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O USO DE CELULAS-TRONCO MESENQUIMAIS COMO NOVA
PERSPECTIVA DE TRATAMENTO PARA HEMOFILIA B

THE USE OF MESENCHYMAL STEM CELLS AS A NEW PERSPECTIVE OF
TREATMENT FOR HEMOPHILIA B
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RESUMO: A Hemofilia B é uma doenga genética ligada ao cromossomo X e consiste na deficiéncia
do fator IX (FIX) da coagulacdo sanguinea. Clinicamente, essa doenca € caracterizada por episddios de
sangramento principalmente nos musculos, articulacdes e tecidos moles. O tratamento se d4 pela terapia
de reposi¢do do FIX derivado do plasma (pdFIX) ou FIX humano recombinante (rhFIX). As
inconvenientes infusdes intravenosas, juntamente com o alto custo dos pdFIX e/ou rhFIX, incentivaram o
desenvolvimento de novas abordagens terapéuticas que permitissem resultados mais estdveis e
duradouros. Postulava-se que a terapia génica, inser¢do do genes funcional em células e/ou tecidos do
paciente, pudesse suprir a necessidade fisiolgica do FIX ativo em portador de hemofilia B, contudo as
barreiras imunoldgicas do paciente representaram um grande obstidculo para esta terapia. Logo, os
resultados insatisfatérios obtidos com a terapia génica acrescido da possibilidade de uso terapéutico das
células-tronco mesenquimais (CTMs), células consideradas imunoprivilegiadas, direcionou-se as
abordagens terapéuticas para a combinacdo das terapias génica e celular, ou seja, a manipulagdo genética
de CTMs ex vivo com a finalidade de transplanti-las em hospedeiros, e dessa forma corrigir de forma
eficiente e eficaz o fendtipo da hemofilia B. Dessa forma, este artigo revisa as caracteristicas da

hemofilia, os tratamentos disponiveis e as perspectivas para uso de CTMs no tratamento da hemofilia B.
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ABSTRACT: Hemophilia B is an X-linked bleeding disorder that results from a deficiency in
functional coagulation factor IX (hFIX). Clinically, this disease is characterized by bleeding episodes
mainly in the soft tissues, joints and muscles. The treatment is given by replacement therapy the plasma-
derived FIX (pdFIX) or recombinant human FIX (rhFIX). Annoying intravenous infusions, along with the
high cost of pdFIX and / or rhFIX, encouraged the development of new therapeutic approaches that allow
more stable and lasting results. It is postulated that the gene therapy, insertion of functional genes into
cells and / or tissues of the patient, could meet the physiological need of active FIX in a patient with
hemophilia B, but the patient's immunological barriers posed a major obstacle to this therapy. Thus, the
unsatisfactory results obtained with gene therapy plus the possibility of therapeutic use of mesenchymal
stem cells (MSCs), considered immunoprivileged cells, directed to therapeutic approaches for the
combination of gene and cell therapies, in other words, or genetic manipulation of MSCs ex vivo in order
to transplant them in hosts, and thus correct efficiently and effectively the phenotype of hemophilia B.
Therefore, this article reviews the characteristics of hemophilia, treatments available and the prospects for

the use of MSCs in the treatment of hemophilia B.

Keywords: Hemophilia B, Factor IX blood clotting, mesenchymal stem cells

1. Hemofilia B sangramento pOdC ocorrer também em

locais potencialmente criticos como, por
A hemofilia B ¢ uma desordem exemplo, no espaco intracranial ou

sanguinea ligada ao cromossomo X retroperitoneal (Roberts, 1997).

causada pela deficiéncia quantitativa da

z

proteina Fator IX biologicamente ativa A hemofilia € classificada de

~ . acordo com o nivel da proteina Fator IX
na coagulacdo sanguinea (Choo et al.,

1982; Bithell, 1998). Essa doenca é biologicamente ativa presente no

conhecida também como doenga de plasma sanguineo. Dessa maneira, a

Christmas (Biggs et al., 1952). hemofilia B € classificada nos graus
leve, moderado e grave. A forma leve
Das desordens genéticas a possui niveis acima de 5% de fator IX
hemofilia é uma das mais comuns, ativo circulante, e os pacientes
sendo caracterizada clinicamente por raramente  sangram; a moderada
episodios de sangramento que podem apresenta de 1 a 5 % deste fator
ocorrer de forma espontanea nas regioes circulante, e o0s sangramentos Sd0
mucocutineas, tecidos moles e no escassos; por fim, a forma grave da
sistema musculoesquelético. 0
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doenca é definida por quantidades de
Fator IX ativo inferiores a 1%, e o0s
pacientes apresentam episédios de
sangramento espontaneo nos musculos,
articulacdes e nas mucosas (Lillicrap,

1998; High, 2001).

A hemofilia B afeta um em cada
30 mil homens no mundo. Atualmente,
estdo cadastrados 1.300 pacientes
portadores de hemofilia B no Brasil

(Rezende et al., 2005; Fernandes, 2011).

2. Fator IX da coagula¢io sanguinea

O gene do fator IX encontra-se
em Xq27.1 (Camerino et al., 1984) e
contém 33.5 kilobases, incluindo sete
introns e oito éxons. O transcrito possui
2.803 bases, composto por uma pequena
regidao 5° UTR de 29 bases, 1.383 bases
correspondentes a regido codificadora e
uma regido 3° UTR de 1.390 bases
(Choo et al., 1982; Kurachi e Davie,
1982; Anson et al., 1984; Yoshitake et
al., 1985; Bowen, 2002) (FIGURA 1A).

A proteina codificada pela
seqiiéncia de nucleotideos do gene do
fator IX contém 461 aminodcidos. A
IX (FIX)

proteina  Fator ¢ uma

glicoproteina plasmaética dependente de
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vitamina K e sua forma precursora
apresenta um peso molecular de 57 kDa

(Di Scipio et al., 1978; Taran, 1997),

sendo também  conhecida como
zimogénio (forma inativa, FIX) da
familia das serino proteases. Nesta

forma, é conhecida como proteina
precursora e contém o peptideo sinal de
27 aminodcidos, o qual direciona a
proteina para o reticulo endoplasmético
e em seguida apresenta a seqiiéncia pro-
leader a qual é reconhecida pela enzima
v-glutamil carboxilase, realizando dessa
forma a modificagdo pds-traducional

conhecida

(FIGURA 1 C). Posteriormente, essas

como Y-carboxila¢do
duas seqiiéncias peptidicas (pré e pro-
peptidica) sdo removidas e quatro outras
modificagdes  pOs-traducionais  sdo
realizadas: B-hidroxilagdo; glicosilagio;
sulfatacdo e fosforilagdo, antes da
proteina ser secretada para a circulagdo
(Furie e Furie, 1995). Em conjunto,
essas modificacdes pds-traduducionais
ttm a finalidade de proporcionar a
proteina FIX dobramentos
conformacionais para que ela atinja sua
estrutura  tridimensional  adequada.
Nesta etapa a proteina, torna-se apta
para ser secretada e desempenhar sua

funcdo bioldgica quando necessdria
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(Kaufman, 1998; Lillicrap, 1998; White
et al., 1998).

Na circulagdo sanguinea a
proteina FIX inativa € ativada
proteoliticamente via o complexo Fator
VIla/fator tecidual, resultando na forma
ativada, a qual é denominada FIXa
(Schmidt e Bajaj, 2003). A ativacdo do

FIX ocorre no plasma apds a clivagem

em duas regides (Arg145-A1rg146 e

Arg'®-val'®!) resultando na formacio
das cadeias leve (N-terminal de 145
aminoicidos e peso molecular de 16
kDa) e pesada (C-terminal de 234
aminoécidos e peso molecular 29 kDa)
as quais sio unidas por uma tnica ponte
dissulfidica entre os residuos de cisteina

132 e 279 (Schmidt e Bajaj, 2003).

1 23 4 ﬁ ﬁ ﬁ 8
A ——1 -
U u I
(~34 kb)
Fator IX RNAm (2803 nt)
B L |
5-UTR  sequéncia codificadora Fator IX + céodon de parada 3’-UTR
(29 nt) (1383 nt) (1390 nt)
461
C N catalitico C
415
D N |GLA JEGF-1JEGF-2 ativaca catalitico C
Arginina Arginina
145 180
=S— 379
E catalitico C
cadeia leve cadeia pesada

Figura 1 - Gene, RNA mensageiro, Proteina precursora e madura do FIX. (A) Organizacio
gendmica do gene fator IX humano, os éxons estdo numerados de 1 - 8. (B) RNAm do fator
IX mostrando as regides 5° e 3’UTR e a regido codificadora. (C) proteina de Fator IX
precursora, compreendendo as sequéncias PRE (peptidio sinal), PRO (propetidio), regides
GLA (dominio GLA), EGF (dominios de fator de crescimento epidérmico), regido ativagdo
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(peptidio de ativacdo) e catalitico (dominio serino-protease), com um peptideo de 461

aminodcidos. (D) FIX apds a y-carboxilagdo, com 415 aminoéciados. (E) Fator IX ativado
composto por 379 aminoacidos, sendo dividido em cadeia leve (N-terminal) e uma cadeia
pesada (C-terminal) unidas por uma ponte dissulfidica entre os residuos de cisteina 132 e

279 (modificado de BOWEN, 2001).

3. Tratamento atual para hemofilia B

A mais de uma década a
organizacdo americana responsavel pelo
uso e distribuicio de alimentos e
medicamentos, a FDA - Food and Drug
(Administration),

do

Administration
aprovou a  comercializacdo
BeneFIX™, o tnico produto constituinte
de Fator IX humano recombinante
(rhFIX) existente no mercado. Esse
produto foi patenteado sob o nimero
US Patent 5.171.569
(<http://www.freepatentsonline.com/>)
e ¢é comercializado pela empresa
Genetics desde 1997
(Cambridge/Andover, MA) (White et

al., 1997; Harrison et al., 1998).

Institute

O BeneFIX™ tem  sido
considerado a primeira escolha no
tratamento da hemofilia B nos paises

desenvolvidos, principalmente devido a

essa molécula recombinante  ser
altamente purificada, eficaz e
comprovadamente segura (Schaub).

Entretanto, este produto ndo é adquirido

pelo Brasil e até o momento, o pafs ndo
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apresenta tecnologia suficiente para a
produgdo do rhFIX in house, bem como
o fator IX derivado do plasma (dpFIX).
No Brasil os produtos derivados do
plasma de doadores brasileiros sdo
fracionados por companhias européias e
retornam ao pais na forma de
concentrado de fator liofilizado (dpFIX,
Octanine F® - Octapharma), levando a
um alto custo e dependéncia de
produtos importados. O Brasil € um dos
maiores consumidores mundiais dos
fatores  concentrados  para  uso
terap€utico e estima-se um gasto anual
de US$ 120 milhdes para o tratamento
dos pacientes portadores de hemofilia
(<http://portal.saude.gov.br/saude>)

(Rezende et al., 2005; Fernandes et al.,

2011).

Aliado a este fato, outro
problema mundial relacionado ao uso
do dpFIX diz respeito a potencial
contaminacdo com agentes virais.
Apesar dos avancos biotecnoldgicos que
ao

de

conduziram aprimoramento  das

metodologias inativagdo  viral,

permitindo formulacdes mais seguras de
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pdFIX, a possibilidade de contaminagdo
com parvovirus B19, prions infecciosos
que causam a nova variante da doenca
de Creutzfeldt-Jakob (vCID) e outros
virus emergentes € uma preocupagdo
muito freqiiente (Roth, Kessler et al.,

2001; Burnouf, 2007).

Dentro desse contexto, a

inconveniéncia das frequentes
aplicagdes intravenosas do FIX (terapia
de reposi¢do), juntamente com o alto
custo e inseguranga dos produtos
derivados do plasma, a comunidade
cientifica tem-se incentivado ao
desenvolvimento de novas abordagens
terap€uticas que permitam resultados
mais estdveis e duradouros para o
tratamento da hemofilia B (Coutu et al.,
2011; Bolton-Maggs, 2006; Lambert et

al., 2007).

4. Terapia Génica para hemofilia B

O uso da engenharia genética
para a insercdo de genes alvos em
células e/ou tecidos de um individuo
para a correcio de uma doenca; em
especial, as hereditdrias sdo chamadas
de terapia génica. A terapia genética
visa suprir a necessidade fisiolgica de

um sistema ou 6rgdo com a adi¢do de
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genes ou alelos funcionais para corre¢ao
da patologia (Nathwani, Benjamin et al.,

2004; Nathwani, Davidoff et al., 2004).

Nesse sentido, a terapia génica
para hemofilia A e B tem sido alvo de
pesquisa ha cerca de duas décadas.
Diferentes vetores e formas de infusdo
do mesmo vém sendo desenvolvidos,
mas até o momento ndo existe um
consenso sobre a melhor estratégia
terapéutica a ser utilizada (Murphy e

High, 2008).

Entre as diferentes construgdes
de cassetes de expressdo e os diversos
métodos de transferéncia génica para a
garantia da expressdo estdvel e
duradoura dos fatores de coagulagdo
VII e FIX podemos citar: vetores de
expressdo nado-virais (Jacobs et al.,
2008) e virais, tais como 0S retrovirus
(Fernandes et al.,, 2011),

(Chen, H. et al., 2006; Picanco et al.,

lentivirus

2007), adenovirus (Mccaffrey et al.,
2008) e adeno-associados (Nathwani,
2004; Nathwani,
2004; Wiwanitkit,

Benjamin et al.,
Davidoff et

2007).

al.,

O sistema retroviral baseado no
virus da leucemia de murinos Moleney
(MoMuLV) e o sistema lentiviral

derivado do virus da imunodeficiéncia
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humana - 1 (HIV-1) tem sido
considerados sistemas apropriados para
a producdo do Fator IX recombinante
(rFIX), devido a capacidade de se
integrarem no genoma do hospedeiro

(Park et al., 2000). Além disso, varios

modelos experimentais de animais
(pequeno, médio e grande porte)
portadores de hemofilia B foram

desenvolvidos e estdo disponiveis para

serem utilizados em ensaios pré-clinicos

(Murphy e High, 2008).

Nesse contexto, um estudo
abordando a administracdo direta de
retrovirus recombinante em animais
hemofilicos B, observou uma expressao
duradoura do rFVII superior a 14
meses em camundongos. Entretanto, em

cdes a expressdo do rFIX foi superior a

5 meses. Apesar da expressdo
prolongada, os niveis terapéuticos
dessas proteinas nao foram

significativamente alcancados (Kay et

al., 1993; Vandendriessche et al., 1999).

Tendo como intuito aumentar os
niveis de expressdao do rFIX in vivo, Xu
e colaboradores (Xu et al., 2003; Xu et
al.,, 2007) testaram outra abordagem.
Por meio da administra¢do intravenosa
do recombinante

retrovirus em

camundongos  recém-nascidos,  0s

autores demonstraram que a expressio
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sérica do rFIX (14,3 ug/mL) € maior

nestes do que em camundongos
infectados na fase adulta (1,75 pg/mL).
Sugerindo que a alta eficiéncia de
transducdo viral ocorre quando o figado
intensa  atividade

encontra-se cm

proliferativa, ou seja, logo apds o
nascimento ou apds uma hepatectomia

parcial.

Em relacdo aos seres humanos,
cinco diferentes ensaios clinicos de fase
I e/ou II foram inicializados entre 1998
and 2001 para o tratamento da
hemofilia, os quais utilizaram diferentes
sistemas de expressdo, incluindo um
vetor retroviral, um adenoviral, dois
diferentes  vetores  virais  adeno-
associated e um ndo viral. De modo
geral, essas abordagens terapéuticas se
deparam com a resposta imune do
paciente, indicando que as barreiras
imunolégicas representam um grande
obstdculo para alcangar o sucesso da
terapia génica em humanos (Kay et al.,
2000; Roth, Tawa et al., 2001; Manno et
al., 2003; Powell et al., 2003). Apesar
destes desafios, novas estratégias estdo
sendo exploradas na busca pela
combinacdo ideal do vetor de expressdo
(viral ou ndo), método de administracao
do de

vetor e a utilizacdo

imunossupressores por periodos
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transitérios para atenuar a resposta

imune a entrega do gene. Atualmente

existem trés ensaios clinicos em
andamento cadastrados no
ClinicalTrials.gov, banco de testes

clinicos realizados no mundo inteiro e
mantido pelo ministério da saide norte-
americano, NIH (National Institutes of

Health).

Diante de todo o contexto de
terapia gé€nica, observou-se que tanto os
vetores virais quanto o0s ndo virais
quando administrados diretamente no
hospedeiro podem gerar resposta imune
inata e antiviral especifica, o que
consequentemente acarreta a reducio da
meia vida do vetor, além do
silenciamento da expressdo da proteina
exégena e do surgimento de efeitos
colaterais indesejaveis (Pfeifer e Verma,

2001).

5. Células-tronco mesenquimais e

terapia celular

As células-tronco mesenquimais

(CTMs) foram identificadas pela
primeira vez por Alexander Friedenstein
e colaboradores (Friedenstein et al.,
1966; 1970; 1974),

fibroblastoides denominadas de CFU-Fs

como células
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(colony-forming  units-fibroblast) in

vitro. Contudo, a denominacdo de
CTMs s6 foi proposta em 1991 por
Arnold Caplan, o qual sugeriu que essas
células poderiam ser utilizadas como
base para o desenvolvimento de novas
tecnologias terapéuticas para a auto-

reparacio celular.

As CTMs humanas ji foram

isoladas, expandidas in vitro e
caracterizadas a partir de vérios tecidos
adultos como a medula 6ssea (Pittenger
1999),
sinovial (De Bari et al., 2001; Jones et

al., 2004), misculo (Jiang et al., 2002),

et al., membrana e liquido

sangue de corddo umbilical (Rosada et
al., 2003; Lee et al, 2004), sangue
periférico (Villaron et al., 2004), polpa
do dente (Pierdomenico et al., 2005),
2005),
periosteo (De Bari et al., 2006), tecido

veia safena (Covas et al.,
adiposo (Zuk et al., 2001). Essas células

também ji foram identificadas em
tecidos fetais como: veia do corddo
umbilical (Covas et al., 2003), pancreas
(Hu et al., 2003), rim (Almeida-Porada
et al., 2002), pulmao (Fan et al., 2005),
fascia muscular, figado, pele, cardtida,
gbnadas, coragdo, entre outros (Covas et

al., 2008).
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Em relacdo as outras espécies
animais, as CTMs j4 foram isoladas de

camundongos (Meirelles L.da e Nardi,

2003), ratos (Inoue et al, 2006),
cachorros (Kadiyala et al., 1997),
macacos, porcos, ovelhas, cabras
coelhos e gatos (Martin et al., 2002).

Fato este que demonstra que as CTMs
sdo um tipo conservado de células de

mamifero.

Diante destes dados, percebeu-se
que as CTMs derivadas dos mais
diferentes tecidos e espécies possuiam
caracteristicas fenotipicas e potenciais
de diferenciacdo similares. Contudo,
observou-se a existéncia de algumas
diferencas no cultivo, potencial de
expansdo e marcadores moleculares de
superficie celular entre CTMs de
origem murina ¢ humana (Minguell et
al., 2001; Da Silva Meirelles et al.,

2006).

Embora ndo exista um marcador

molecular de  superficie  celular
especifico para isolar e identificar as
CTMs,
(2000)

minimos para definir essas células de

Dominici e colaboradores

estabeleceram trés critérios
origem humana (Dominici et al., 20006).
Primeiramente, as CTMs devem manter

a propriedade de aderéncia ao plastico
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quando submetida a uma condi¢do

padrdo de cultura. Como segunda
condi¢do, por citometria de fluxo, as
CTMs devem  expressar  como
moléculas de superficie celular CD105,
CD73 e CD90, e ndo devem expressar
CD45, CD34, CDI4 (ou CDl11b),
CD79a (ou CD19) e HLA-DR. Por fim,
as CTMs devem diferenciar em
condroblastos, adipdcitos e osteoblastos
quando submetidas ao cultivo com
indutores especificos de diferenciagdo

in vitro (Dominici et al., 2006).

Em suma, as CTMs diferem das

demais células do organismo por
possuirem quatro principais
caracteristicas: a) sdo células

indiferenciadas e ndo especializadas; b)
sdo capazes de multiplicarem por um
longo periodo e permanecerem
indiferenciadas (um pequeno nimero de
células pode gerar uma populacdo de
células similares); c¢) sobre estimulo
adequado podem ser sdo capazes de
diferenciar em células especializadas de
origem mesenquimal; d) possuem
atividade trofica para uso terapéutico
(Da Silva Meirelles et al., 2009).
Acredita-se, que as CTMs dividem-se
de forma assimétrica, em outras
palavras, uma célula mais progenitora

permanece indiferenciada, mantendo o
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pool de células CTMs, enquanto outra

objetivo de reparo ou repopulacdo

célula pode proliferar e se diferenciar tecidual (Figura 2).
em células especializadas com o
Foolde chluiae ironce Pool de células diferenciadas
® [+ ]
r \
Q Auto-renovacio o
® -
® @ ~ . <
-~ -~ -
Divisdo Simétrica  {_ y a 9
Divisao Assimétrica
Divisao Simétrica

Figura 2 - A auto-renovac¢io € uma caracteristica fundamental das CTMs. Células-tronco
podem realizar a divis@o simétrica quando necessdrio para a manutengdo do pool de CTMs,

e ao mesmo tempo sdo capazes de dividir de forma assimétrica, originando células

diferenciadas. Logo, as células diferenciadas se dividem simetricamente originando um

novo tecido especializado.

Devido a facilidade de isolamento,

simplicidade  de  cultivo, rdpida

expansdo, producdo de citocinas e
extensivo potencial de diferenciagdo em
véarios tipos celulares da linhagem
mesenquimal, as CTMs estdo entre os
primeiros tipos de células-tronco a
serem introduzidas na clinica com o
intuito de explorar o seu potencial
em diferentes

terapéutico aspectos

patolégicos (Kassem et al., 2004).

De forma unica, a literatura

cientifica considera as CTMs como
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células imunosupressoras in  Vitro
podendo ser utilizadas como doadoras
universais in vivo, sugerindo que as
mesmas podem ser enxertadas com
sucesso em transplantes alogé€nicos
(Bartholomew et al., 2002; Popp et al.,
2009). Djouad F e colaboradores (2003)
ao realizar o ensaio de proliferacao
celular utilizando esplendcitos de
camundongos BALB/c, demonstraram
CTMs exibem

que as murina

propriedades imunosupressoras.

Até o momento, as CTMs foram

empregadas em estudos pré-clinicos
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destinados para: reconstituicdo do
tenddo (Young et al., 1998), distrofia
muscular (De Bari et al, 2003),

reconstituicdo 6ssea (Guillot et al.,
2008), reparo de cartilagem articular
(Guo et al., 2004), doengas neuronais
como Parkinson (Weiss et al., 2006) e
trauma de medula espinhal (Akiyama et
al., 2002), fibrose pulmonar (Ortiz et
al., 2003), doengas renais (Morigi et al.,
2004), isquemia periférica (Moon et al.,
2006) e lesao cardiaca (Toma et al.,

2002).

Outros grupos de pesquisa vem
relatando os efeitos positivos da infusdo
de CTMs em modelos experimentais de
lesdo hepdtica induzida. Abdel Aziz e
colaboradores (2007) demonstraram a
melhora da funcdo hepética em ratos
apés a infusdo sisttmica de CTMs
singénicas derivadas da medula dssea.
Resultados semelhantes foram obtidos
por Zhao et al (2005), os quais
infundiram CTMs singénica entre a
oitava e décima passagem em ratos
submetidos a lesdo hepdtica cronica via
infusdo de tetracloreto de carbono
(CCLy). Utilizando camundongos da
linhagem NOD/scid tratados com doses
letais de CCLs como modelo
experimental, Kuo et al (2008) observou

que apds a infusdo de CTMs humanas
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houve um significante aumento na taxa
de sobrevida dos camundongos. Em
conjunto, esses estudos demonstram que
os efeitos pardcrinos das CTMs podem
promover a sobrevida dos hepatdcitos
endogenos e induziram a proliferagdo

de progenitores hepéticos endégenos.

Quanto aos estudos clinicos de
fase I e II, as CTMs foram aplicadas no
tratamento para osteogénese imperfeita
(Horwitz et al.,, 1999; 2001; 2002),
redu¢do da DECH (doenca enxerto
contra hospedeiro) (Le Blanc et al.,
2004; 2008), reparo de infarto agudo do
miocdrdio (Chen et al., 2004) e doencas
artério-coronarianas (Chen, S. et al.,
2006). Em 2011, foi publicado pela
primeira vez o uso de Prochymal™
(Osiris Therapeutics), um tipo de CTMs
humanas comercial, para o tratamento
de DECH (Prasad et al.). Os resultados
deste trabalho foram animadores e
sugeriram que estudos de fase III devem
ser realizados em pacientes pedidtricos

e adultos portadores de DECH.

Atualmente, existem 175

protocolos clinicos cadastrados no

banco de dados ClinicalTrial.gov (julho
de 2011) que utilizam as CTMs
derivadas principalmente do corddo

umbilical, medula éssea e tecido
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adiposo. Mas de forma geral, o

tratamento DECH utilizando

CTMs

para
considerado o

do

humanas ¢é

principal  exemplo potencial

terapéutico dessas células.

7. Terapia celular combinada com a

terapia génica

Em conjunto com sua acdo
terapéutica direta, as CTMs também
podem ser “unidade produtoras de
proteina exdgena” para o tratamento de
doencas causadas pela sintese de
proteinas mutadas e consequentemente
inativas, como por exemplo, a hemofilia
B. Lembrando que as CTMs possuem
maior capacidade proliferativa e meia
vida superior as células somdticas, o
que as torna células alvo para a terapia

génica.

A terapia génica combinada com
a celular, ou seja, a manipulacdo génica
de CTMs ex vivo com a finalidade de
transplantd-las em hospedeiros, e dessa
colaterais

forma evitar os efeitos

indesejaveis causados pela terapia
génica (Sanz et al.). Além disso, a
combinacdo da terapia génica e celular
pode constituir em um sistema eficiente

para a expressdo prolongada da proteina
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de interesse, a qual fica direcionada a
um 6rgdo ou tecido especifico (Satija et

al., 2009).

Neste sentido, alguns

pesquisadores vem  desenvolvendo
estratégias terapéuticas para a producio
de varias moléculas anti-cancer,

moléculas angiogénicas e proteina
sanguineas como o FVIII e FIX para a
correcdo do fendtipo da hemofilia A e

B, respectivamente.

Nos estudos relacionados a

producdo de moléculas anti-cancer,
observou-se que tanto no transplante
xenogénico quanto no singé€nico as
CTMs derivadas da medula &ssea
expressando INF-B (Studeny et al.,
2002) ou INF-a (Ren et al., 2008)
induziram a diminui¢do da taxa de
crescimento tumoral e prolongaram a

vida dos camundongos transplantados.

Em relacgio a  molécula

angiogénica VEGF (vascular
endothelial growth factor), Yang J et al
(2007) constatou que a combinacdo da
terapia gé€nica e celular no transplante
singénico de CTMs transfectadas com o
cDNA relativo ao VEGF em ratos
resultou em melhora na restauracdo da

fungdo cardiaca quando comparado com
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os resultados obtidos com apenas um

tipo isolado de terapia.

Quanto as proteinas plasmadticas
da coagulacdo sanguinea, Van Damme e
(2003)

correcdo do fenétipo da hemofilia A em

colaboradores relataram a
camundongos NOD/scid durante trés
meses apds o transplante de CTMs
derivadas da medula 6ssea humana e
modificadas geneticamente com vetor
retroviral portador do cDNA relativo ao
FVIII humano com o dominio B

deletado. No mesmo ano, Krebsbach et

al (2003) demonstraram apds o
transplante de CTMs isoladas da
medula Ossea e modificadas

geneticamente com vetor portador do
rhFIX ~a  presenca de
significativos de rthFIX (25 ng/mL) no

niveis

plasma dos camundongos
transplantados por quatro  meses.
Entretanto, um estudo liderado por

Coutu et al (2011) relatou a correcio da
hemofilia B murina por 11 semanas
ap6s a implantacdo de células CTMs

singénicas produtoras de hFIX.

Em conjunto, esses resultados
mostram que as CTMs sdo passiveis de
modificacdo génica via vetores virais e
sdo capazes de manter a expressdo de

proteinas exdgenas. Portanto, as CTMs
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possuem uma grande aplicabilidade

terapéutica como  estratégia  para

correcdo de defeitos genéticos in vivo,
como a hemofilia B, com a vantagem de

nao causar T espostas adversas no

paciente.
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