aguilar et al.,
2009, transduziram CEM derivadas da medula 6ssea e células estaminais hematopoiéticas
de forma a expressarem KGF. Neste estudo, foi demonstrado que ambas as células
protegeram contra a fibrose induzida por bleomicina, no entanto, as células estaminais
hematopoiéticas atenuaram, em particular, danos histoldgicos tipicamente associados a
este modelo de fibrose. Deste modo, este estudo apoia a utilizacdo de células estaminais
como vetores de agentes terapéuticos, mas também destaca a importancia da

especificidade da célula.®’

Mei et al., 2007, administraram CEM com ou sem a transfecdo do plasmideo
contendo o gene humano da Ang-1 em murganhos, 30 minutos apds a instilacdo
intratraqueal de endotoxina. A administracdo de CEM reduziu significativamente a
inflamacdo pulmonar induzida, sendo que as as células transfetadas com o gene da Ang-
1 inverteram quase completamente o aumento de permeabilidade pulmonar induzida pela
endotoxina. Isto foi demonstrado através da andlise histoldgica, que confirmou uma
diminuicdo acentuada no infiltrado inflamatdrio, no espessamento do septo interalveolar

e no edema intersticial 168

Xu et al., 2008, foram os primeiros a usar CEM como veiculos para a entrega de
Ang-1 num modelo de rato com SDRA. Nas suas experiéncias, quer as CEM quer a Ang-
1 sozinhas mostraram uma reducéo substancial na infiltracdo pulmonar de neutréfilos ou
na expressdéo do TNF-a. No entanto, as CEM expressando Ang-1 reduziram estes
parametros de forma mais marcada, o que significa que existe um efeito sinérgico das

CEM e da Ang-1 no contexto da prevencdo da inflamagdo induzida pela SDRA.1%
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Mais recentemente, Saito et al., 2011, produziram CEM geneticamente
modificadas para ndo expressar CCL2". Estas células foram depois administradas por via
intravenosa a ratos com fibrose pulmonar induzida por bleomicina. Os resultados
demonstraram que as CEM geneticamente modificadas reduziram substancialmente o

infiltrado celular no pulméao, reduziram as IL-6 e IL-1B, e melhoraram a sobrevida.'"

Em conjunto, estas técnicas fornecem excelentes evidéncias de que as células
estaminais geneticamente modificadas, em particular as CEM, podem vir a constituir
alternativas terapéuticas na SDRA. Outras investigacOes sdo, no entanto, necessarias para
testar a eficacia e a seguranca de abordagens individuais, bem como o0s possiveis efeitos

sinérgicos de métodos combinados.

As CEM tém gerado um grande entusiasmo ao longo da Gltima década como uma
nova estratégia terapéutica para uma variedade de doencas pulmonares, incluindo a
SDRA. A comunidade cientifica esta entusiasmada com o potencial terapéutico das CEM
devido aos seus efeitos anti-inflamatorio, antifibrotico, antiapoptético, antibacteriano e

pro-reparador.t3®

De entre todos os tipos de células estaminais, as CEM foram sugeridas como as
melhores candidatas para o transplante alogénico, devido as suas propriedades
imunomoduladoras e a sua capacidade de secretar fatores troficos. A este respeito, as
CEM deslocam-se especificamente para o tecido lesado e exercem as suas atividades,
promovendo um ambiente seguro para a recuperacdo das células hospedeiras, e reparando

e regenerando o tecido lesado.**

Assim, as CEM administradas exogenamente modulam a funcdo das células
hospedeiras no local da lesdo e o microambiente reparativo, quer por mecanismos
paracrinos quer por mecanismos dependentes do contato célula-célula, envolvendo a
secrecdo de mediadores especificos e a transferéncia de materiais celulares, tais como
proteinas, acidos nucleicos, e organelos celulares (incluindo as mitocdndrias) para as

células hospedeiras lesadas através de microvesiculas. Com base nisto, estudos pré-

Y CCL2 - citocina pré-inflamatdria que recruta mondcitos, células T, células dendriticas e fibrécitos para areas de inflamagéo,
estando associada ao desenvolvimento de fibrose pulmonar.***
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clinicos apresentaram resultados promissores utilizando CEM para doengas pulmonares,
incluindo a SDRA.1%

Para além disso, a migracdo predominante de CEM para o tecido lesado pode ser
utilizada para conceber estratégias terapéuticas, como por exemplo, para aplicar estas
células como vetores para a entrega de veiculos farmacoldgicos para o pulméo lesado ou
para melhorar a terapia baseada em células, através da modulacdo da migracdo das
CEM.10

Atualmente, consideram-se como propriedades mais relevantes das CEM a
capacidade de se deslocarem para os locais da inflamacao apos a lesdo tecidular quando
injetadas por via intravenosa, a capacidade de se diferenciarem em diferentes tipos de
células, a capacidade de secretar varias moléculas bioativas, capazes de estimular a
recuperacdo das células lesadas e inibir a inflamac&o, e a auséncia de imunogenicidade,

bem como a capacidade de realizar funges imunomoduladoras.t’

Com base nestes resultados pré-clinicos promissores, varios ensaios clinicos em

fase inicial comecaram a investigar o potencial terapéutico destas células na SDRA.

Os estudos clinicos, publicados até a data, tém relatado que a administracdo de
CEM é segura, e apresenta poucos efeitos adversos. Atualmente, trés estudos estdo em

curso com a finalidade de avaliar a seguranca destas células em doentes com SDRA.

Um estudo na China, avaliou a seguranca da administragéo intravenosa de CEM
alogénicas derivadas de tecido adiposo, na dosagem de 1x10° células/kg de peso corporal,
em 20 individuos, tendo confirmado que esta técnica é segura (NCT01902082).11

Subsequentemente, na Universidade da Califérnia, um ensaio clinico de fase |
avaliou a seguranca da administracdo intravenosa de CEM derivadas da medula dssea,
em 69 individuos, onde foram administradas doses crescentes em cada uma das trés
coortes em estudo: 1x10° células/kg de peso corporal, 5x10° células/kg de peso corporal
e 10x10° células/kg de peso corporal.( NCT01775774) Este estudo prosseguiu para a fase
I1, onde esta a ser avaliada a eficécia, para além da seguranga, da administragdo do mesmo
tipo de células na dose de 10x10° células/kg de peso corporal. Estima-se que este estudo
esteja completo em Junho de 2016 ( NCT02097641).1%°
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Por fim, um estudo esté a avaliar a segurancga e eficicia da administracdo autéloga
de CEM, em 10 doentes com SDRA. Estima-se que o estudo esteja terminado em
Dezembro de 2016 ( NCT02112500).11

No entanto, devido ao numero relativamente pequeno de doentes que receberam
esta terapia até a data, investigacdes adicionais devem ser realizadas para caracterizar de
forma mais eficiente o seu perfil de seguranca. A determinacdo da eficécia terapéutica
das CEM na SDRA exigiré ensaios clinicos de fase 111 em grande escala, internacionais

e multicéntricos.%

Para além disso, estudos clinicos recentes utilizaram CEM fabricadas por
diferentes empresas e por repositorios de células ndo-comerciais; assim, regulamentos e
normas para a producdo das CEM clinicas precisam ser definidas, incluindo
especificacbes quanto aos métodos e critérios de cultura, armazenamento, transporte e

administragio das CEM. '3

Por fim, de forma a garantir o controlo de qualidade das CEM utilizadas, testes
bacterioldgicos, testes de viabilidade e fenotipicos, testes de oncogenicidade e ensaios
com endotoxinas devem ser realizados. Também o momento certo e a duracdo da
administracdo, a dose e a fonte das CEM, a melhor via de administra¢do, bem como a
posologia devem ser avaliados. Responder a estas questdes emergentes permitird uma

traducéo clinica mais rapida, confiavel e eficaz da terapia com CEM na SDRA.*3®

4.1.3 Células estaminais pluripotentes induzidas

As iPSCs sdo células somaticas adultas, como por exemplo fibroblastos dérmicos,
submetidas a diferenciacdo na sequéncia de reprogramacao por transducdo, de forma a
expressar quatro fatores de transcrigdo.!** A natureza autdloga das células elimina o
problema da rejei¢do imunitaria associada as ESCs, no entanto, as iPSCs sdo comparaveis
as ESCs em termos de morfologia, expressdao génica e formacdo de teratomas. As
aplicacdes potenciais das iPSCs na SDRA sdo numerosas, tal como apresentado na

Figura 3.3.90%
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Um estudo recente realizado por Yang et al., 2011, relatou que as iPSCs
administradas por via intravenosa tém um efeito protetor contra a SDRA quando 0s
animais sdo lesados intratraquealmente com endotoxina. A semelhanca de outros estudos,
as iPSCs reduziram a resposta inflamatoria mediada por NFKB e suprimiram a infiltragéo
de neutrofilos no pulmdo. Curiosamente, a administragdo intravenosa do meio de
crescimento das iPSCs teve um efeito semelhante ao da inoculacao de células inteiras, o
que sugere que o efeito protetor observado pode resultar de fatores bioativos

segregados.!’

Atualmente ndo existem estudos clinicos referentes a utilizacdo de iPSCs na
terapéutica de patologias respiratérias. A recente demonstracao da diferenciacdo in vitro
de iPSCs em células epiteliais alveolares do tipo Il €, no entanto, um desenvolvimento

importante.1”®

Porém, ha evidéncias que sugerem que as iPSCs ndo sdo tdo pluripotentes como
as ESCs. Além disso, as atuais técnicas de transducédo de genes para a geracao de células
pluripotentes sdo impraticaveis no que respeita a producdo de uma fonte de células
estaminais clinicamente segura, especialmente para uma doenca aguda, tal como a SDRA.
Hé& ainda que considerar todos os aspetos relativos a utiliza¢do de iPSCs, assim como de

ESCs, tais como a potencial formacao de teratomas e os aspetos éticos.*%
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5.Capitulo 5
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5.1 Conclusdo

A SDRA ¢ a causa mais comum de insuficiéncia respiratoria hipoxémica aguda
em doentes criticos, sendo desencadeada por uma diversidade de fatores e/ou doencas.
Atualmente, o tratamento para a SDRA consiste apenas em cuidados de suporte,
nomeadamente na aplicacdo de estratégias de ventilacdo de baixo volume corrente, dado
ter sido até agora o Unico método terapéutico que apresentou melhorias nas taxas de

mortalidade. Por este motivo, sdo necessarios novos tratamentos.

Recentemente, varios investigadores tém demonstrado os efeitos benéficos da
terapia baseada em células na SDRA. Dados os resultados iniciais obtidos em modelos
pré-clinicos, nomeadamente no que concerne a uma melhoria nas taxas de mortalidade,
houve um entusiasmo enorme por parte da comunidade cientifica para avangar com esta

terapia em doentes com SDRA.

As primeiras observacdes do enxerto de células estaminais no pulmao foram um
desenvolvimento promissor nos campos da biologia das células estaminais e da doenca
pulmonar. No entanto, ndo houve nenhum desenvolvimento para a melhoria do baixo

namero de células que podem realmente realizar este enxerto.

Muito do interesse atual nas células estaminais centra-se na secre¢do de fatores
sollveis paracrinos, tais como fatores de crescimento, fatores que regulam a
permeabilidade endotelial e epitelial, citocinas anti-inflamatorias e, mais recentemente,
péptidos antimicrobianos. Isto porque estes fatores podem potencialmente tratar a maioria
das anormalidades que fundamentam a SDRA, incluindo a debilitada clearance do fluido
alveolar, o aumento da permeabilidade endotelial pulmonar, a inflamagéo desregulada e

a infecdo.

Atualmente, as CEM parecem mais proximas da traducao clinica, dada a evidéncia
de que podem modular a resposta imunitaria, mantendo a capacidade imune do
hospedeiro, facilitando ainda a regeneracao e a reparagdo pulmonares. Para além disso,
de todas as células estaminais existentes, sdo aquelas que dispdem ja de ensaios clinicos,
com resultados promissores, que relatam a seguranca da administracdo deste tipo de

células.

Outras células estaminais, tais como as CEE e as CEPi, estdo numa fase anterior

do processo de traducdo clinica, mas oferecem a esperanca de substituir diretamente o
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tecido pulmonar lesado. Também as células estaminais derivadas do pulmdo podem
oferecer a maior esperanca para as doencas pulmonares, dado o seu papel na substituicdo

e reparacao dos tecidos pulmonares lesados.

No entanto, subsistem ainda lacunas no nosso conhecimento acerca das celulas
estaminais. Em primeiro lugar, é necessaria mais investigacao para identificar a fonte, a
dose, a via de administracdo e o tempo de administracdo ideais das células estaminais, a
fim de se conseguir o tratamento mais eficiente e eficaz. Em segundo lugar, é importante
compreender na integridade os mecanismos responsaveis pelos efeitos terapéuticos das
células estaminais na SDRA, de modo a que a resposta fisiolégica humana possa ser
prevista com precisdo. Em terceiro lugar, a falta de padronizacdo para a preparagéo de
células é um impedimento sério para a correlagdo dos resultados dos estudos clinicos e
pré-clinicos. Finalmente, sdo necessarios amplos estudos toxicolégicos para aumentar a

seguranca das terapias baseadas em células.

Numa ultima analise, as células estaminais podem ser modificadas geneticamente
e utilizadas como veiculos para a entrega de agentes terapéuticos que desempenham um
papel importante no controlo e na patogénese da SDRA, dada a deslocacdo destas células

para os tecidos lesados, particularmente para os locais de infecao.

Deste modo, futuras investigacGes no campo da terapia baseada em células para o
tratamento da SDRA devem continuar, e concentrar-se em elucidar os mecanismos
basicos responsaveis pelos efeitos benéficos das células estaminais. Neste processo, uma

nova e segura terapia para a sindrome pode surgir.
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