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SEGURANCA DOS ANTI-INFLAMATORIOS
NAO ESTEROIDES. RISCO CARDIOVASCULAR

Os anti-inflamatérios ndo esterdides (AINE), amplamente uti-
lizados, tém sido implicados com frequéncia na aparicdo de
reaccdes adversas, especialmente digestivas.” Nos anos mais
recentes tém sido referidos efeitos cardiovasculares anterior-
mente desconhecidos.?

RISCOS CARDIOVASCULARES

Os primeiros receios sobre a seguranga cardiovascular dos
AINE surgiram em relacdo aos inibidores da COX-2.>3 No ano
2000, no ensaio VIGOR, que comparou rofecoxib com napro-
Xeno na artrite reumatodide, no grupo tratado com rofecoxib foi
detectado um aumento na incidéncia de enfarte de miocardio
(EM).? Posteriormente, no estudo APPROVe, o uso prolongado
de rofecoxib associou-se a um aumento de acontecimentos
tromboticos (EM e acidente vascular cerebral).>* Noutros es-
tudos foi observado um aumento similar no risco cardiovascu-
lar (RCV). O rofecoxib foi retirado do mercado em 2004.4 Em
2005, suspende-se a comercializacdo de valdecoxib pelas suas
graves reaccées adversas cardiovasculares e cutdneas.?*
Segundo certos estudos, o celecoxib ndo estaria associado a
aumento significativo de RCV. Alguns ensaios aleatorizados e
controlados (EAC) ndo encontraram aumento de acontecimen-
tos cardiovasculares graves com celecoxib em comparacao
com placebo ou com AINE ndo selectivos.*> Uma revis&o sis-
tematica de estudos observacionais ndo encontrou um risco
aumentado de eventos cardiovasculares (especialmente EM e
morte subita) com o celecoxib nas doses habituais.® Em con-
traste, dados de outros trabalhos sugerem um risco cardiovas-
cular aumentado, especialmente a doses altas.*>78

H3a ensaios que referem uma incidéncia similar de aconteci-
mentos trombdticos para o etoricoxib e o diclofenac,>*® mas
a interpretacdo é problematica, pois este Ultimo pode estar
associado com aumento do RCV.2*

Em 2006, a EMEA concluia que existe um aumento de RCV asso-
ciado ao uso de inibidores da COX-2, que pode representar cerca
de trés casos extra de episddios aterotrombdticos por cada 1
000 doentes/ano em tratamento. Para a maioria dos doentes, o
potencial aumento de risco é pequeno;® parece aumentar com a
dose'? e se houver antecedentes de doenca cardiovascular.”'°

Dados mais recentes indicam que os AINE tradicionais tam-
bém se associam a um RCV aumentado.? Muitos dados proce-
dem dos ensaios realizados com os inibidores da COX-2 (nos
quais os AINE tradicionais actuaram como comparadores). 2

Uma meta-andlise de EAC encontrou uma incidéncia de acon-
tecimentos vasculares graves (EM, acidente vascular cerebral,
morte) similar entre os inibidores da COX-2 e os AINE tradi-

cionais. Os primeiros associaram-se @ um aumento moderado
de RCV, fundamentalmente EM. Altas doses de diclofenac e
ibuprofeno, mas ndo de naproxeno, associaram-se também a
um aumento similar do RCV.""

A EMEA concluia em 2006 que os AINE tradicionais podem
também associar-se, em diversa medida, a um aumento mode-
rado do risco de problemas trombéticos (principalmente EM),
especialmente, quando utilizados em doses altas ou por peri-
odos prolongados.’'?

Diclofenac. Em doses didrias de 150 mg tem sido relacionado
com aumento do RCV equipardvel ao de alguns inibidores da
COX-2'~813 g, em particular, segundo o programa de ensaios
MEDAL, ao de etoricoxib."® O uso a longo prazo de diclofenac
aumenta substancialmente o risco de EM.™ Em estudos ob-
servacionais também tem sido associado a um RCV elevado,>
gue parece ser o maior entre os AINE tradicionais.8 O diclofe-
nac inibe preferencialmente a COX-2.°

Ibuprofeno. Doses elevadas, de 2400 mg/dia, podem estar re-
lacionadas com um aumento do risco de episédios aterotrom-
boticos.”>'3 Um estudo sugere que estas doses podem ter
um perfil cardio-renal inferior ao celecoxib.! Para doses baixas
(£1200 mg/dia), que correspondem as geralmente prescritas
como analgésico e a dose maxima nos medicamentos ndo su-
jeitos a receita médica, os estudos epidemioldgicos ndo mos-
traram aumento do RCV.'>'3 Dados de ensaios clinicos tém
indicado um risco compardvel ao do celecoxib. A maioria dos
estudos observacionais mostra ligeiro aumento de risco em re-
lacdo a placebo e comparavel a outros AINE. Em meta-andlises
revelou um risco ligeiramente superior ao naproxeno.®
Naproxeno. Os dados sugerem que a administracdo de 1000
mg/dia envolve menor risco de episédios aterotrombdéticos que
os inibidores da COX-2.>813 Nao tem sido associado a um in-
cremento do RCV, ainda que um pequeno aumento N30 possa
ser excluido. Contudo, ndo se pode deduzir um efeito protec-
tor.®> Estudos observacionais e meta-analises indicam um RCV
menor do que outros AINE ndo selectivos.?®'> Contudo, esta
vantagem tem de ser considerada em relacdo a toxicidade gas-
trointestinal.’ Em estudos epidemioldgicos, o naproxeno foi as-
sociado com alto risco de hemorragia gastrointestinal, superior
em relacdo a outros AINE como diclofenac ou ibuprofeno.®
Quanto ao etodolac e o meloxicam, com uma selectividade
para a COX-2 similar a dos inibidores da COX-2,> ndo pode
ser descartado um aumento de RCV." Os dados sobre outros
AINE s&o insuficientes, mas o risco ndo pode ser excluido.”

Um estudo realizado em individuos saudaveis observou um
aumento de risco de morte e EM, dependente da dose, com
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inibidores da COX-2 e diclofenac.’® Noutro estudo,'’ realizado
na mesma coorte, o uso de rofecoxib e de diclofenac associou-
-se a aumento do risco de morte cardiovascular. O diclofenac
foi também associado a aumento da morbilidade cardiovas-
cular. Os resultados mostraram uma relagdo com a dose.
O ibuprofeno foi associado a um pequeno aumento do RCV.
O naproxeno ndo foi associado a aumento do RCV e poderia
estar entre os AINE com menor risco. Excepto para o celeco-
xib, verificou-se um aumento do risco de hemorragias graves,
um efeito associado aos AINE que deve ser relembrado.

USO DE AINE EM DOENTES CARDIOVASCULARES
Enfarte de miocardio (EM). Um estudo de coortes, realizado em
doentes gue tinham sofrido um EM observou um aumento da
mortalidade associado ao uso de AINE. O risco evidenciava-se
para os inibidores da COX-2 em todas a doses; para o ibuprofe-
no, com doses superiores a 1200 mg/dig; e, para o diclofenac,
com doses iguais ou superiores a 100 mg/dia."®

Insuficiéncia cardiaca (IC). Um estudo, em que a incidéncia de
IC ndo se associou de forma significativa ao uso de AINE, en-
contra, no entanto, uma forte associacdo com a recidiva de IC.2
Noutro estudo, realizado em doentes que sobreviveram a um
EM, o uso de AINE foi associado a risco aumentado de morte
e morbilidade por EM e IC."? Estudos observacionais tém mos-
trado um risco de exacerbag¢do de IC congestiva com o uso de
AINE, especialmente em idosos que tomam diuréticos.?°

Os AINE podem aumentar o risco de retencdo de fluidos e
de edema e piorar uma IC pré-existente.>?’ Os AINE devem
evitar-se em doentes com IC.> Se se decidem utilizar nestes
doentes, é necessario considerar cuidadosamente o balanco
risco/beneficio antes da administracdo.>*'” Todos os AINE es-
tdo contra-indicados na IC grave.'?

Hipertensdo. Os AINE podem aumentar a pressdo arterial
(PA),>2%22 por mecanismos que podem envolver a atenuagdo
da vasodilatagdo mediada por prostaglandinas, a promogdo da
retencdo de sddio ou um aumento da resisténcia vascular.? Em
individuos com hipertensdo preexistente, os AINE podem de-
sestabilizar o controlo da PA;>?° podem diminuir a eficdcia dos
anti-hipertensores,?%??> com excepcao dos blogueadores dos
canais de cdlcio.?? Ainda que o aumento da PA seja pequeno,
pode ser clinicamente relevante.?

O etoricoxib pode ter efeitos mais frequentes e graves sobre a
PA; estd contra-indicado em hipertensdo ndo adequadamente
controlada, com valores persistentemente superiores a 140/90
mmHg. Recomenda-se uma vigilancia cuidadosa antes e duran-
te o tratamento, especialmente com doses de 90 mg.??

Acido acetilsalicilico (AAS) em terapéutica como antiagregan-
te. Em doentes em tratamento antiagregante com AAS para
prevencdo cardiovascular deve evitar-se, se possivel, o uso de
AINE.> H& controvérsia sobre que AINE é preferivel nestes doen-
tes.!® Os AINE aumentam o RCV que se tenta prevenir nestes
doentes,® e 0 uso conjunto incrementa, de forma sinérgica, o ris-
co gastrointestinal.>?* O efeito benéfico de inibidores da COX-2
em relacdo a efeitos gastrointestinais reduz-se ou elimina-se ao
associarem-se a AAS.” Em doentes de alto risco usam-se inibi-
dores da bomba de protdes para gastroprotec¢do.?

Alguns dados, ndo muito robustos, sugerem que 0 USO cOnNcomi-
tante de ibuprofeno e AAS diminui o efeito cardioprotector deste
ultimo.’>® Alguns estudos tém mostrado uma mortalidade mais
elevada por todas as causas.>® Para minimizar a interaccdo, a FDA
recomenda que as doses sejam escalonadas, se usados juntos.’
N&o estéd documentada interac¢do de diclofenac com AAS."'> Em
contraste, outro estudo ndo encontrou efeito no risco de EM com
o0 uso conjunto de AAS e AINE (incluido o ibuprofeno).?®

NA PRATICA
Os AINE estdo associados, em diversos graus, COm pequenos
aumentos do RCV. Podem ser particularmente perigosos se
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usados em doentes cardiovasculares em doses elevadas, por
periodos prologados.?>> O RCV tem de ser considerado quando
se utiliza qualguer AINE.™®

Os riscos de efeitos adversos gastrointestinais graves dos
AINE s&o também preocupantes.® Considerar o uso de um
inibidor da bomba de protdes (IBP) para reduzir estes efei-
tos, particularmente nos doentes com risco elevado, como o0s
maiores de 65 anos ou no uso a longo prazo.”

A prescricdo de AINE deve basear-se no perfil individual de ris-
co." Antes de iniciar tratamento com AINE devem considerar-se
os factores de RCV e gastrointestinais de cada doente,*>®espe-
cialmente nos doentes cardiovasculares.® Considerar sempre,
em fungdo do RCV do doente, se o AINE é necessério.” Ha que
avaliar a utilizagdo de alternativas mais seguras e usar o AINE
na menor dose efectiva e durante o menor tempo possivel.’2>
Se for necessario um AINE e existirem factores de RCV, o na-
proxeno ou o ibuprofeno em doses baixas, que se associam a
menor risco trombotico, parecem mais apropriados do que o
diclofenac, que parece possuir maior risco trombaético.2>17

Aurora Simén
Farmacéutica
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CELULAS ESTAMINAIS PLURIPOTENTES INDUZIDAS (IPSCS)
— A mais recente revolucao das ciéncias da vida e da saude

REPROGRAMACAO DE CELULAS DIFERENCIADAS EM
CELULAS ESTAMINAIS INDUZIDAS

Até hd poucos anos, considerava-se que o processo de dife-
renciagdo (ou especializagdo) das células que ocorre durante o
desenvolvimento embriondrio ocorria de forma unidireccional e
irreversivel." Por outro lado pensava-se ndo ser possivel recupe-
rar o estado de auto-renovacgdo ilimitada e pluripoténcia que ca-
racteriza as células estaminais - estado que permite dar origem
aos diversos tipos de células do organismo (neurdnios, células
do sangue, células dos musculos, células do pancreas, etc.).
Nos anos 50 e 60, experiéncias em rds mostraram ser possivel
transferir o nucleo de células diferenciadas para ovcitos aos quais
tinha sido retirado o nucleo, o que originou ras clonadas.?* Mais
tarde, experiéncias semelhantes permitiram a clonagem da ovelha
Dolly, seguida de outras espécies animais.*> Estes estudos prova-
ram gue cada uma das nossas células, mesmo depois de totalmen-
te diferenciada, conserva a totalidade do patriménio genético sufi-
ciente a geracdo de um organismo. N8o se conheciam os factores
que induziam a reprogramacdo do nucleo, nem se sabia se seria
possivel induzir a desdiferenciagdo noutras condigdes.

Em 2006 dé-se uma descoberta notdvel - a reprogramacao de
células diferenciadas de volta a um estado pluripotente e com
capacidade de renovacdo ilimitada, resultando um tipo de cé-
lulas designado de células estaminais pluripotentes induzidas.
A produgdo destas células com capacidade para dar origem a
qualquer tipo de células foi alcangada por introdugdo de apenas
quatro moléculas designadas Klif4, Oct4, Sox2 e c-Myc em fibro-
blastos de murganhos adultos® e logo de seguida em células huma-
nas.”" Shinya Yamanaka e colaboradores (Quioto, Jap&o) foram
os primeiros a identificar e descrever este fenémeno, seguidos,
no espaco de alguns meses, de outros grupos que recorreram a
processos semelhantes. Esta descoberta revolucionou o entendi-
mento da plasticidade celular ao abalar um dogma da biologis, 0
da irreversibilidade e unidireccionalidade da diferenciacdo celular
postulado por Weissmann em 1893 e vigente até a data.’

RELEVANCIA E APLICACOES

A partir de células retiradas por biépsia da pele ou doutra regido de
qualquer individuo adulto podem agora produzir-se células estami-
nais pluripotentes induzidas (iPSC), com capacidade de renovacdo
ilimitada e diferencidveis em teoria em qualquer tipo celular. As trés
grandes aplicagbes destas células sdo a criagdo de modelos de do-
enca para o estudo dos respectivos mecanismos e “screening” de
farmacos em tipos celulares especificos, como os cardiomiécitos,
hepatdcitos, neurdnios e finalmente a produgdo de células para
transplantagdo em diversas patologias. A investigacdo das ultimas
décadas permitiu identificar mecanismos moleculares de doenca
que tém vindo a contribuir para o desenvolvimento de novas tera-
pias. Este processo de descoberta exige a utilizagdo de modelos
celulares que reproduzam os fenémenos moleculares associados
as patologias. Destacam-se as linhas celulares derivadas de tumo-
res, assim como células imortalizadas por introducdo de oncoge-
nes, modelos com limitages dado que ndo permitem reproduzir de
forma rigorosa os fenémenos que ocorrem em patologias como a
doenca de Alzheimer e outras. Espera-se que as células estaminais
induzidas fornegam novos modelos de doenga que permitam tes-
tar novas terapias, dado que podem ser retiradas células de doen-
tes, reprogramadas em células estaminais induzidas e novamente
diferenciadas, por exemplo em neurénios que vao permitir estudar
patologias como a doenga de Alzheimer, de Parkinson, Machado-
-Joseph, entre muitas outras.
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Figura 1. Potenciais aplicacées das iPSC para terapia celular e producdo de mo-
delos de doenga utilizando como exemplo a doenca de Machado-Joseph (DMJ).
Por biépsia de um portador do gene mutado na doenca de Machado-Joseph
recolhem-se fibroblastos da derme aos quais, apds colocacdo em cultura, sdo
adicionados 4 factores de reprogramacdo Oct4, Sox2, KIf4 e cMyc, geralmente
com o auxilio de vectores virais. Ao fim de algumas semanas ocorre a formacdo
de um pequeno nimero de aglomerados de células estaminais pluripotentes
induzidas (iPSCs). As iPSCs- DMJ podem ser utilizadas para o “screening” de
farmacos e para transplante celular. O “screening” de farmacos € realizado
apos diferenciacdo das iPSCs em neurénios, tendo como objectivo identificar
farmacos com capacidade de evitar a morte neuronal que ocorre na doenca
de Machado-Joseph. As iPSCs, apds terapia génica para reparacéo ou
silenciamento do gene mutado, podem também ser diferenciadas e utilizadas
como terapia celular de substituicdo, mediante transplante no mesmo doente
do qual foram colhidas as células, evitando-se assim a rejeicdo. Adaptado de 12.

O transplante de 6rgdos tem limitagdes associadas a falta de or-
gdos para transplante e a necessidade de imunossupressdo du-
rante toda a vida dos doentes. Espera-se que as iPSC possam vir
a ser utilizadas para transplante e terapia celular ultrapassando
o problema da rejeicdo mediante utilizagdo de células do proprio
doente. Em doengas genéticas, apos correcgdo do defeito genéti-
CO por reparagao génica, sera possivel produzir células saudaveis
para transplantagdo, uma estratégia que ja foi utilizada com su-
cesso num modelo animal de anemia falciforme.'3

A relevancia e esperangas depositadas neste tipo de células é tal
que, em pouco mais de 4 anos desde a descoberta das iPSC por
Yamanaka, j& foram publicados mais de 3000 artigos cientificos
sobre o tema.

METODOLOGIA

O processo de reprogramagao envolve a introdugdo de um “co-
cktail” de 3 ou 4 genes ou seus produtos, designados de factores
de transcricdo, nas células diferenciadas, dos mais diversos tipos,
tais como fibroblastos, queratindcitos, linfécitos, etc. Dadas as
dificuldades de entrega destas moléculas as células, recorre-se a
utilizacdo de transportadores que ao longo de milhdes de anos
desenvolveram estratégias muito eficazes para transferir o seu
material genético - os virus. Inicialmente utilizaram-se para este
efeito retrovirus, mais tarde um outro tipo de virus mais eficaz,
os lentivirus. Em ambos 0s casos trata-se de virus que integram
o0 material genético no genoma das células, o que tem potencial
para alterar o seu comportamento, razdo pela qual foram gera-
dos sistemas que permitem ejectar 0s genes de reprogramagcao
assim que esta estiver completa. Recorreu-se ainda a sistemas
ndo virais que envolvem a entrega de ADN que codifica os fac-
tores as células sem gue este seja integrado. Infelizmente, o
processo ja de si extremamente ineficiente (eficdcia de 0,01%
relativamente ao nimero de células de partida) ainda se torna

OfFo7E




menos eficaz com esta estratégia. A eficacia do processo aumen-
ta quando se recorre a utilizagdo de ARN gue codifica para os
factores de transcricdo ou mais recentemente por sobrexpressao
de microARNSs especificos, um tipo de ARN gue ndo codifica para
proteinas mas que tem importantes fungdes reguladoras.’

0O QUE E QUE JA SE DESCOBRIU MAIS?

Ja foi possivel reprogramar em iPSC fibroblastos de doentes
com esclerose lateral amiotroéfica, doenga de Parkinson e de
Huntington, etc. As iPSC foram depois diferenciadas em neuro-
nios que fornecem modelos para estudo destas doengas com
grande relevancia fisioldgica.'>'®

Emergiu entretanto um outro conceito que consiste na con-
versdo directa de células de uma linhagem celular noutra sem
passar pelo estado de pluripoténcia - um processo designado
de transdiferenciagdo. O primeiro exemplo deste processo en-
volveu a reprogramacgao das células acinares adultas do pan-
creas exdcrino (que produz o suco pancredtico, importante na
digestao) em células beta do pancreas enddcrino (as células que
produzem a insulina),’” estratégia com potencial para o trata-
mento da diabetes.

Uma estratégia similar, mas recorrendo a outro conjunto de fac-
tores, permitiu recentemente transdiferenciar fibroblastos directa-
mente em neurénios sem passar pelo estadio de pluripoténcia das
iPSC,'® assim como converter fibroblastos nas células do musculo
cardiaco - cardiomiécitos'® ou ainda em progenitores das células
do sangue,? estratégias relevantes para producdo de modelos ce-
lulares para o estudo de doengas, assim como para a producdo de
células para terapia de substituigdo nos respectivos 6rgaos.

O QUE FALTA FAZER?

As iPSC ainda apresentam problemas de seguranca, sobretudo
na sua utilizacdo para transplante. As iPSC, quando ndo dife-
renciadas, ao serem transplantadas ddo origem a tumores. O
processo de diferenciacdo elimina este problema, desde que
ndo permanecam no transplante células ndo diferenciadas. Ha
necessidade de utilizar sistemas de seleccdo que permitam eli-
minar quaisquer células indiferenciadas residuais.?’

A utilizacgo de virus com capacidade de integracdo, apesar de
ser provavelmente o método mais eficaz para introduzir os fac-
tores nas células, pode ter efeitos indesejdveis, ou porque a
expressdo dos factores de reprogramacdo ndo termine apés a
reprogramacao, ou por inactivacdo de genes endégenos ou ain-
da por activacdo de oncogenes. Nos Ultimos meses tem-se vin-
do a progredir no sentido de melhorar os sistemas de elimina-
¢do das sequéncias virais apds a reprogramacdo, ou mesmo de
prescindir da utilizacdo de virus, utilizando substancias quimicas
cujos efeitos se espera serem semelhantes aos dos factores
eXpressos por virus.

N&o se sabe se estas células sdo exactamente iguais as células
estaminais embriondrias e portanto é prematuro assumir que
as iPSC poderdo substituir as células estaminais embrionarias.
Diversas iPSC apresentaram alteracdes epigenéticas e caracte-
risticas associadas as células de origem, no que foi designado
por “memoria” das células.???3

Em doencgas genéticas serd necessario desenvolver métodos de
reparacao génica mais eficazes que permitem corrigir as muta-
cdes existentes nas iPSC dos doentes de forma a permitir o
transplante de células saudaveis.

A eficacia da reprogramacdo é muito baixa. As caracteristicas de
iPSC produzidas a partir do mesmo tipo celular e processo de re-
programacao sdo diversas, sugerindo que o processo actual de re-
programacao pode ser optimizado. A este nivel salienta-se a admi-
nistracdo dos factores de reprogramacéo sob a forma de proteina
ou ARN, assim como a expressdo de microARNs especificos.

JA SE FAZ NOS LABORATORIOS NACIONAIS?

As iPSCs e a sua producdo sdo objecto de estudo em diversos
laboratoérios nacionais, incluindo o Centro de Neurociéncias e
Biologia Celular da Universidade de Coimbra. Neste Centro ha
presentemente grupos que trabalham com iPSC para a) estu-
dar as alteragdes mitocondriais das iPSC, b) utilizar células iPSC
para transplantes cardiacos, c) gerar iPSC de doentes com a
doenga de Machado-Joseph com vista ao desenvolvimento de
um modelo neuronal desta doenga neurodegenerativa e 3 trans-
plantacdo (grupo de investigacdo do autor deste texto).

0O QUE E QUE SE ESPERA DAS IPSC NOS PROXIMOS

ANOS?

Espera-se que nos préximos anos as iPSC contribuam para:

- a compreensdo do desenvolvimento e diferenciagdo das nos-
sas células.

- a producdo de modelos de doenca que permitam estudar os
mecanismos das patologias e permitam o “screening” farma-
colégico e a descoberta de novas terapias para doengas neu-
rodegenerativas, diabetes e as mais diversas patologias.

- a producdo de células para transplantacdo em doengas neuro-
degenerativas, doencas do miocardio, diabetes e outras.

Espera-se ainda, a longo prazo, que em situagdes patoldgicas ve-
nha a ser possivel reprogramar localmente sem recurso a trans-
plantagdo um tipo de célula abundante num outro que esteja em
falta, por exemplo transformar a gordura a volta do coragdo em
iPSC e estas em cardiomidcitos, ou transformar astrocitos muito
abundantes no sistema nervoso central em neurénios.

A descoberta das células estaminais pluripotentes induzidas
mudou o conhecimento da biologia humana e iniciou uma re-
volucdo na investigacdo em ciéncias farmacéuticas e da vida
com um alcance que se adivinha extraordinario.

Luis Pereira de Almeida

Professor Auxiliar da Faculdade de Farmacia e Investigador Principal do
Centro de Neurociéncias e Biologia Celular

Universidade de Coimbra
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