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RESUMO: A biologia das células-tronco ¢ um dos campos mais
dinamicos e promissores das ciéncias bioldgicas, pois ¢ a base do
desenvolvimento dos organismos. Sua complexidade biologica
vem demandando esforcos de diversas linhas de pesquisa visando
principalmente sua utilizagdo terapéutica. As células-tronco
mesenquimais (CTMs), apds sua infusdo no organismo receptor,
tendem a se acumular no pulmao melhorando o microambiente,
protegendo as células epiteliais dos alvéolos e prevenindo a
formacao de fibrose de forma a restaurar a fun¢ao dos pulmades.
Por meio dos processos seguros e eficazes de supressdo dos
processos inflamatorios e reparagao do tecido pulmonar, as CTMs
surgem como uma promissora abordagem terapéutica para o
tratamento de doengas respiratorias. Neste trabalho abordamos o
estado da arte e o potencial terapéutico das CTMs no tratamento
de pacientes acometidos por pneumonia em decorréncia da
COVID-19.

Descritores: Infeccdes por coronavirus; Coronavirus; Células-
tronco mesenquimais; Pneumonia; Doengas respiratorias.

ABSTRACT: The biology of stem cells is one of the most
dynamic and promising fields in the biological sciences, as it is the
basis for the development of organisms. Its biological complexity
has demanded efforts from several lines of research aiming mainly
at its therapeutic use. Mesenchymal stem cells (MSCs), after their
infusion into the recipient organism, tend to accumulate in the
lung, improving the microenvironment, protecting the epithelial
cells of the alveoli and preventing the formation of fibrosis in order
to restore the function of the lungs. Through safe and effective
processes to suppress inflammatory processes and repair lung
tissue, MSCs appear as a promising therapeutic approach for the
treatment of respiratory diseases. In this work, we address the state
of the art and the therapeutic potential of MSCs in the treatment
of patients affected by pneumonia inCOVID-19.
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INTRODUCAO

Coronavirus (CoVs) ¢ um importante

patogeno, geralmente associado a doencgas
respiratdrias e infecgdes gastrointestinais, que acomete
tanto os seres humanos como os animais. O CoVs ¢
um virus pertencente a familia Coronaviridae a qual é
composta dos géneros Alphacoronavirus, Betacoronavirus,
Deltacoronavirus ¢ Gammacorovavirus assim como de
varios subgéneros e espécies. Tendo sido relatado em
diversas espécies de animais dentre os quais bovinos,
suinos, equinos, felinos, caninos, roedores, camelos,
morcegos, civetas, coelhos, dentre outros animais e
espécies aviarias. Em humanos, o coronavirus (HCoVs)
foi inicialmente isolado por Tyrrell and Bynoe em 1965,
a partir tanto de adultos como criangas, que apresentavam
um quadro de infec¢@o respiratdria, sendo posteriormente
classificados como HCoV-229E (género Alphacoronavirus)
e HCoV-0c43 (género Betacoronavirus)'. No inicio
dos anos 2000, foram isolados os HCoV-NL63 (género
Alphacoronavirus) ¢ HCoV-HKU1 linhagem A (género
Betacoronavirus — subgénero Embecovirus) de pessoas
acometidos por bronquite e pneumonia respectivamente.
Em fevereiro de 2003, na provincia de Guangdong, sul
da China, um Betacoronavirus linhagem B (subgénero
Sarbecovirus) derivado de morcegos, tendo o civeta
como hospedeiro intermediario, foi responsavel por dar
origem a uma severa doenga respiratoria que acabou por
ser denominada de severa sindrome respiratoria aguda
derivada do coronavirus (SARS-CoV). Essa acabou por
resultar em uma epidemia de 8098 casos, relatados em
29 paises localizados na América do Norte, América do
Sul, Europa e Asia, com 774 6bitos (taxa de letalidade
de 9,5%)*. No ano de 2005, em Hong Kong, dois grupos
independentes identificaram coronavirus semelhantes ao
SARS-CoV tendo o morcego como hospedeiro natural e

Tabela 1. Coronavirus que infectam os humanos

possivelmente a civeta como hospedeiro intermediario.
Os mercados de Guangzhou, onde sdo comercializados
animais silvestres vivos ou abatidos, apresentaram-se como
o possivel foco disseminador do SARS-CoV, por meio
do consumo da carne®®. Em 2012, um Betacoronavirus
Linhagem C (subgénero Merbecovirus), oriundo de
camelos e dromedarios, foi responsavel, na Arabia Saudita,
por dar origem a sindrome respiratoria do Oriente Médico
(MERS-CoV), muito semelhante a SARS™®. Segundo dados
da Organizagdo Mundial da Satde, até o final de 2019, um
total de 2494 casos foram confirmados, com tendo resultado
em 858 Obitos (taxa de letalidade de 34,4%)°. No final de
2019, na cidade de Wuhan, provincia de Hubei, na China,
surgiu 0 SARS-CoV-2, o qual tem 88% da sequencia
gendmica identica ao dos Betacoronavirus identificado
em morcegos, mas difere em 79% do SARS-CoV'. Em
comum, 0s pacientes apresentavam o historico de visita ao
mercado local de frutos do mar préximo a Huanan, uma
provincia ao sul de Hubei, onde se suspeita ser a origem
da transmissao zoonotica. Os sintomas apresentados pelos
infectados, inicialmente, eram os de uma pneumonia
comum — entretanto, os pacientes evoluiam logo em seguida
para um quadro de sindrome do desconforto respiratorio
agudo. Em 7 de janeiro de 2020, o Centro de Controle e
Prevencao de Doencas da China confirmou a existéncia de
um novo coronavirus o qual foi denominado SARS-CoV-2
o qual vem se disseminando mundialmente o que levou a
Organizacdo Mundial da Satude decretar, em 11 de margo
de 2020, o quadro de pandemia.

Embora os humanos possam ser acometidos por
diferentes coronavirus, todos demonstram ter sua origem
em animais. Os coronavirus SARS-CoV, SARS-CoV-2,
MERS-CoV, HCoV-NL63 e HCoV-229E tiveram sua
possivel origem a partir do morcego, enquanto os HCoV-
0C43 ¢ HCoV-HKUI1 provavelmente derivaram de
roedores'! (Tabela 1, Figura 1).

VIRUS GENERO DESCOBERTA HOSPEDEIRONATURAL HOSPEDEIRO INTERMEDIARIO RECEPTOR
CoV-NL-63  Alphacoronavirus 1965 Morcego Desconhecido Enzima Conversora de Angeotecina 2
CoV-229E  Alphacoronavirus 1967 Morcego Alpacas Aminopeptidase N
SARS-CoV  Betacoronavirus 2003 Morcego Civeta da Palma Mascarada ~ Enzima Conversora de Angeotecina 2
CoV-0C43  Betacoronavirus 2004 Roedor Gado 9:0-Acido Acetilsalicilico
CoV-HKU-1  Betacoronavirus 2005 Roedor Desconhecido 9-0-Acido Acetilsalcilico
MARS-CoV  Betacoronavirus 00 Morcego Camelo e Dromedrio Dipeptidil Peptidase 4

SARS-CoV-2  Betacoronavirus 2019 Morcego Desconhecido Enzima Conversora de Angeotecina 2
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Figura 1. Ciclo de evolugao dos subtipos de cepas do coronavirus ao longo dos anos'!

O SARS-CoV-2 tem o seu genoma composto por
uma cadeia de fita simples de RNA de 29.9 kb (o maior
genoma de RNA viral conhecido), sentido positivo, que
interage com nucleoproteina'. O genoma do SARS-CoV-2
possui um numero variavel (6 a 11) da fase de leitura
aberta (ORFs, do inglés open reading frames) sendo que
dois tergos se localizam no primeiro ORF (ORF 1a/b) - o
qual traduz duas poliproteinas (ppla e pplab), além de
codificar 16 proteinas ndo estruturais. Os ORFs restantes
codificam proteinas acessorias e estruturais. A parte
restante do genoma codifica quatro proteinas estruturais
que compde o CoVs e as proteinas de membrana, proteinas
de envelope, proteina de nucleocapsideo, glicoproteina
de superficie Spike e algumas proteinas assessorias que
interferem na resposta imune inata do hospedeiro® (Figura
2). A glicoproteina de superficie Spike desempenha um
papel fundamental no processo de infecgdo por SARS-
CoV-2, pois ¢é responsavel pelo reconhecimento do receptor
celular, a enzima conversora de angiotensina 2 (ACE2),
sendo, desta forma, fundamental no processo de tropismo
ao hospedeiro ¢ a capacidade de transmissao do virus'>. A
glicoproteina de superficie Spike ¢ funcionalmente dividida
em dois dominios: S1 e S2 responsaveis, respectivamente,
pelos processos de ligagdo ao receptor ACE2 e fusdo a
membrana celular. J4 o dominio de ligagdo ao receptor
(RBD) do SARS-CoV-2, normalmente, encontra-se
localizado no dominio C-terminal de S1. Devido ao
mecanismo de replicagdo viral do SARS-CoV-2 possuir
uma alta freqliéncia de recombinacdo ¢ elevada taxa
de mutagdo, além do processo de transmissdo intra e
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interespecificas, o SARS-CoV-2 ¢ capaz de dar origem a
novas cepas de coronavirus®.

A infecgdo causada pelo coronavirus tem um
periodo de incubagdo que pode variar de 2 a 5 dias. Apos
o periodo de incubagdo os pacientes infectados tendem a
apresentar sintomas como febre alta (temperatura superior
a 38,4°C), dor de cabega e mialgias. Cerca de 10% a 20%
dos pacientes apresenta um quadro de diarréia. Os sintomas
respiratorios caracteristicos como tosse seca, dispnéia e
radiografia positiva do térax passam a ser desenvolvidos
varios dias ap0ds o inicio da doenga, aproximadamente uma
semana. Os grupos de individuos mais suscetiveis sdo os
com mais de 65 anos de idade e/ou doengas subjacentes
como hipertensdo, diabete, cardiopatias e doengas
respiratorias. A maioria dos pacientes acometidos pelos
sintomas respiratorios caracteristicos tendem a desenvolver
um quadro de pneumonia'®*. Em casos mais graves os
pacientes podem apresentar quadros de acidose metabolica,
choque séptico, disfun¢do no processo de coagulagdo
sanguinea e faléncia multipla dos 6rgaos'.

Embora as células-tronco mesenquimais (CTMs)
(Figura 2) ja sejam conhecidas a algum tempo, sua biologia
e acao terapéutica vém se tornando, nas ultimas décadas,
objeto de intenso interesse por parte da comunidade
cientifica. As CTMs emergiram na literatura devido ao seu
elevado potencial imunomodulador e reparador os quais se
apresentam aplicaveis ao campo da medicina. Atualmente
sabe-se que todos os tecidos do corpo possuem o seu
proprio reservatdrio de CTMs o qual é responsavel pela
homeostase do ambiente tecidual.
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Figura 2. Aspecto morfolégico fibroblastoide das células-tronco
mesenquimais

As CTMs sdo caracterizadas por serem células
indiferenciadas, fusiformes, longas e achatadas,
apresentando uma morfologia fibroblastoide, habilidade
de se aderir a superficies poliméricas, elevado potencial
de proliferacao, capacidade de se diferenciar em linhagens
osteogénica, condrogéncia e adipogéncias. Além disso,
mais de 95% das células devem expressar os marcadores de
superficie CD105, CD73 e CD90 assim como menos de 2%
devem expressar CD14, CD19, CD34, CD45 e HLA-DR.
Devido ao seu potencial de expansao in vitro, capacidade
de tratar lesdes teciduais, manutencao de suas propriedades
imunomodulatdrias e de diferenciacdo, mesmo apos longos
periodos de criopreservagdo, as CTMs se apresentam como
um recurso em potencial tanto para ensaios como para
terapias clinicas. No entanto, a capacidade das CTMs de se
auto-renovarem por tempo limitado in vitro e sua vida util
variar de espécie para espécie, ¢ um importante fator a se
considerar quando se pensa em uma abordagem terapéutica.

PERSPECTIVA TERAPEUTICA

O sistema respiratorio ¢ constantemente exposto
a varios fatores que tendem a alterar a homeostase
pulmonar, a qual ¢ mantida por meio da interagdo entre
as células epiteliais alveolares e imunoldgicas presentes
no microambiente pulmonar. Dentre os principais
sintomas identificados em pacientes acometidos pelo
novo coronavirus (SARS-CoV-2) podemos citar: febre,
tosse seca, cansaco, perda de olfato ou paladar, diarréia,
dores ou desconfortos, erup¢do cutanea, descoloracdo
dos dedos das maos ou dos pés e dificuldade de respirar.
Entretanto a principal causa de morte em pacientes com
infeccdes mais severas € a SDRA (Sindrome de Dificuldade
Respiratoria Aguda). A SDRA é um espectro mais grave
da lesdao pulmonar aguda (LPA) composto por um dano
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alveolar difuso e por edema pulmonar ndo cardiogénico,
caracterizado clinicamente por uma insuficiéncia
respiratoria hipoxémica e presenca de infiltrado pulmonar
bilateral, sendo necessario uso de ventilador mecanico'®.
Nestes casos a fisiopatologia da SRDA ¢é semelhante a uma
pneumonia grave adquirida na comunidade causada por
virus e bactérias. Os pacientes que desenvolvem a forma
severa da doenca podem desenvolver uma sindrome de
choque citocinico na qual ha superprodugdo de citocinas
pro-inflamatodrias de reposta precoce, como o fator de
necrose tumoral (TNF-a), IL-6 e IL-1f caracterizando uma
sindrome que promove o aumento da hiperpermeabilidade
vascular, falha de multiplos 6rgdos e eventualmente a
morte'’.

Logo solugdes terapéuticas que sejam
imunomoduladoras ou anticitocinas se tornam viaveis para
a estabilizagdo do processo inflamatorio como aplicago
de imunoglobulinas intravenosas e uso esteroides's. O
processo de reparagdo da lesdo pulmonar é modulado por
um conjunto de fatores como as metaloproteinases da
matriz celular (MMPs), citocinas e fatores de crescimento
produzidos pelas células epiteliais imunes residentes em
pulmao, fibroblastos e condrécitos.

Terapia com células-tronco

A terapia com células-tronco tem sido alvo de
intensas pesquisas basicas, pré-clinicas e clinicas, tendo
sido sua seguranca e eficacia comprovada®*?!'. As melhoras
funcionais tém sido atribuidas principalmente aos efeitos
imunomuduladores resultantes da secrecdo de fatores
paracrinos por parte das CTMs, o que vem auxiliando
na reducdo das taxas de morbidade e mortalidade de
varias doengas. Devido a sua capacidade modular os
processos de proliferagdo, ativagdo e funcionalidade
das células do sistema imunologico, as CTMs surgem
como uma abordagem terapéutica promissora para as
doengas pulmonares agudas ou cronicas. Além disso,
soma-se o potencial de se diferenciarem em células
epiteliais alveolares do tipo II (EATII), como avaliado em
experimentos in vitro*>,

Apo6s serem infundidas no paciente, as CTMs
iniciam sua ac¢do paracrina por meio da secrecdo dos
fatores de crescimento como o fator de crescimento de
queratinocitos (KGF, do inglés keratinocyte growth factor),
fator de crescimento endotelial vascular (VEGF, do inglés
vascular endotelial growth factor) ¢ fator de crescimento
de hepatocito (HGF, do inglés hepatocyte growth factor)
promovendo a regeneracdo das células epiteliais, protecao
da permeabilidade vascular e prevengdo da apoptose das
células endoteliais de forma a promover o processo de
reparagao das células EATII. Além disso, as CTMs atuam
de forma a reduzir a presenca de neutrdfilos, suprimir a
produgdo das citocinas pro-inflamatorias IL-6 ¢ TNF-a
e estimular a capacidade dos macrofagos alveolares de
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produzir o fator anti-inflamatério IL-10%7.

Em estudo piloto realizado pela equipe do Dr.
Zhao, foram selecionados dez pacientes, quatro homens
e seis mulheres com idade variando entre 45 ¢ 75 anos
de idade, confirmados para HCoV-19 por meio da técnica
de RT-PCR, acometidos por um quadro de pneumonia
decorrente da infecgdo por SARS-CoV-2, sendo sete
submetidos a uma unica administragdo endovenosa de
CTMs humanas na concentragdo de 1x10° células por
quilograma de peso corporal e trés utilizados como placebo.
Dentre os pacientes submetidos a infusao das CTMs, um
apresentava um quadro critico, quadro exibiam um quadro
severo ¢ dois um estado ndo severo da sindrome. Os trés
pacientes utilizados como controle, apresentavam um
quadro severo da sindrome. Antes da infusdo das CTMs os
pacientes apresentavam um quadro de baixa saturacdo de
oxigénio, febre alta (38.5°C + 0.5°C), falta de ar, fraqueza,
perda de apetite e pneumonia. No estudo os pacientes
foram acompanhados pelo periodo de 14 dias tendo sido
observado, apos 2 a 4 dias, uma melhora significativa nos
sintomas de todos os pacientes submetidos a aplicacao das
CTMs, sem a deteccdo de efeitos adversos. As analises
das imagens do torax demonstraram uma significativa
reducdo da infiltragdo toracica. Ja os resultados laboratoriais
demonstraram uma diminuicdo significativa da citocina
pro-inflamatoria TNF-o e aumento dos niveis de IL-
10, quando comparados com os pacientes tratados com
terapia convencional. Observou-se um aumento da taxa
de linfocitos periféricos com a restauracdo fenotipica das
células T CD4" e dendriticas e uma diminuicao da proteina
reativa-C. A maioria dos pacientes apresentou resultados
negativos para os acidos nucléicos SARS-CoV-2, via RT-
PCR, a partir de uma semana apds a infusdo das CTMs.
Os dados também demonstraram um aumento da expressao
génica de fatores anti-inflamatorios e tréficos como TGF-f3,
HGF, IL-10, LIF, GAL, NOA1, FGF, VEGF, EGF, BDNF
e NGF nas CTMs comprovando a elevagdo de sua fungdo
moduladora®.
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