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RESUMO

O fator estimulador de células granulocitarias (G-CSF) é uma glicoproteina descrita ha mais de 20
anos, possui aprovagdo da FDA (Food and Drug Administration) e do Ministério da Satide no Brasil
para tratamento de estados neutropénicos e no transplante de medula 6ssea. O G-CSF estimula os
precursores dos granulécitos e regula crucialmente a sobrevivéncia de neutrdfilos maduros, pés-mitoticos,
por meio da inibicdo da apoptose. Além do efeito sistémico, mais recentemente, tem-se demonstrado
uma surpreendente atividade do G-CSF no sistema nervoso central. A administragdo de G-CSF
mobiliza células-tronco progenitoras da medula 6ssea para o sangue periférico, atravessa a barreira
hematoencefalica (BHE) e se dirige a area acometida do cérebro. A atividade do G-CSF no sistema
nervoso central tem sido caracterizada como multimodal, pois, além do efeito mobilizador de células da
medula 6ssea, demonstrou-se uma agéo direta neuroprotetora mediante diferentes mecanismos, tais
como a atividade antiapoptética em neurénios, regenerag¢do da vascularizagéo, efeito antiinflamatério
e estimulagao da neurogénese endégena. O objetivo deste relato é o de discutir essas nuances e uma
possivel aplicabilidade do G-CSF na isquemia cerebral.
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ABSTRACT

Granulocyte-colony stimulating factor and neuroprotection. A possible multimodal therapeutic
option?

The granulocyte-colony stimulating factor (G-CSF) is a glycoprotein described almost twenty years ago; it
is approved by the FDA (Food and Drug Administration) and Anvisa (section of Brazilian Health Ministry)
for the treatment of neutropenic states and in bone marrow transplants. G-CSF stimulates granulocyte
precursors and it has a crucial role in the survival of mature, post-mitotic neutrophils, through apoptosis
inhibition. Beyond its systemic effect, G-CSF has an important and formerly unrecognized role in the
central nervous system. G-CSF administration mobilizes bone marrow stem cells to the peripheral blood,
and cross the blood-brain-barrier to the target the lesion. G-CSF’s Central Nervous System activity has
been carachterized as a multimodal action: it secems, among the claimed effects, that G-CSF has a
direct neuroprotective action through different mechanisms, such as anti-apoptotic activity on neurons;
an angiogenic effect in the penumbra area; stimulation of endogenous neurogenesis; a possible anti-
inflammatory effect, and mobilization of bone-marrow derived cells that migrate to the brain. Herein we
review and discuss the literature in animals and the ongoing work in human beings.
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Introdugao

Até recentemente, o conceito cientifico conven-
cional em relacdo ao sistema nervoso central (SNC)
era de que ele fosse um sistema ndo-regenerante; no
entanto, dados cumulativos tornaram esse conceito
obsoleto?*6:23:384247 Na ultima década, comegaram a
surgir evidéncias de que a neurogénese no SNC em
mamiferos é um processo fisiologico continuo®¥>34 e
ndo limitado a fase precoce da vida. A luz desses novos
conhecimentos, varias abordagens utilizando-se de
terapia celular para muitos tipos de acometimentos do
SNC estao em curso neste momento!>5715285438 Jma
delas é a utiliza¢do do fator estimulador de células
granulocitarias (G-CSF) como fator mobilizador de
células-tronco enddgenas. O principio da terapia celular
no SNC ¢ o de restaurar a fun¢do do cérebro humano
danificado pelas diversas doengas, substituindo os tipos
celulares neurais afetados por novas células, ou prote-
gendo as células neurais ainda presentes interrompendo
o processo de perda neuronal, minimizando, assim, a
perda funcional cerebral.

Os avangos no conhecimento dos mecanismos fisio-
patoldgicos da isquemia cerebral propiciaram inumeras
tentativas terapéuticas que abordaram, e abordam,
mecanismos isolados de lesdo; a grande maioria dessas
tentativas foi desalentadora’'. Na complexa cascata de
eventos fisiopatoldgicos associados com a isquemia
cerebral aguda, uma abordagem multimodal, isto €, uma
abordagem que atuasse simultanecamente em multiplas
vertentes dessa cascata, teoricamente teria mais chance
de sucesso do que abordagens isoladas.

Essa comunicagdo tem o objetivo de relatar a
experiéncia internacional com o G-CSF na isquemia
cerebral como um agente modulador multimodal. Uma
revisdo sobre os conceitos basicos de células-tronco em
lingua portuguesa na literatura neurocirargica pode ser
encontrada em Schwindt e cols.*.

Neurogénese na isquemia cerebral

No inicio desta década, varios estudos demonstra-
ram fortes evidéncias de que os precursores neurais
endogenos iniciam uma resposta compensatoria ao
acidente vascular cerebral (AVC) que resulta na produ-
¢do de novos tipos celulares, ocorrendo esse fendmeno
inclusive no cérebro adulto. Jin e cols.??, em 2001,
demonstraram, em modelos focais de isquemia cerebral
onde existe injuria no hemisfério ipsilateral a oclusdo
arterial, que a incorporacdo de bromodeoxiuridina
(BrdU) aumentou em oito vezes na zona subgranular

(SGZ) ipsilateral, sete dias apos a isquemia, quando
comparado com o grupo controle. Surpreendentemente,
a SGZ contralateral também aumentou em quatro vezes
a incorporagdo de BrdU quando comparado ao grupo
controle, persistindo a marcagdo duas semanas apos o
ictus isquémico. Nakatomi e cols.** demonstraram a
existéncia de regeneracdo de células piramidais no hi-
pocampo. Importante, no entanto, foi a demonstragao de
que essas células regeneradas se integraram ao circuito
neuronal, sendo isso um pré-requisito para a restauragao
da fungdo cerebral. Eles estudaram as propriedades
eletrofisiologicas das novas sinapses por meio das co-
laterais de Schaffer, 120 dias apds isquemia cerebral,
em trés grupos distintos de ratos: um grupo controle,
um grupo somente com isquemia € um terceiro grupo
submetido a isquemia cerebral e tratado com fator de
crescimento de fibroblastos (FGF) imediatamente apds
a isquemia cerebral ter sido provocada. Os resultados
demonstraram que ocorreram potenciais pos-sinapticos
excitatorios com marcada atenuagdo nos animais que
sofreram isquemia (ambos os grupos). Observou-se, no
entanto, uma atenuagdo bem menor nos animais tratados
com FGF; o slope da curva dos animais tratados com
FGF se aproximou do grupo controle, a tal ponto que nao
houve diferenca estatistica. Esse trabalho demonstrou a
grande capacidade regenerativa de células progenitoras
neurais piramidais no cérebro adulto. Arvidsson e cols.?,
do grupo de Lindvall, demonstraram que o acidente vas-
cular cerebral isquémico (AVCI), causado pela oclusdo
transitoria em ratos adultos, causou um aumento consi-
deravel na proliferagdo celular na zona subventricular.
Os novos neuronios gerados ap6s o AVCI migraram para
a area lesada do estriado, onde expressaram marcadores
para neuronios maduros e em desenvolvimento. Assim,
houve a comprovagao de que o AVCI induziu a diferen-
ciagdo de novos neurénios com o fenotipo da maioria
dos neurdnios destruidos. Esse dado comprovou que o
cérebro adulto possui capacidade de auto-reparo apds
a lesdo causadora de morte neuronal. Assim, se ocorre
proliferagdo celular em determinados sitios anatomicos
apos 0 AVCI, e se esses neurdnios migram para a regiao
do ictus isquémico, diferenciando-se com a expressao
fenotipica dos neurdnios lesados, cabe a pergunta: Por
que esses pacientes ndo se recuperam? Aparentemente,
um dos motivos ¢ o baixo percentual de neurdnios
sobreviventes?. Os dados sugerem que 80% dos novos
neurdnios gerados pela resposta compensatoria neural
morrem durante as seis primeiras semanas apos o ictus
isquémico, e somente 0,2% das células lesadas sdo re-
postas pela neurogénese. A neurogénese induzida pelo
AVC era considerada uma resposta aguda e transitoria
até 2006, quando Thored e cols.*, também do grupo de
Lindvall, demonstraram que os neuroblastos estriatais
sdo gerados sem declinio por quatro meses apds o AVC
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em ratos adultos. Os novos neuroblastos assim forma-
dos, precocemente ou tardiamente, formaram neurénios
maduros que sobreviveram por varios meses. Essa
resposta celular foi coincidente com a melhora funcio-
nal. Houve uma melhora funcional inicial nos testes da
escada e do cilindro, que se estabilizou apds um més,
mas houve uma melhora acentuada na marcha entre o
primeiro e o quarto més apés o AVC utilizando-se o
teste da grade. Assim, o grupo de Lindvall*** forneceu
as primeiras evidéncias de que o cérebro adulto pode
responder ao infarto cerebral, gerando novos neurdnios
por periodos prolongados.

Terapia celular e o G-CSF

A terapia celular objetiva repor, reparar ou poten-
cializar a funcdo bioldgica das células lesionadas para
restaurar a fungdo neural. Podemos categorizar essas
estratégias em dois tipos de abordagem: exdgena e en-
dogena. Na estratégia exdgena, as células progenitoras
neurais (NSC’s) derivadas, cultivadas ou imortalizadas
sdo injetadas ou implantadas localmente, ap6s purifica-
¢do in vitro; a analise dessa técnica ultrapassa o escopo
deste artigo. A abordagem enddgena faz uso da popula-
¢do de NSC’s naturalmente presente no sistema neural
do paciente, mobilizando células precursoras e proge-
nitoras e potencializando uma resposta compensatoria
existente. Com essa assertiva, torna-se compreensivel
e atraente a estratégia de administrar agentes mobiliza-
dores de células precursoras que amplificardo as células
precursoras endégenas fornecendo uma via alternativa
de reinervagao do cérebro danificado e potencializando
a resposta compensatoria. A mobilizagdo de células
precursoras ¢ menos problematica em todos os aspectos,
ao comparar-se com o transplante, e possui uma solida
base Cientiﬁca]2’20’21’24’3]'32’34’42’50’52'53.

O G-CSF como agente
mobilizador e protetor

Entre os varios agentes mobilizadores de células
precursoras conhecidos atualmente, o G-CSF tem
recebido consideravel atengdo. O G-CSF ¢ uma glico-
proteina com 19,6 quilodaltons e membro da familia de
citocinas de fatores de crescimento, descrita ha mais de
20 anos, inicialmente como indutora da diferenciagdo
da célula leucémica monocitaria WEHI-3B*¢, e clonada
por Nagata e cols.*!. Nicola e cols.* caracterizaram os
receptores do G-CSF em humanos e, posteriormen-
te, outros autores detalharam as suas caracteristicas
bioquimicas e moleculares'®*. O receptor do G-CSF

¢ tipico das citocinas (CD114) com um dominio de
transmembrana ¢ de transdu¢do de sinal intracelular.
Incluem-se como fontes do G-CSF os monocitos, as
células mesoteliais, os fibroblastos, € as células endo-
teliais. O G-CSF estimula o crescimento de precursores
de neutrofilos e regula crucialmente a maturagdo e a
sobrevivéncia da linhagem de granulocitos neutrofilos
maduros, pos-mitodticos, pela inibigdo da apoptose*>!66.
Atualmente, ¢ utilizado para tratar neutropenia induzida
por agentes quimioterapicos ou no transplante de me-
dula 6ssea* 64041433665 O G-CSF € uma droga liberada
pela Food and Drug Administration (FDA) e pelo Mi-
nistério da Satde no Brasil, tendo ja sido administrada
em milhdes de pacientes em todo o mundo, e ¢ bem
tolerada pelo organismo humano. Mais recentemente,
tem sido demonstrada uma surpreendente atividade do
G-CSF no SNC'>13:23:2631.30.53.57.39 " fato que adiciona um
potencial regenerativo em varias doengas neurologicas.
A administra¢do do G-CSF mobiliza células-tronco e
progenitoras da medula dssea para o sangue periférico
que, por sua vez, ultrapassam a barreira hematoence-
falica e se dirigem a area acometida do cérebro. Além
desse papel periférico, o G-CSF e seus receptores se
expressam em grande parte do tecido neural, o que
justificaria o seu efeito neuroprotetor aparentemente
multimodal (Figura 1), incluindo-se uma atividade
antiapoptotica nos neurdnios %3, regeneragio e re-
paracao da vascularizacao e estimulo da angiogénese’!,
além de um efeito antiinflamatorio'® e de estimulo a
neurogénese endogena’’.

Atividade protetora do G-CSF apds a
isquemia cerebral

Konishi e cols.? descreveram os efeitos troficos do
G-CSF em células neuronais, mas Schabitz e cols.>® e
Six e cols.*® foram os primeiros a descrever a atividade
protetora na isquemia cerebral. Num modelo de infarto
cerebral de artéria cerebral média (ACM) em ratos,
eles demonstraram que o G-CSF reduz o tamanho do
infarto cerebral, induzido pelo glutamato, em 47%.
Além disso, o G-CSF também reduziu significativa-
mente a mortalidade (25% no grupo controle versus
6,25% no grupo do G-CSF). Em estudo subseqiiente,
o grupo de Schabitz® demonstrou o potencial terapéu-
tico multimodal do G-CSF; eles demonstraram a forte
atividade antiapoptoética em neurénios maduros por
meio da ativacdo de multiplas vias de sobrevivéncia
celular. Ambos, G-CSF e o seu receptor (G-CSFr),
expressaram-se em inimeros sitios anatomicos e
funcionais do SNC, ¢ essa expressao foi induzida pela
isquemia cerebral, 0 que sugeriu um mecanismo sina-
lizador de protecao autocrino. Surpreendentemente, o
G-CSFr também se exprimiu nas células-tronco neurais
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Redugdo da atividade de citocinas como as TNF-a, |
IL-1, IL-6, IL-8, iNos, em uma variedade de estimulos

Refs. 14, 19, 61

ANTIINFLAMAGAO

Efeito ERENCIAGAO NEURONAL

g ica

Refs. 24, 25, 53

Citogénese:

ANTIAPOPTOSE

G-CSF

MIGRAGAO HSC para regido

Aumento dose-dependente de marcadores neuronais madu-
ros como Il tubulina e enolase neurénio-especifico Efeito

Ativagdo do receptor G-CSFr neutraliza mecanismos
de morte celular programada por meio da diminuigao
da atividade da caspase, ativagdo da STAT3, ativagdo
da EPK5 cinase

ANGIOGENESE

Efeito

Mobilizagao de células progenitoras endoteliais (EPC)
Aumento de neutréfilos

Liberagdo VEGF; nova mobilizagdo EPC; recrutamento
de células angiogénicas; formagao de vasos

Refs. 45, 62

- Expanséo clonal direta e transdiferenciagdo em neurénios, glia e células vasculares
- Estimulagdo de células progenitoras locais — enriquecimento do millieu local

Refs. 57, 59, 67

Figura 1 — Efeito multimodal do G-CSF no SNC.

adultas, e 0 G-CSF induziu a diferenciagdo neuronal in
vitro. O G-CSF melhorou significativamente o resultado
comportamental de longo prazo e, portanto, melhorou
o prognostico de longo prazo apos a isquemia cortical,
estimulando a resposta progenitora neural, propiciando,
assim, uma nova oportunidade de recuperagdo funcio-
nal. Os autores concluiram que o G-CSF ¢ um ligante
enddgeno no SNC que possui atividade benéfica dupla,
seja agindo contra a degeneracdo neuronal aguda, seja
contribuindo para a plasticidade de longo prazo apos a
isquemia cerebral.

Schneider e cols.>, recentemente, utilizaram dois
modelos de isquemia cerebral em ratos; no primeiro,
mensuraram o volume do infarto cerebral num modelo
de isquemia de oclusdo da ACM e estenderam o inicio
do tratamento com G-CSF apos a isquemia para 24
horas ¢ 72 horas ap6s o ictus isquémico, num modelo
de isquemia fototrombdtica cortical, analisando separa-
damente os efeitos da isquemia e do G-CSF no cortex
cerebral e em regides subcorticais; demonstraram que
a eficacia do G-CSF estende-se para as areas cortical
e subcortical. Até aquele momento, todas as drogas
conhecidas tinham eficacia apenas no cortex cerebral.
Assim como eles, outros autores demonstraram que a
janela terapéutica ap6s o infarto pode ser bastante fle-
xivel, pois 0 G-CSF teria uma efic4cia verdadeiramente
bimodal (antiapoptdtica na fase aguda e potencializado-
ra da recuperacdo na fase subaguda e cronica). Outros
autores, como Six e cols.”®, demonstraram redugio

de 55% na area do infarto com janela terapéutica de
24 horas. Komine-Kobayashi e cols.” demonstraram
uma reducdo equivalente em dois grupos de animais,
um de 24 horas e outro de 72 horas apds o infarto. Essa
acdo bimodal torna o G-CSF um candidato extrema-
mente atraente para aplicagao clinica na fase subaguda
do AVC. Schabitz e cols.*®, Zhao e cols.” € Lu e cols.**
também demonstraram que modelos experimentais
tratados com G-CSF tiveram melhor recuperacao
funcional, menor taxa de mortalidade € menor volume
de infarto.

Kawada e cols.? exploraram o potencial do G-CSF
na fase aguda (1-10 dias) e subaguda (11-20 dias) do
AVC e mostraram que o G-CSF atuou de uma maneira
distinta, pois na fase subaguda o G-CSF também me-
lhorou as fungdes cerebrais cognitivas.

O G-CSF mobiliza as células progenitoras
hematopoiéticas (HSCs) para o SNC

HSCs mobilizadas da medula 6ssea (CD34) pelo
G-CSF migram através da circulacdo e atravessam a
barreira hematoencefalica; elas podem ser observadas
nos espagos perivasculares do hemisfério isquémico'’.
Embora haja melhora no processo de reparo celular,
0 mecanismo exato de como esse fato acontece ainda
ndo ¢ compreendido. Existem alguns processos que sdo
conhecidos. Sabemos que a isquemia causa aumento na
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expressao de receptor de citocinas CXCR4 SDF-1 em
regides adjacentes a isquemia, indicando que o SDF-1
pode exercer quimioatra¢ao nas células CD34*CXCR4
periféricas. Assim, o SDF-1 seria um sinalizador mole-
cular que direcionaria as células CD34" CXCR4 para a
area isquémica***, Os mecanismos que gerariam o repa-
ro celular — refletidos como um aumento em sobrevida
e melhoria nas escalas de avaliagdo clinica — s3o mais
especulativos. Uma possibilidade seria a integracao ao
tecido das células CD34 mobilizadas e que atingiram
a area isquémica ¢ de penumbra, repondo as células
lesionadas e reconstruindo o circuito neuronal. Outra
possibilidade seria a producdo de fatores troficos a
partir da interacdo das células CD34 com as células
isquémicas, e esses fatores troficos contribuiriam para
areparagdo das células lesadas e ainda vidveis. Zhao e
cols.” mostraram que os niveis de fibronectina no cére-
bro de ratos tratados com G-CSF estao elevados e que a
fibronectina promove a sobrevivéncia e a migragao de
células precursoras neurais endoégenas transplantadas
em cérebros de ratos com traumatismo craniencefalico.
Modelos experimentais com camundongos deficientes
em fibronectina possuem atividade apoptotica e area de
infarto muito superior apds a oclusao da ACM quando
comparados com camundongos normais.

O G-CSF ativa os mecanismos
de antiapoptose

O G-CSF mostrou-se um forte ativador de vias de
sobrevivéncia celular (antiapoptose); essa propriedade
parece ser mediada pelo receptor neuronal G-CSF
(G-CSFr). Uma via antiapoptotica conhecida € a regula-
¢ao da STAT-3 e Bcl2?%, familia de proto-oncogenes que
promove a sobrevivéncia celular. Outra possibilidade
seria através da via da proteina Janus tirosina cinase/
transdutor e ativador de sinal de transcri¢do (JAK/STAT)
e subseqiiente ativagdo da Bcl-2%7, onde a hiperexpres-
sdo de Bcl-2 protegeu os neurdnios contra a morte no
periodo pos-isquemia. O grupo de Schabitz** demonstrou
a existéncia de G-CSFr em neurdnios e na glia e que o
efeito neuroprotetor do G-CSF ¢é dependente da ativagéo
da via JAK/STAT. Schabitz e cols.*’, Zhao e cols.*” e Lu
e cols.* demonstraram que modelos experimentais trata-
dos com G-CSF tiveram melhor recuperagio funcional,
menor taxa de mortalidade e menor volume de infarto.

O G-CSF induz a diferenciagdo neuronal

Sabe-se que o cérebro dos mamiferos adultos possui
células-tronco e progenitoras em varios sitios, incluindo-
se a zona subventricular e giro denteado. O G-CSF e
seu receptor se expressam também nessas regides®’.

G-CSF e isquemia cerebral

O G-CSF induz a atividade do marcador neuronal
maduro B-I1I tubulina, indugdo esta que ¢ mais intensa
do que a maioria dos indutores conhecidos. O G-CSF
leva a um aumento da populagdo de células neurais que
expressam marcadores neuronais maduros, sendo este
dado uma indica¢@o de que o G-CSF modula a diferen-
ciag@o de células precursoras neurais adultas®. O G-CSF
também estimula a neurogénese por meio da integragao
com o fator de crescimento vascular endotelial (VEGF)
e ativacdo de estatinas®. A administra¢do de citocinas
hematopoiéticas na fase subaguda apds o infarto cere-
bral foi eficaz na recuperag@o funcional, facilitando a
proliferacdo de células progenitoras neurais®.

O G-CSF interfere na angiogénese

Concomitante ao aumento dos granulécitos e dos
neutrdfilos na circulag@o sanguinea, o G-CSF promove
a secre¢do de fatores angiogénicos®, como o VEGF,
utilizando-se das alternativas de aumentar o nimero
absoluto de neutrofilos e do aumento da produgao de
VEGF em cada neutréfilo. O bloqueio das vias de VEGF
impede a angiogénese induzida pelo G-CSF, sugerindo
que a angiogénese induzida pelo G-CSF ¢ dependente
de VEGF#*. A administra¢do local de G-CSF no tecido
isquémico elevou a densidade capilar e forneceu uma
vascularizacdo funcional, contribuindo para a neo-
vascularizagdo do tecido isquémico?!. Nessa situagdo,
observou-se area vascular com aumento de ramifica-
¢des, do comprimento dos vasos e do nimero de células
endoteliais BrdU positivas no grupo tratado com G-CSF
quando comparadas com o grupo isquémico. Mas essa
ndo ¢ a unica forma de agdo, pois existem evidéncias
de que células circulantes angiogénicas sdo capazes
de se dirigir para locais de dano vascular, estimulando
a angiogénese, muito embora o numero dessas células
angiogénicas circulantes seja considerado muito peque-
no. Takagi e cols.®® demonstraram aumento do indice
de perfusdo sanguinea, além de aumento do nimero
de vasos colaterais mensuraveis e da densidade capilar
por meio de Doppler. A combinagdo de transplante de
células mononucleares de medula 6ssea e do G-CSF
apresentou o melhor percentual de neovascularizagio.
Um fator que pode interferir na eficacia do G-CSF como
indutor de angiogénese ¢é o fator tempo. O G-CSF inje-
tado um dia ap6s a isquemia cerebral induziu uma maior
taxa de proliferacdo endotelial quando comparado as
injecdes ocorridas sete dias ap6s a isquemia’!. Aparen-
temente, o G-CSF também atua na diferenciac¢do de
células HSCs, diferenciando-as em células endoteliais
de vasos sanguineos. Minamino e cols.’” observaram
que essa diferenciagdo estava aumentada em animais
tratados com G-CSF, resultando numa recuperacao mais
precoce do fluxo sanguineo em membros isquémicos.
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O G-CSF inibe os mediadores
inflamatorios

Os antigenos que penetram o corpo humano sdo
combatidos pelo sistema imunolégico inespecifico
do qual fazem parte os granuldcitos (PMN) ¢ os ma-
crofagos, entre outros. No bojo dessa batalha contra a
infecgdo, aparecem os elementos que definem a inflama-
¢do, como a hiperemia, o edema ¢ a hipertermia local.
Nosso sistema de defesa desse componente do sistema
imunolégico ¢ coordenado e regulado pelos padrdes
de sinalizagdo celular (molecular), por mediadores
lipidicos e pelas citocinas interleucina-1 (IL-1), fator
de necrose tumoral alfa (TNF-a) e a linfocina interfe-
ron gama (IFN-y). A atividade dessas citocinas pode
ser reduzida ndo somente pela down-regulation de sua
producdo ou secre¢do, mas também pela estimulagido
da liberagdo de seus antagonistas IL-ra ¢ STNF-a, pois
¢ nesse contexto que o G-CSF age: o G-CSF ativa
os PMN, estimulando sua proliferagdo, maturagio e
direcionamento para defesa. Assim, o G-CSF pode ser
um potente imunomodulador antiinflamatdrio por si
6. Entdo, a luz desses dados, o proximo passo seria
conhecer com mais detalhes os efeitos do G-CSF nesses
mediadores, pois drogas que interferem na produgo ou
na acdo desses mediadores potencialmente fornecem
protecdo contra a inflamag¢ao. Um importante denomi-
nador comum de muitas condigdes inflamatorias é a
liberagdo de TNF. Drogas que interferem na produgao
ou na ac¢do do TNF potencialmente fornecem protegédo
contra a inflamagdo. O G-CSF reduz a atividade do
TNFa'4, inibe a atividade da enzima 6xido nitrico sin-
tase induzivel (iNOs)®!, bem como diminui os niveis de
IL-1B, IL-6, IL-8 em varias condi¢des'. Ekdahl e cols.?,
do grupo de Lindvall, demonstraram que a inflamagao
artificialmente induzida por lipopolissacarideos (LPS)
de Escherichia coli piora tanto a neurogénese basal
quanto a induzida pela injaria. Os autores propuseram
que a inflamagdo aumenta a ativacdo microglial e
que esse seria o fator primordial da inibi¢do da neu-
rogénese. Esse efeito deletério da microglia ativada
dos neurdnios justa-formados € mais provavelmente
mediado pela agdo de citocinas, tais como a IL-1 § ou
IL-6, TNF-a, ou 6xido nitrico (NO). Essas moléculas
podem ser liberadas na microglia e sdo neurotdxicas
in vitro'1646 Monge e cols.* demonstraram que a
inflamagdo produzida isoladamente no SNC inibe a
neurogénese e que o bloqueio do processo inflamato-
rio com indometacina restaura a neurogénese apos a
inflamac¢do induzida por endotoxina ou apos irradiagdo
cerebral. Os autores também discutem a importancia e
0s possiveis mecanismos na fisiopatologia da memoria
e em certas deméncias.

Implicagoes clinicas dos
estudos em humanos

Os estudos promissores realizados em animais deram
0 embasamento cientifico para o uso clinico do G-CSF
em humanos. As estratégias de reposi¢do celular em
humanos se iniciaram com o transplante intracerebral de
células fetais ou células precursoras pré-diferenciadas in
vitro>?"8, Essas estratégias concebiam uma abordagem
em uma Unica via na cadeia de eventos que levam a
morte celular. O G-CSF propicia uma nova terapia, pois
as varias publicagdes existentes, como ja citamos ante-
riormente, demonstram um efeito multimodal do G-CSF,
atuando tanto na fase aguda quanto na fase subaguda
da isquemia cerebral. O G-CSF melhorou o resultado
comportamental de longo prazo apds a isquemia cortical.
Assim, aparentemente o G-CSF exerce uma atividade
benéfica dupla, ou seja, agindo contra a degeneragao neu-
ronal aguda ou contribuindo para uma plasticidade!>3*¢!
de longo prazo apds a isquemia cerebral. O G-CSF
preenche os critérios do STAIR (Stroke Therapy Aca-
demic Industry Roundtable)®, quais sejam: penetra¢do
na barreira hematoencefalica, atividade neuroprotetora
em diferentes modelos de infarto cerebral demonstrada
por grupos independentes, atividade demonstrada em
diferentes espécies, farmacocinética bem conhecida e
dados prognosticos promissores.

Ickenstein e cols.??, em 2004, reportaram a auséncia
de efeitos adversos do G-CSF; em 2006, Shyu e cols.™
exploraram o potencial terapéutico do G-CSF no AVCI
agudo da artéria cerebral média avaliando dez pacientes.
Os critérios de inclusdo foram: diagnostico por meio de
ressonancia magnética a admissao hospitalar, déficit neu-
rolégico avaliado pela Escala de Stroke do NIH (NIHSS),
pacientes selecionados quando entre os escores 9 ¢ 20
dessa escala e periodo maximo de sete dias ap6s o inicio
do AVC. Num periodo de 12 meses ap0s tratamento, sete
pacientes que receberam G-CSF apresentaram melhora
muito mais expressiva na fun¢do neurolégica do que os
trés pacientes-controle em todas as escalas clinicas uti-
lizadas, incluindo a Escala de Stroke do NIH, Escala de
Stroke Européia e o indice de Barthel. Esses resultados
positivos encorajadores estimularam a realizacdo de
novos estudos clinicos com maior niimero de pacientes
e dentro de padrdes estatisticos inquestionaveis. Sprigg
e cols.® publicaram, em 2006, um estudo duplo-cego,
aleatdrio e controlado com placebo em 36 pacientes
com AVCI, realizado em dois centros, onde foi aplicado
G-CSF subcutaneo com aumento escalonado de dose, na
fase subaguda (de 7 a 30 dias). Foi realizada a contagem
de células CD34+ e hematimétrica global para se atestar
a mobilizacdo de células precursoras, sendo o objetivo
do experimento clinico avaliar a seguranga e o resultado
funcional dos pacientes. Os autores concluiram que o
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G-CSF ¢ eficaz na mobilizagdo de células precursoras
em pacientes com AVCl recente e que a administragdo é
segura e bem tolerada. Apesar do inicio promissor, novos
estudos deverdo agora avaliar a eficacia da droga como
agente terapéutico no AVC.

Existem ainda varios quesitos a serem respondidos,
como, por exemplo, o que aborda a questao da dosagem
mais eficaz. Quais sdo os limites temporais da eficacia
do G-CSF apos 0 AVC? E possivel potencializar ainda
mais a acdo do G-CSF aplicando-o simultaneamente com
outras citocinas, tais como fator neurotrofico derivado
do cérebro (BDNF), fator derivado vascular endotelial
(VEDF) ou eritropoietina (EPO)? Essas sdo questoes a
serem respondidas por pesquisas clinicas futuras.

Talvez o G-CSF possa ser um complemento ou ser
associado ao implante de células mesenquimais®*. Num
trabalho recente, Baker e cols.?, por exemplo, utiliza-
ram HSCs, inibidores da metaloproteinase ¢ tratamento
metabolico isoladamente ou em associagdo em animais.
Num modelo de oclusdo da ACM, vetores de liberagao
genéticos foram utilizados para potencializar a expressao
de inibidores teciduais da matriz metaloproteinase 1 ¢
2 (TIMP1 e TIMP2) trés dias antes da isquemia indu-
zida. Apds a oclusdo, células HSCs foram injetadas por
via intra-arterial isoladamente ou em combinagdo com
agentes que melhoraram a biodisponibilidade de NO.
A avaliagdo da extensdo do infarto, a incorporacdo de
BrdU e a recuperagao motora demonstraram que os maio-
res beneficios foram obtidos nos ratos que receberam a
terapia tripla combinada, que ultrapassaram os efeitos
benéficos obtidos na monoterapia ou na dupla terapia.

Em outro estudo recente, Minger e cols.*® exami-
naram o cérebro de um paciente de 84 anos de idade
que faleceu sete dias apos um AVC, utilizando-se de
anticorpos com marcadores especificos para células
progenitoras neurais, e estas foram comparadas com
um cérebro da mesma idade e sexo. Os autores obser-
varam a presenga de células imunopositivas na regido
periinfartada e também em areas distantes. Todos os
achados descritos em animais foram corroborados por
esse estudo anatomo-patoldgico do cérebro humano.

Estudos no Brasil

No Brasil, foram realizados estudos nao aleatdrios
para se avaliar a seguranga do transplante autdlogo de
células de medula 6ssea no AVCI agudo, dentro de certos
pressupostos. Na fase 1 desse estudo’, pacientes com
AVCI na fase aguda foram submetidos ao transplante
autologo intra-arterial de HMC’s. Com base nos resul-
tados desse trabalho, os autores concluiram que o proce-
dimento ¢é seguro, viavel e promissor. Posteriormente, 0s
autores publicaram outra série com um numero maior de
pacientes, e o grupo de pesquisadores se prepara agora
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para avaliar os efeitos terapéuticos das células mesen-
quimais, onde nosso grupo pretende se inserir. Nosso
grupo possui experiéncia prévia com células-tronco em
cardiologial'>*® e experiéncia inicial com o G-CSF*.
Nesse ultimo relato apresentamos nossa experiéncia
inicial com um paciente que talvez tenha sido o primeiro
paciente brasileiro a fazer uso de G-CSF especificamente
para uma patologia intracerebral, a qual se deu logo ap6s
a publicacdo de Shyu e cols.™.

Conclusao

A compreensdo dos mecanismos envolvidos na
plasticidade neural e na sua modulagdo e a possibi-
lidade de restauracdo de deficiéncias funcionais pela
potencializacdo da neurogénese endogena ou da tera-
pia celular abrem novos horizontes no tratamento do
AVC. Estamos vivenciando uma nova era, ¢ a proxima
década possivelmente marcard o surgimento de novas
tecnologias ¢ abordagens para o tratamento do AVC e
de outras doengas neuroldgicas.
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