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“Wherever the art of Medicine is loved,
There is also a love of Humanity”

- Hippocrates, 460-375 BC
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RESUMO

Introducgao

A Doenga de Crohn é uma entidade clinica crénica, progressiva e multifatorial, predominante na
populacdo ativa e com elevado impacto na qualidade de vida. A doenca perianal fistulizante é
uma complicacdo desta patologia, com impacto individual, social e econdmico negativo,
tornando-se importante apostar na investigacdo de novas terapéuticas que possibilitem reduzir a

morbimortalidade destes doentes.

Objetivos:

O objetivo desta revisdo bibliografica é avaliar os resultados disponiveis até a data, de ensaios
clinicos que envolvam doentes de Crohn com doenca perianal fistulizante, complexa e retrataria
ao tratamento convencional, com o intuito de estudar a eficicia do tratamento com células
estaminais mesenquimais derivadas do tecido adiposo, apontar as vantagens e desvantagens
deste método bem como compara-lo aos diversos tratamentos implementados atualmente e

demonstrar a possivel necessidade de pesquisas futuras nesta area.

Materiais e métodos:
Revisdo bibliografica da aplicacdo de células estaminais mesenquimais derivadas do tecido
adiposo no tratamento da fistula perianal complexa, com pesquisa de artigos na base de dados

eletronica PubMed-Medline sob os termos: crohn disease; crohn disease/perianal fistula;

mesenchymal stem cells/adipose tissue; perianal fistula/mesenchymal stem cells/adipose tissue,

realizado apenas em humanos e adultos, com janela temporal de 2009 a 2022. Os resultados

foram limitados a ensaios clinicos publicados em inglés, portugués ou espanhol, num total de 23
artigos, pesquisados de Novembro de 2021 a Marg¢o de 2022, com revisdo final em Abril. Foram
incluidos estudos de fase |, I, Il, prospetivos, retrospetivos, observacionais e experimentais e
estudos compassivos. O principal outcome foi a avaliagdo dos resultados quanto ao uso das
células estaminais mesenquimais derivadas do tecido adiposo (autdlogas ou alogénicas) na
doenga de Crohn perianal, apontando vantagens e desvantagens deste método bem como a

necessidade de novas pesquisas. A aprovacdo do comité de ética ndo foi requerida por se tratar

de uma revisao bibliografica.

Resultados:
Os ensaios clinicos demonstraram a eficacia e seguranga do tratamento da doenga perianal

fistulizante complexa com células estaminais mesenquimais derivadas do tecido adiposo,
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culminando na aprovacgdo pela Agéncia Europeia do medicamento (2018), da primeira solugdo
comercializada de células estaminais mesenquimais alogénicas, designada de Darvadstrocel
(Alofisel®). Em 2020, foi aprovada pela Infarmed a sua comercializacdo para uso hospitalar em
Portugal. Desde entdo tém surgido publicacdes que demonstram a sua eficacia também na pratica

clinica por todo o mundo, constituindo um marco importante no tratamento desta patologia.

Conclusao:
A injecdo de células estaminais mesenquimais derivadas do tecido adiposo, apds preparacgdo
cirdrgica e médica apropriada, representa uma estratégia promissora para o tratamento de

fistulas perianais refratarias e complexas em doentes com doenca de Crohn.

Palavras-chave: Doenca de Crohn, fistula perianal complexa, células estaminais mesenquimais

derivadas do tecido adiposo
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ABSTRACT

Introduction

Crohn's disease is a chronic, progressive and multifactorial condition, predominant in the active
population, and with high impact on quality of life. A complication of Crohn’s disease is fistulizing
perianal disease, with a negative impact at individual and socio-economic levels, being important
to invest in the research of new therapies aiming to reduce morbidity and mortality for these

patients.

Purpose:

The aim of this literature review is evaluate the available results from clinical trials involving
Crohn’s disease patients with complex fistulizing perianal disease, refractory to conventional
treatment, and study the efficacy of treatment with adippose tissue-derived mesenchymal stem
cells, demonstrating its advantages and disadvantages, and compare it to the current treatments,

possibly identifying a need for future research in this area.

Methods:
Bibliographic review of the application of adippose tissue-derived mesenchymal stem cells in the
treatment of complex perianal fistula, with a search for articles in the PubMed-Medline electronic

database under the terms: crohn disease; crohn disease/perianal fistula; mesenchymal stem

cells/adipose tissue; perianal fistula/mesenchymal stem cells/adipose tissue, performed only in

human adults, between 2009 and 2022. The results were limited to clinical trials published in
English, Portuguese or Spanish, in a total of 23 articles, searched from November 2021 to March
2022, with final review in April. Phase |, Il, ll, prospective, retrospective, observational and
experimental and compassionate studies were included. The main outcome was the evaluation of
the results regarding the use of adippose tissue-derived mesenchymal stem cells (autologous or
allogeneic) in perianal Crohn’s disease, identifying the advantages and disadvantages of this
method as well as the need for further research. Approval from the ethics committee was not

required as this was a literature review.

Results:

Clinical trials demonstrated the efficacy and safety of treating complex fistulizing perianal disease
with adippose tissue-derived mesenchymal stem cells, resulting in approval by the European
Medicines Agency (2018) of the first commercialized solution of allogeneic adippose tissue-

derived mesenchymal stem cells, called Darvadstrocel (Alofisel®). In 2020, Infarmed approved its
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marketing for hospital use in Portugal. Since then, publications have emerged demonstrating its

effectiveness in clinical practice around the world, an important milestone in the treatment of this

pathology.

Conclusion:
The injection of adippose tissue-derived mesenchymal stem cells, after appropriate surgical and
medical preparation, is a promising strategy for the treatment of refractory and complex perianal

fistulas in Crohn’s disease patients.

Key-words: Crohn's disease, complex perianal fistula, mesenchymal stem cells derived from

adipose tissue
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INTRODUCAO

A gastrenterologia médica e cirdrgica estd em constante adapta¢do e evolugdo para
permitir oferecer aos doentes uma abordagem individualizada e especializada, de forma a
promover a sua qualidade de vida, bem como a sua satisfacdo e preferéncia nos cuidados de
saude.

Mundialmente tem-se observado um crescimento da incidéncia e prevaléncia da doenca
inflamatéria intestinal, nomeadamente da Doenca de Crohn, sendo de extrema importancia a
promogdo da investigacdo clinica nesta area, de forma a permitir, cada vez mais, o seu
tratamento eficaz. Estamos perante uma entidade clinica crénica, progressiva e multifatorial,
predominante na populacdo ativa e com elevado impacto na qualidade de vida destes doentes.
Adicionalmente, uma complicacdo desta patolgia, que agrava o seu impacto clinico, é a doenca
perianal fistulizante, com influéncia negativa individual, social e econdmica, tornando-se
importante apostar em novas terapéuticas que possibilitem reduzir a morbimortalidade destes

doentes.

OBIJETIVOS

O objetivo desta revisao bibliografica é avaliar os resultados disponiveis até a data, de
ensaios clinicos que envolvam doentes de Crohn com doenca perianal fistulizante, complexa e
retrataria ao tratamento convencional, com o intuito de estudar a eficacia do tratamento com
células estaminais mesenquimais derivadas do tecido adiposo, apontar as vantagens e
desvantagens deste método bem como compara-lo aos diversos tratamentos implementados
atualmente e demonstrar a possivel necessidade de pesquisas futuras nesta area. Por outro lado,
permite sistematizar e sintetizar as evidéncias mais recentes da investigacdo terapéutica no

ambito da aplicacdo das células estaminais na doenca de Crohn fistulizante.

METODOS

Realizagdo de wuma revisdo bibliografica no ambito da wunidade curricular
“Dissertacdo/Projeto/Estagio” do 62 ano do curso de Medicina do Instituto de Ciéncias
Biomédicas Abel Salazar, sobre a aplicacdo das células estaminais mesenquimais derivadas do
tecido adiposo no tratamento da fistula perianal complexa, particularmente em individuos

diagnosticados com doenca de Crohn.



A pesquisa de artigos foi realizada com recurso a base de dados eletronica MEDLINE,

através do motor de busca PubMed, sob os termos: crohn disease; crohn disease/perianal fistula;

mesenchymal stem cells/adipose tissue; perianal fistula/mesenchymal stem cells/adipose tissue.

Também foi utilizada a plataforma ClinicalTrials.gov para pesquisa dos ensaios clinicos em
producdo na area. Os artigos foram restringidos aos realizados apenas em humanos, adultos (> 18
anos) e individuos diagnosticados com doenga de Crohn e, concomitantemente, com doenca
perianal fistulizante, independentemente da idade ao diagndstico, bem como do tempo de
duragdo da doenca, publicados em inglés, portugués ou espanhol com janela temporal de 2009 a
2022. A pesquisa foi realizada de Novembro de 2021 a Margo de 2022, com revisao final em Abril
e resultou na selecdo de um total de 23 artigos originais. Foram incluidos estudos de fase |, II, Il,
prospetivos, retrospetivos, observacionais, experimentais e estudos compassivos.

O principal outcome foi a avaliagcdo dos resultados quanto ao uso das células estaminais
mesenquimais derivadas do tecido adiposo (autdlogas ou alogénicas) na doenca de Crohn
perianal fistulizante, apontando vantagens e desvantagens deste método bem como a
necessidade de novas pesquisas.

Na elaboracdo desta revisdao bibliografica também foram incluidos alguns artigos de
revisdo considerados pertinentes nesta area de investigacao.

A aprovagao do comité de ética ndao foi requerida por se tratar de uma revisdo

bibliografica.



1. Doenga inflamatdria intestinal

A doenga inflamatdria intestinal (DII) € uma patologia de carater crénico e progressivo,
mediada por processos inflamatdrios que afetam o sistema gastrointestinal. E uma patologia de
etiologia multifatorial, com os disturbios do sistema imunoldgico e da microbiota a
desempenharem um papel fundamental no seu desenvolvimento e progressdo!. Mundialmente,
tem-se observado um crescimento da sua incidéncia e prevaléncia e, de acordo com a plataforma
de dados statista, estimou-se que, em 2020 nos EUA, aproximadamente 2,5 milhdes de pessoas
tivessem diagndstico de DI, com tendéncia a subir para 3,5 milhdes nos proximos 10 anos. A
realidade em Portugal é idéntica, com mais de 76 mil pessoas identificadas em 2020, sendo a
previsdo para 2030 de quase 100 mil2. A Doenga de Crohn (DC) e a Colite Ulcerosa (CU) sdo as

formas de apresentagao mais comuns, com a DC a desempenhar o papel central nesta revisao.

2. Doenga de Crohn

A DC apresenta uma distribuicdo bimodal, com picos de incidéncia entre os 20 e os 60
anos. Todavia, 20% da populagdio pode desenvolver manifestacbes ja durante a
infancia/adolescéncia. Manifesta-se igualmente em homens e mulheres, apresenta maior
prevaléncia em dareas urbanas, classes socioecondmicas mais elevadas, judeus ashkenazi (2-8
vezes mais) e raca caucasiana (Norte da Europa e Norte da América). Parentes de 12 grau de
individuos com DC apresentam 10-15 vezes maior risco de vir a desenvolver DI, maioritariamente
DC. O tabagismo é atribuido como fator promotor na DC, mas protetor na CU. E uma doenga com
elevado impacto na qualidade de vida (QV), com episddios de agudizagGes recorrentes e
manifestagdes extra-intestinais frequentes, com elevada predominancia na populagdo ativa,

sendo uma patologia com particular carga negativa e relevancia individual, social e econémica’3.

2.1. Fisiopatologia

Consensualmente, considera-se que existe uma resposta imune inapropriada da mucosa
as bactérias comensais do intestino e um desequilibrio nos mediadores pré e anti-inflamatérios,
em individuos geneticamente suscetiveis, assim como influéncia de fatores ambientais. Contudo,
estes fatores isoladamente ndo demonstram capacidade de despoletar a doenga. Durante o
fendmeno de apresentacdo antigénica no limen intestinal ocorre ativacdo descontrolada das
células TH1, por regulacdo deficiente, com consequente producdo de citocinas pro-inflamatérias

(IL-12 e TNF-a), que recrutam mediadores responsaveis pela lesdo direta da mucosa intestinal®. As



alteragdes inflamatdrias afetam qualquer segmento do trato gastrointestinal (boca ao anus), com
atingimento transmural e descontinuo do trato (“skip lesions”), distinguindo a DC da CU, que
apresenta atingimento superficial e continuo3.

Macroscopicamente observam-se areas de hiperemia e edema na mucosa afetada, com
surgimento de Ulceras serpentinosas (lesGes eritematosas ou depressdes), de orientacdo
transversal e longitudinal em relagdo a mucosa intestinal, conferindo um aspeto em “pedra de
calcada”. O espessamento da parede intestinal que advém da inflamagdo transmural, induz
estreitamento luminal. Microscopicamente, observa-se infiltrado inflamatério em torno das
criptas, seguida de ulceragdo com posterior invasdo organizada das camadas mais profundas da
mucosa, formando granulomas e possiveis abcessos. Estas lesdes estendem-se ao longo de todas

as camadas e ganglios mesentéricos®3,

2.2. Clinica

A clinica da DC estd relacionada com o local anatémico afetado: doenca gastroduodenal
(5%), jejunoileite, ileocolite (30-40%), colite (25-35%) e doenga perianal (17-43%), podendo
apresentar dois padrdes evolutivos distintos: obstrutivo ou fistulizante. A doencga gastroduodenal
apresenta nduseas, vomitos, dor epigastrica e obstrucdo pilérica se doenca avancada. A
jejunoileite compromete a absorcdo e a digestdo, ocorrendo esteatorreia, ma absor¢do e
consequentes défices nutricionais, com anemia ferropriva ou megaloblastica, hipoalbuminémia,
hipocalcémia, hipomagnesémia, coagulopatia, hiperoxaliria com nefrolitiase, pelagra, sintomas
neuroldgicos e hipovitaminoses A, E e K. A ileocolite caracteriza-se por dor recorrente em célica
no quadrante inferior direito (QID), diarreia, anorexia com perda de 10-20% do peso corporal e
qguadros que simulam apendicite aguda (febre, leucocitose, massa palpavel e dor). Por vezes, é
possivel palpar uma tumefacdo no QID composta por intestino inflamado, aderéncias, mesentério
edemaciado e aumento dos ganglios mesentéricos com clinica de obstrucdo intestinal, sobretudo
no periodo pods-prandial. A inflamagdo severa da regido ileocecal, implica adelgagcamento da
parede e é ponto de partida para a ocorréncia de fistulas (enteroentéricas, enterovesicais,
enterovaginais ou enterocutaneas). A colite caracteriza-se por febricula, mal-estar, diarreia, dor
abdominal em cdlica e hematoquésias. A doenca perianal pode-se apresentar como dor associada
a edema e febre, drenagem vaginal, escrotal ou perineal de pus, fezes ou sangue, incontinéncia

fecal, fistulas, fissuras ou estenoses do canal anal, fistulas retovaginais ou abcessos3=>.



2.3. ManifestagOes extraintestinais

Cerca de 1/3 dos doentes manifestam pelo menos um sintoma extra-intestinal:
dermatoldgico (eritema nodoso, pioderma gangrenoso, estomatite aftosa, e lesGes cutaneas
perianais); reumatoldgico (arterite periférica, espondilite anquilosante, sacroileite,
osteoartropatia hipertrofica, osteomielite pélvica/femoral, policondrite recidivante); ocular
(conjuntivite, uveite anterior e episclerite); hepatobiliares (esteatose hepatica, colelitiase,
colangite esclerosante, hepatite granulomatosa e amiloidose hepdtica); uroldgico (litiase,
obstrucdo ureteral e processos fistulizantes entre ileo e bexiga); disturbios do metabolismo dsseo
(perda de densidade dssea); eventos tromboembdlicos e vasculites sistémicas de pequenos,

médios e grandes vasos3“.

2.4. Complica¢oes da doenca

As aderéncias da serosa resultantes do processo inflamatério transmural estdo na base
dos frequentes processos fistulizantes. A perfuragao de viscera oca (ileo e jejuno) é relativamente
rara (1-2%), ocorrendo mais frequentemente no contexto de megacdlon téxico. Os abcessos intra-
abdominais surgem em 10-30% dos doentes. Outras complicacdes relatadas sdo obstrucao

intestinal (40%), hemorragia maciga, ma absorcdo e doenca perianal significativa®*.

2.5. Questiondrio da doenga inflamatdria intestinal e Crohn’s disease activity index

O questiondrio da doenga inflamatdria intestinal (IBDQ), desenvolvido por Guyatt et al.
(1989), consistia inicialmente em 150 items, atualmente reduzido para 32 items, e permite avaliar
4 dominios: sintomas intestinais, sintomas sistémicos, efeitos sociais e efeitos emocionais da
doenca®. O “Crohn's Disease Activity Index” (CDAI) foi desenvolvida por Best et al. (1976) e é
formada por 8 preditores de atividade da doenga: nimero de evacuacgdes, dor abdominal, bem-
estar geral, complicacdes extraintestinais, agentes antidiarreicos usados nos uUltimos 7 dias, massa
abdominal a palpagdo, hematdcrito e peso corporal’. Ambos sdo frequentemente aplicados nos

ensaios clinicos para caracterizacdo da populacdo em estudo.

2.6. Doenga perianal na Doenga de Crohn

A doenga perianal é frequente na DC mais distal, e constitui um marcador de severidade

da doenga, associado a uma baixa QV, com necessidade de cirurgias recorrentes e elevado risco



de recaida, sendo a primeira manifestacio em alguns doentes. A sua etiologia envolve a
combinacdo de fatores genéticos, microbioldgicos e imunolégicos®.

Parks et al. classificou as fistulas com base na sua anatomia de origem, trajeto e orificio
externo em: superficial, interesfincteriana (tipo 1), transesfincteriana (tipo 2), supraesfincteriana
(tipo 3) ou extraesfincteriana (tipo 4) e a American Gastroenterology Association dividiu as fistulas
em simples e complexas, com base no niumero de orificios externos, localizagdo e complicagbes
associadas, sendo ambos os métodos de classificacdo Uteis na pratica clinica®?. As fistulas simples
sdao localizadas abaixo da linha pectinea e incluem as superficiais, interesfincterianas e
transesfincterianas baixas, com um Unico orificio externo e sem outras complica¢Ges. As fistulas
complexas sdo localizadas acima da linha pectinea, com multiplos orificios externos e podem-se
associar a abcessos, estenoses retais, proctite ou formar fistulas com a bexiga ou a vagina®. Esta
classificacdo inclui também o “Perianal Disease Activity Index” (PDAI), descrito por Irvine (1995),
que avalia 5 pardmetros: drenagem da fistula, dor/restricdo de atividades, restricdo da atividade
sexual, tipo de doenca perianal e grau de endurecimento. Também se avalia se a fistula
apresenta drenagem ativa pelo “Fistula Drainage Assessment Measure””.

O desenvolvimento de fistulas perianais, a maioria complexas (70-80%), afeta 30-50% dos
doentes com DC e sdo trajetos formados por lesdo inflamatdria da mucosa que conecta o canal
anal a superficie da pele, perto do anus ou do trato urogenital, com drenagem de conteudo fecal.
A supuragdo continua nas fistulas nao cicatrizadas ou recorrentes, proporciona um maior risco
infecioso, com formacdo de abscesso e necessidade de drenagem cirurgica urgente e maior risco
de desenvolvimento de tumores, principalmente carcinoma epitelial anal, devido a irritagdo
causada pela supuragdo constante®?,

A incidéncia da doenga perianal é semelhante em ambos os géneros, contudo as
mulheres apresentam mais complicagdes pela proximidade a parede vaginal, bem como riscos
associados ao parto vaginal®. Os sintomas e complicagcdes podem ser debilitantes e proporcionar
um declinio substancial na QV dos doentes, sendo importante aplicar o “Crohn’s Anal Fistula
Quality of Life scale”, que questiona sobre 3 dominios: sintomas associados a fistula, efeitos do
seu tratamento e impacto na QV, nas ultimas 6-8 semanas!?>*3. O indice de Van Assche (2003) é
outra ferramenta bastante utilizada para avaliar a gravidade e a resposta da doenga perianal
fistulizante, com proposta mais recente de um indice modificado'*°. Devido a localiza¢do da
doenca, também se recorre ao score de Wexner para avaliar o grau de incontinéncia fecal com

pontuacdo de 0-20, onde 0 é continéncia perfeita e 20 é incontinéncia completa?®.



2.6.1. Diagnéstico

A histéria clinica e o exame fisico sdo essenciais, dando énfase a avaliagao da presenca de
dor anoretal, drenagem purulenta e/ou persistente, retorragia, infecdes recorrentes do trato
urindrio ou incontinéncia fecal. O exame sob anestesia, realizado por um cirurgido, corresponde
ao exame standard para avaliar a fistulizacdo, com possibilidade de drenagem de abcessos e
delinear os trajetos fistulosos. Pode ser associada uma técnica de imagem para avaliacdo luminal
da inflamagdo e detec¢do de orificios fistulosos internos, nomeadamente a endoscopia digestiva
baixa, permitindo também a exclusdo de estenoses e neoplasia. A ecografia endoanal e a
ressonancia magnética (RM) complementam o estudo, sendo a RM pélvica considerada o gold
standard no estudo nao invasivo, especificamente a sequéncia ponderada em T2 com supressao
de gordura, enquanto a sequéncia ponderada em T1 com contraste (gadolinio) distingue fluido,
pus ou tecido de granulacao, possibilitando o diagndstico de abcessos e processos inflamatdrios

silenciosos3®.

2.6.2. Tratamento

O objetivo do tratamento é o encerramento completo da fistula, com prevencdo de
infecdo e de formacdo de abscessos. No entanto, os tratamentos médico e cirdrgico
convencionais, ndo tém demostrado resultados satisfatdorios e que melhorem a QV de alguns
doentes. Nestas situagdes, torna-se necessario recorrer ao tratamento cirdrgico mais invasivo,
nem sempre eficaz e muitas vezes associado a taxas elevadas de recorréncia, com necessidade de
drenar e remover tecido inflamatdrio, provocando atingimento do esfincter anal, dor severa pds-

operatodria e recuperacdo lental13,

2.6.2.1. Tratamento médico

O tratamento médico convencional (agentes anti-TNF, antibidticos e imunomoduladores)
visa promover a cura da fistula a longo prazo, preservando a continéncia e evitando o recurso a
estomas, contudo nem sempre é possivel, principalmente em situa¢Ges de fistulas complexas e
com elevadas taxas de recorréncia (>50%). O tratamento médico deve ser iniciado logo apds o
diagndstico de doenga perianal ativa, constituindo um complemento crucial na abordagem
terapéutica desta patologia®. O tratamento com anti-TNFs (infliximab, adalimumab e certolizumab
pegol) é dos tratamentos médicos convencionais com melhores resultados clinicos a longo prazo,

contudo, a resposta terapéutica em alguns casos tende a reduzir por desenvolvimento de



anticorpos, estando também associados a infe¢Ges oportunistas, doengas autoimunes e
sepsisi¥13:17,

Os antibidticos proporcionam alivio transitério, permitem tratar a sepsis perianal e atuam
como uma ponte para a terapéutica com imunossupressores. Cerca de 70-95% dos doentes tém
demonstrado resposta clinica positiva apds 6-8 semanas de tratamento. Na doenca leve a
moderada, a terapéutica inicial realiza-se com metronidazol oral, com melhoria da sintomatologia
em 50% dos doentes. Contudo, o tratamento da fistula perianal com antibioterapia em esquema
de monoterapia tem demonstrado taxas de sucesso a longo prazo relativamente baixas, com
taxas de cura completa de <50% e, na maioria dos casos, recorréncia apos descontinuagdo da
terapéutica, com recidivas de 60-70%>%13.17,

Da mesma forma, os imunossupressores também ndo tém demonstrado os resultados
pretendidos, com apenas % dos doentes a atingir remissdo!?!3', O tratamento baseado na
imunossupressao constitui o tratamento definitivo para a doenca perianal. Farmacos como a
azatioprina e a 6-mercaptopurina alteram a replicagdo do DNA e sdo usados para indugdo e
manutencdo da remissdao da fistula perianal. Uma meta-analise de cinco ensaios clinicos
randomizados examinou a eficacia de 6-mercaptopurina e azatioprina e demonstrou uma taxa de
cura de 54% em doentes tratados com tiopurinas versus 21% nos controlos, contudo as taxas de

recidiva continuam a ser elevadas®.

2.6.2.2. Tratamento cirurgico

A abordagem cirdrgica depende do tipo de fistula e da sua extensdo anatomica, da
atividade da doenga e presenca de proctite ou abcesso. Na DC, apenas as fistulas perianais
sintomaticas e refratarias ao tratamento médico sdo candidatas a tratamento cirurgico, passando
por fistulotomia/fistulectomia, seton de drenagem, tratamento video assistido (VAAFT), retalho
de avanco endoretal (ERAF), ligadura do trato interesfincteriano da fistula (LIFT), cola de fibrina
(CF), tampoes bioldgicos, terapia de laser de baixa poténcia e protectomia com estoma. Estas
técnicas tratam alguns tipos de fistulas com preservacdo da funcdo anal. As complicacbes
associadas aos processos invasivos de algumas destas técnicas, tais como desenvolvimento de
abcessos e sepsis, incontinéncia anal, bem como a baixa eficdcia observada em alguns casos torna
indispensavel o desenvolvimento de técnicas terapéuticas mais eficazes'3'®, Em situacdes de
fistulas refratdrias ao tratamento, torna-se muitas vezes necessario a realizacdo de ileostomia
para alivio local da inflamacdo e melhoria da cicatrizacdo perianal, melhorando as taxas de
remissdo. A protectomia é indicada para doentes com abcessos, sepsis recorrente, doenca

perianal ou cdlica, proctite refrataria e estenose anal, com realizacdo de estoma permanente®.



3. Células estaminais mesenquimais derivadas de tecido adiposo

Ao contrario das células-tronco embrionarias, isoladas de embrides humanos, as células-
tronco somaticas (tipo adulto) encontram-se amplamente disponiveis no organismo e constituem
um material bioldgico de facil acesso e recolha. As células estaminais mesenquimais (CEM),
originarias da camada germinativa mesodérmica, sdo as mais estudadas em diversas patologias,
nomeadamente na osteoartrite e reparacao éssea, doenga cardiovascular, do sistema nervoso e
cirurgia plastica®.

Desta forma, o estudo de uma nova abordagem terapéutica com recurso a CEM-TA,
alogénico ou autdlogo, tem estado no centro da investigacdo clinica no tratamento da doencga
perianal fistulizante na DC. O fenétipo da célula estaminal diferenciada depende do ambiente
onde se encontra inserida — o microambiente inflamatdrio determina um fendtipo anti-
inflamatério, enquanto, num ambiente de trauma, predomina o fenétipo proé-inflamatério. Esta
plasticidade celular, demonstrando capacidade miogénica, adipogénica e condrogénica é decisiva
para o seu potencial terapéutico 1120,

A frequéncia de CEM no tecido adiposo é 100-500x maior do que na medula dssea.
Embora semelhantes em muitos aspetos, existem varias diferencas entre esses dois tipos de
células em termos de imunofenétipo, potencial de diferenciagdo, transcriptoma, proteoma e
atividade imunomoduladora. As CEM-TA demostram um potencial angiogénico e efeitos anti-
inflamatérios superiores as CEM derivadas da medula dssea, assim como uma taxa de replicagdo
maior e mais prolongada em cultura, com maior estabilidade morfoldgica e genética e maior

potencial anti-inflamatério e anti-angiogénico, tornando-as uma boa aposta terapéutica?’.

3.1. Células estaminais mesenquimais derivadas de tecido adiposo na fistula perianal

As CEM-TA migram para os locais de lesdo/inflamagdo e estimulam diretamente a
regeneracao do tecido, através da diferenciacdao celular e secrecao de fatores capazes de
promover proliferacdao epitelial e angiogénese, e através da modulagdo da funcdo de macrofagos,
linfécitos e células dendriticas induz um ambiente anti-inflamatério no local da lesdo. Além do
mais, as CEM-TA quando injetadas no tecido inflamatdrio da fistula, entram em contacto com
citocinas proé-inflamatérias (IFN-y) promovendo a estimulacdo de resposta anti-inflamatéria,
segregando TGFB1, fatores de crescimento, interleucinas e indoleamina 2,3-dioxigenase, e
suprimem também os macréfagos M1, células T citotéxicas e células dendriticas, linfécitos T CD4*,

promovem a formacdo de células T reguladoras e tém acgdo anti-inflamatdria sobre as células B, o



que reduz a ativagdo e a producdo de anticorpos. Desta forma, promovem a reducdo da
inflamacdo local e dos tecidos em redor, evitando a progressdo da lesdo fistulosa e apresentam
capacidade regenerativa transformando-se em fibroblastos para cicatrizagdo local da fistula,
proporcionando um ambiente propicio a cicatrizagdo natural’!%2°, Desempenham também um
papel fundamental na regeneracdo e cura da fistula, devido a sua intervencdo na angiogénese e

mitogénese?>?,

3.2. Células estaminais mesenquimais derivadas de tecido adiposo autdlogas e alogénicas

Teoricamente, as células autélogas, colhidas do abdédmen, coxas ou nadegas, sdo mais
adequadas por razoes de histocompatibilidade. Contudo, apresentam restricdes na sua aplicagao
como a necessidade de padronizacdo do método de colheita e do protocolo de cultura ex vivo,
para obtencdo de amostras semelhante em termos de nimero e propriedades celulares, a idade
do doente e a presenca de comorbilidades podem alterar a sua qualidade e depois é um
procedimento invasivo adicional implementado em doentes jd submetidos a cirurgia de
tratamento da fistula, num contexto inflamatdrio e nutricional por vezes instdvel. Desta forma, as
CEM-TA alogénicas, colhidas de dadores sauddveis, tém apresentando bons resultados
terapéuticos, e uma vez que ndo expressam complexo principal de histocompatibilidade (MHC) de
classe Il e expressam muito pouco MHC de classe | ndo ocorre rejeicdao imediata ou imunizagdo
secundaria do transplante celular. Outra vantagem é o facto de um lote de células poder ser
aplicado num numero maior de doentes, bem como a possibilidade de criagdo de um banco

celular de “dador universal”192t,

3.3. Processo de colheita das células estaminais mesenquimais derivadas de tecido adiposo

O tecido adiposo é obtido por lipoaspiracdo do tecido subdermal, sob anestesia local ou
geral, sendo uma técnica simples, com o minimo de efeitos adversos para o dador/doente e
pouco sujeito a controvérsias éticas?!. E realizada uma pequena incisdo (<0,5 cm de didmetro) e
introduzida uma canula no espago subcutaneo, sendo movimentada sob suc¢do suave para rutura
mecanica do tecido adiposo, com injecdo de solucdo salina e epinefrina para minimizar a perda de
sangue. O lipoaspirado bruto, constituido por um conjunto celular heterogéneo é lavado e
suspenso para eliminagdao de células sanguineas. Posteriormente atuam colagenases tipo Il para
isolamento da fracao celular pretendida, e passam por um processo repetido de centrifugacao e
resuspensao antes de serem adicionadas a um meio de cultura para expansao in vitro. O produto

final consiste numa suspensdo celular em solugdo tampao estéril. O estudo fenotipico e os dados
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da cinética de crescimento celular demonstram que a expansdo ex vivo das CEM-TA ndo altera
significativamente as suas propriedades bioldgicas no que diz respeito a capacidade de
proliferacdao, caracteristicas morfoldgicas, padrao de expressdao dos marcadores de superficie e

poténcia?®?4,

3.4. Tratamento cirurgico com células estaminais mesenquimais derivadas de tecido

adiposo

No pré-operatério, as infegbes devem ser tratadas com antibioterapia, que pode ser
continuada durante o periodo pds-operatorio, devem ser drenados os abcessos com >2 cm e deve
ser ponderada bidpsia da fistula para descartar possivel neoplasia, pelo crescimento tumoral
associado as CEM-TA. A terapéutica sistémica da DC deve ser continuada durante todo o processo
para evitar exacerbac8es da doenga??%.

No que concerne a anestesia, os anestésicos locais, tais como a lidocaina, se em contacto
direto, podem provocar um efeito citotéxico nas CEM, influenciando a sua viabilidade e
propriedades terapéuticas, sendo recomendada anestesia locoregional (bloqueio do nervo
pudendo) ou mesmo anestesia geral. Também o uso de solugdes alcodlicas para esterilizacdo do
local cirurgico deve ser evitado, aconselhando-se o uso de octenidina, clorexidina ou solucdo
salina??26,

O procedimento cirdrgico consiste essencialmente em: identificacdo do trajeto fistuloso e
orificio interno; curetagem do trajeto e encerramento do orificio interno com pontos de Vicryl
2/0; suspensdo das células e uso imediato, evitando que se depositem; inje¢do da suspensdo por
agulha longa e fina (Abocatt 20) nas paredes do trajeto, até 2mm de profundidade, com injegdo
de metade da amostra nos trajetos interesfincterianos e adjacentes ao orificio interno e o
restante injetado nas paredes do trajeto, na direcdo do orificio externo; selagem do trajeto
fistuloso com CF. A fistula deve ser lavada com soro fisioldgico previamente ao enxerto celular, de

forma a tornar o tratamento mais eficiente 2.

4. Estudo da eficicia, seguranca e viabilidade do tratamento com células estaminais

mesenquimais derivadas de tecido adiposo
Os ensaios clinicos sao uma ferramenta essencial na area da saude, contribuindo para

uma abordagem clinica mais eficaz, com melhoria da QV dos doentes. De seguida serdo

abordados alguns ensaios clinicos na area do tratamento perianal com CEM-TA, em doentes com
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>18 anos, de modo a avaliar o seu potencial terapéutico para uso clinico. Nas tabelas | e |l
encontram-se as caracteristicas gerais dos ensaios clinicos aqui apresentados.

Os estudos realizados por Garcia-Olmo et al. foram os preliminares nesta area, tendo
impulsionado estudos posteriores. Inicialmente, realizaram um estudo de caso de uma jovem com
DC e fistula retovaginal que foi submetida a tratamento com CEM-TA e uma semana apds a
cirurgia a fistula encerrou por completo, ndo havendo recorréncia da mesma?’. Estes resultados
desencadearam a realiza¢cdo do primeiro ensaio clinico de fase | que envolveu 5 doentes seguidos
em ambulatério, semanalmente, durante 8 semanas. Terminado esse periodo, das 8 fistulas
inoculadas, foram registadas 6 fistulas re-epitelizadas (consideradas curadas) e 2 com
encerramento incompleto. Ndo foram registadas reacbes adversas (RA) imediatas e foi feito
estudo histopatoldgico de 2 amostras, sem registo de transformacdo citoldgica de relevo®.
Posteriormente, realizaram um estudo de Fase Il onde foram recrutados 49 doentes com fistula
perianal complexa. Os doentes foram tratados com as CEM-TA em combinacdo com CF e foram
avaliados durante 1 ano. Caso ndo se observasse cura era repetido o tratamento com uma dose
superior de CEM-TA. A taxa de cura foi superior no grupo tratado com as CEM-TA (71% vs 16%) e
a taxa de recorréncia foi relativamente baixa (17,6%), com registo de melhoria na avalia¢cdo
subjetiva da QV em todos os doentes tratados. A incidéncia de RA foi superior no grupo de
controlo?®. Guadalajara et al. contribuiram com um estudo retrospetivo de acompanhamento a
longo prazo de 34 destes doentes. Dos 12 doentes do grupo de teste que atingiram encerramento
completo da fistula, 7 permaneceram livres de recorréncia ao longo do follow-up de 4 anos.
Durante o acompanhamento foram relatadas 2 recorréncias de fistula e ndo se observaram RA
relacionadas com as CEM, nem desenvolvimentos neoplasicos a longo prazo?®.

Em 2015 foi realizado um estudo sob um programa de uso-compassivo onde participaram
10 doentes. O tratamento consistiu na administracdo de CEM-TA autdlogas (8), CEM-TA
alogénicas (1) e fragdo vascular estromal (FVE) de tecido adiposo (1), que ¢é
uma fracdo descartavel da lipoaspiracdo que contem CEM-TA, pré-adipécitos, células
progenitoras endoteliais, células T e B, mondcitos, macréfagos e fibroblastos. Apds a intervencgao,
6 doentes apresentaram resposta clinica na 82 semana de pds-operatério, com cessacdao completa
da drenagem da fistula, que se perpetuou até ao final do estudo, 3 doentes demonstraram
resposta parcial, com evidente diminuicdo da supuragdo e ndo foram identificadas RA
associadas®.

Cho et al. desenvolveu um estudo multicéntrico de fase | para avaliagao do tratamento
com administracdo crescente de doses de CEM-TA, diferindo de outros estudos pelo facto de o
volume administrado ser proporcional ao tamanho do trato fistuloso. Envolveu 10 doentes,

distribuidos em 3 grupos de tratamento, seguidos durante 8 meses. Ndo se registaram RA
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associadas diretamente ao tratamento, apenas situacGes espectaveis da DC. Atingiu-se cura
completa em 3 doentes, que se mantiveram sem recidiva até ao final do estudo, predizendo a
eficacia desta terapéutica a longo prazo. Os resultados observados nos doentes que receberam a
dose mais baixa demonstraram menor eficdcia terapéutica, apresentando apenas encerramento
incompleto com reducdo da drenagem?3?.

De la Portilla et al. também contribuiu com um ensaio clinico de fase I/lla, que envolveu
24 participantes, seguidos durante 6 meses. Na primeira fase de avaliacdo, foi registada uma
reducdo na drenagem fistulosa em 60% dos doentes, 38,1% apresentou encerramento completo
da abertura externa da fistula e ndo foram registadas recidivas. Na segunda etapa de avaliacdo
foram registadas taxas de encerramento completo de 56.3%, sem diferenca significativa entre
numero de doses, e foi reportada recidiva em cinco doentes. Foi necessaria administracdao de uma
segunda injecdo em 15 doentes e ndao foram detetadas RA relacionadas com a seguranca do
tratamento32.

Em 2013, Lee et al. realizam um estudo de fase |l onde participaram 43 doentes, seguidos
durante 1 ano. O volume celular administrado a cada doente, bem como a adicdo de CF, foram
proporcionais ao tamanho da fistula e trajetos fistulosos, facto que se tem demonstrado benéfico
para a sobrevida e funcdo das células transplantadas. Oito semanas apds uma injecdo de
tratamento, observou-se encerramento completo da fistula em 27 doentes. Apds 1 ano, manteve-
se o encerramento em 23 doentes, os restantes 4 recorreram e 10 doentes necessitaram de uma
segunda inje¢cdo. De uma forma geral, houve uma regressao das fistulas em mais de 50%, com
reducdo drastica da sua drenagem e ndo se registaram RA associados ao tratamento33. Cho et al.
prolongou este estudo por mais 1 ano e demonstrou que 20 doentes ndo recidivaram apds 2 anos
de tratamento. As RA registadas ndo se relacionaram diretamente com o tratamento com CEM-
TA34,

Park et al. realizou um outro estudo piloto multicéntrico para avaliar os efeitos
terapéuticos de duas doses distintas, que envolveu a participacdo de 6 doentes avaliados durante
8 meses. Ndao foram registadas RA relacionadas com o tratamento, nem rejeicGes ou respostas
imunoldgicas anormais. Foi observado encerramento completo do trato fistuloso em 3 doentes
gue se manteve até ao final do follow-up?.

Panés et al. realizaram o maior ensaio clinico (ADMIRE-CD) de fase lll que envolveu 212
doentes com doenca fistulosa perianal complexa, refrataria ao tratamento médico. Os
participantes foram divididos em 2 grupos, o grupo de tratamento (Cx601) e o grupo placebo
(solucdo salina), sendo seguidos 24 semanas. O grupo Cx601 registou, com maior frequéncia,
encerramento completo dos tratos fistulosos (50% vs 34%), resposta mais precoce ao tratamento

(6 vs 12 semanas) e scores de PDAI significativamente melhores. Ndo se identificaram RA
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diretamente relacionadas com a terapia celular. Os dados de seguranca mostram que Cx601 foi
bem tolerada na populagdao em estudo, o que estd de acordo com os resultados dos estudos
anteriores®. Para o estudo prolongado, foi realizado um follow-up de 171 doentes, durante mais
6 meses, com apenas 131 a completarem o estudo. Uma porcdo significativamente superior de
doentes no grupo Cx601 apresentou remissdo da sua situacao clinica, comprovada pela clinica e
estudo imagioldgico com RM (56,3% vs 38,6%) e os dados de seguranga da terapéutica confirmam
o perfil favoravel de tolerabilidade a longo prazo®’.

Posteriormente, Garcia-Olmo et al. realizou também um estudo de fase Il de
acompanhamento de 52 semanas de 40 participantes do estudo ADMIRE-CD, em que a remissao
clinica foi relatada em 56% no grupo darvadstrocel e 40% no grupo de controlo. O perfil de
seguranga e a taxa de remissdo clinica do darvadstrocel no acompanhamento alargado foi
comparavel ao do estudo ADMIRE-CD, demonstrando a eficacia da terapéutica a longo prazo®.
Panés et al. também prolongou o follow-up dos doentes do estudo ADMIRE-CD, realizando um
novo estudo retrospetivo INSPIRE com o objetivo de comparar a propor¢do de doentes em
remissao clinica em ambos os grupos apds 156 semanas. Envolveu a participacdo de 89 doentes e
concluiu-se que a remissdo clinica de fistulas perianais complexas, previamente relatada as 52
semanas foi mantida em mais da metade dos doentes. Ndo foram identificadas novas
preocupacdes na seguranga do tratamento, em relagdo ao risco cancerigeno, comprovando mais
uma vez a superioridade desta terapéutica®.

Dietz et al. realizaram um ensaio clinico de fase | um pouco diferente, com o objetivo de
estudar o poder de cicatrizagdo das fistulas perianais pelas CEM-TA autdlogas, quando aplicadas
numa matriz bioabsorvivel. Envolveu 12 doentes e o tratamento consistiu na introdugdo de um
tampdo com CEM-TA no trato fistuloso, com seguimento de 6 meses. Apds 12 semanas, 9 doentes
ja tinham alcangaram a cura completa, subindo para 10 doentes ao final dos 6 meses, com
confirmacdo radiografica. A cicatrizacdo da fistula ndo foi associada a nenhuma RA, apenas com
registo de sintomas associados ao curso natural da doencga. O score Van Assche reduziu apés o
tratamento com as CEM demonstrando o beneficio desta terapéutica®.

Wainstein et al. também se destacaram ao produzir um estudo piloto observacional de
combinagdo de dois procedimentos cirdrgicos: retalho de avango endorretal e CEM-TA.
Participaram 9 doentes e o tratamento consistiu em uma injecao de CEM-TA com plasma rico em
plaguetas. No final do periodo de acompanhamento, 10 fistulas apresentaram-se completamente
curadas e 1 apenas parcialmente encerrada. Nao se identificaram recidivas ou RA em nenhum
participante e os scores do PDAI e do IBDQ melhoraram significativamente apds a terapéutica

celular. Esta combinacdo terapéutica demonstrou ser uma alternativa interessante em doentes
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refratarios, com melhores resultados em comparacdo as técnicas isoladamente, criando um efeito
sinérgico*'.

Dige et al. também inovaram no seu estudo interventivo e prospetivo, em que avaliaram a
eficacia da injecdo de CEM-TA autdlogas recém-coletadas em 21 doentes que realizam colheita e
injecdo no mesmo tempo cirdrgico. Seis semanas pos-tratamento, 7 doentes apresentaram
cicatrizacdo completa da fistula ao exame clinico, com cessacdo total dos sintomas, e 6 doentes
demonstraram redugdo acentuada na secregdo da fistula, em que 4 alcangaram cessacdo total dos
sintomas e cicatrizacdo completa da fistula posteriormente. Seis meses apds a administracdo da
terapia celular constatou-se uma resposta em 76% dos doentes, com encerramento completo em
12 doentes, cessacdo da drenagem em 3 doentes e diminuicdo da drenagem em 1 doente. Em 13
doentes foram necessarias novas inje¢Ges de conteldo celular, sendo avaliados novamente apds
6 semanas, e observou-se cicatrizacdo completa da fistula em 3 doentes. Foi ainda observada
reducdo significativa ou cessacdo da drenagem em 3 doentes. Este estudo é o primeiro a relatar
os efeitos do tratamento de DC perianal com CEM-TA autdlogas recém-colhidas, tratando-se de
uma alternativa de mais facil acesso, comparando as células autélogas cultivadas, e mais custo
efetivo que o tratamento comercializado*?.

Herreros et al. desenvolveu um estudo observacional de uso compassivo que permitiu a
aplicacdo desta terapéutica em doentes sem critérios de inclusdo num ensaio clinico. Os
candidatos ao estudo ja haviam sido intervencionados multiplas vezes, mas recidivaram. A
intervengdo consistiu em cirurgia (encerramento da abertura interna ou retalho cirdrgico),
seguida de injecdo de FVE (31 fistulas), CEM-TA autdlogas (9 fistulas) ou CEM-TA alogénicas (12
fistulas). O periodo maximo de seguimento foi de 48 meses e incluiu 45 participantes. Foi
registada resposta parcial em 49 casos a partir da 72 semana de seguimento e 24 casos
cicatrizaram num tempo médio de 6 meses. A FVE teve uma taxa de cura de 45.1%, as CEM-TA
autdlogas 33.3% e as CEM-TA alogénicas 58.3%. Todos os doentes com fistulas por DC
responderam ao tratamento, com 55.5% dos casos de resposta total com cura. Na consulta de
seguimento, 1 ano apds o implante celular, ndo se observaram recidivas, RA, nem complica¢Ges
relacionadas com esta terapéutica e a aplicacdo de CF ndao provocou melhoria significativa nas
taxas de cicatrizacdo®.

Serrero et al. também inovaram com um estudo prospetivo de fase I, que envolveu a
participacdo de 10 doentes tratados com uma injecdo combinada de CEM-TA da FVE e
microgordura. O seguimento envolveu a monitorizagdo clinica durante 48 semanas. Na 122
semana observou-se uma taxa de resposta clinica a terapéutica de 70%, com subida para 80% no
final do follow-up. A cura completa foi atingida por 20% dos doentes na 122 semana e por 60% na

482 semana. No final do seguimento também se constatou que 13/17 orificios fistulosos externos
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demonstraram estar completamente re-epitelizados ou com auséncia de drenagem. A avaliagdo
imagioldgica por RM confirmou a oclusdo completa da fistula em 2 doentes. O score de PDAI
diminuiu ao longo do follow-up e a QV dos doentes melhorou consideravelmente. Este estudo
demonstra que esta combinagdo terapéutica pode ser considerada uma boa alternativa sendo
gue a microgordura ajuda na aderéncia das CEM-TA ao local lesado, o que favorece a persisténcia
local da atividade celular, atuando em sinergia para conferir efeitos regenerativos e
volumizadores*.

Laureti et al. desenvolveram um estudo piloto prospetivo com caracteristicas especiais,
nomeadamente a administragdo local de tecido adiposo autdlogo microfragmentado, colhido do
abddémen ou face medial da coxa do doente. A amostra foi processada pelo kit Lipogems, que é
um dispositivo descartavel que reduz mecanicamente o tamanho dos aglomerados de tecido
adiposo enquanto elimina substancias oleosas e residuos de sangue com propriedades pro-
inflamatérias. Quinze doentes foram seguidos clinicamente durante 24 semanas. Na avaliacdo
final, 10 doentes apresentaram remissdo clinica e radiografica, 4 demonstraram melhoria com
auséncia de drenagem e 1 doente manteve a drenagem da fistula. O PDAI e o IBDQ apresentaram
melhorias nos scores e a QV melhorou ligeiramente. No final do estudo os resultados
mantiveram-se semelhantes, demonstrando a eficdcia e seguranca a longo prazo deste
tratamento de resgate alternativo®.

Zhou et al. também contribuiram com um ensaio clinico que envolveu a participacdo de
22 doentes, avaliados durante 1 ano. As taxas de cura demonstraram-se mais elevadas no grupo
de teste em comparagao com o controlo, tendo sido bem tolerado, com CDAI, PDAI e IBDQ a
apresentarem também melhores resultados. Os indices inflamatérios (velocidade de
sedimentacdo, proteina C reativa e calprotectina fecal) sofreram reduc¢do na avaliacdo dos 3
meses de seguimento, tendo-se mantido baixos ao longo de todo o estudo, demonstrando a agao
anti-inflamatoria destas células, imprescindivel para o tratamento desta patologia®®.

Young Park et al. compararam a eficacia deste tratamento em relacdo aos agentes anti-
TNF, com tratamento de 69 doentes com DC. Com este estudo, concluiu-se que a taxa de
encerramento da fistula foi significativamente mais rapida e o tempo de encerramento
significativamente menor em doentes submetidos a transplante CEM-TA autélogo do que o
tratamento médico com anti-TNF, demonstrando a superioridade da terapéutica celular em
termos de eficacia e seguranca relativamente ao tratamento médico atualmente mais realizado
nesta patologia®’.

Schwandner et al. também avaliou a eficacia e seguranca da solucdo darvadstrocel num
estudo com 12 doentes seguidos por 24 meses. Aos 12 e 24 meses, as taxas de cura a longo prazo

foram de 66.7% e 50%, respetivamente. Em relacdo a RM pds-operatdria, 1 doente com evidéncia
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clinica de cicatrizacdo da fistula apresentou também cicatrizacdo radiolégica, enquanto 3 doentes,
apesar de clinicamente com evidéncia de cicatrizagdo, apresentaram recorréncia radiolégica (n=2)
ou persisténcia do trato fistuloso (n=1). Ndo se registaram RA associadas ao tratamento®®,

Cabalzar-Wondberg et al. também demonstraram que a eficacia e seguranca do Alofisel®
do estudo ADMIRE-CD podem ser replicadas fora de um ensaio clinico. O estudo integrou 11
doentes com DC perianal fistulizante complexa e refrataria ao tratamento médico que foram
seguidos por um periodo de 52 semanas, com 8 doentes a apresentarem encerramento completo
da fistula, contudo 3 doentes ndo obtiveram resposta terapéutica favordvel. Os dados
demonstram que a fistula cicatriza em poucos dias apds a administracdo da terapia celular e a
cicatrizacdo completa da fistula foi observada a partir da 42 semana pds-operatdria, mais
precocemente que os restantes estudos. Em relagdo as RA, 4 doentes desenvolveram abcessos
perianais com necessidade de drenagem, contudo apenas 2 localizavam-se no local prévio da
fistula. Os resultados demonstram que o tratamento com Alofisel®, fora de um ambiente de
ensaio clinico, apesar dos obstaculos logisticos e financeiros, é viavel, eficaz e seguro®.

Mais recentemente, Bernardi et al. trataram 15 fistulas perianais num total de 6 doentes
e o tratamento consistiu em trés aplicacdes de CEM-TA. As avalia¢des clinicas foram realizadas na
122 e 242 semana apos a primeira aplicacdo. O encerramento cicatricial da parte externa com re-
epitelizacdo local registou-se em 4 fistulas, com 2 fistulas a encerrarem completamente na 122
semana. De acordo com a avaliagdo endoscdpica, 2 doentes apresentaram a doenga inativa no
final do seguimento. O CDAI e a avaliagdo da QV demonstraram resultados satisfatorios e ndo se

observaram RA>°,
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DISCUSSAO:

Na ultima década, a investigacdo na drea das células estaminais mesenquimais, para
tratamento das mais variadas patologias, tem sofrido um avanco significativo. A DC tem estado no
centro dos estudos pelas suas complicacBes clinicas, nomeadamente a doenca perianal
fistulizante, que afeta estes doentes em grande escala, sendo uma entidade clinica bastante
mutiladora e debilitante, colocando em risco a sua salde e bem-estar’?. A doenca perianal
fistulosa é relativamente frequente e constitui um marcador de gravidade/severidade da DC,
sendo dificil de tratar. As terapéuticas atuais implementadas podem resultar no encerramento
das fistulas em aproximadamente 70-75% dos doentes, mas para os restantes 25-30%, sdo
necessarias técnicas inovadoras, que permitam o seu tratamento com eficacia e seguranga, como
o caso da recente terapéutica com CEM-TA, alvo de interesse dos investigadores e clinicos pelas
suas caracteristicas Unicas, implicando o menor dano para o doente 2.

Cada vez mais, estudos promissores sobre o tratamento da doenga perianal fistulizante
complexa e refrataria associada a DC com recurso a CEM-TA mostram a sua superioridade em
relacdo aos métodos convencionais, aprovados para o tratamento desta patologia. Apesar da
diversidade nas caracteristicas dos estudos publicados, os seus resultados de seguranca e eficacia
tém sido encorajadores?22,

A andlise dos ensaios clinicos demonstra uma grande disparidade em termos de desenho
do estudo (Unico ou multicéntrico, com/sem grupo de controlo), o tipo de células e preparacdes
utilizadas (autdlogas, alogénicas, FVE), o niumero de células injetadas (1-12 x 107), o modo e
numero de injecdo (intra e/ou perifistula, 21 inje¢des), os procedimentos associados (setons, CF,
tampdes), os meios de avaliagdo (clinico ou também imagioldgico), tempo de follow-up
(meses/anos) e tratamentos médicos concomitantes (anti-TNF, antibioticos). Devido a esta
variabilidade e das pequenas amostras populacionais em estudo, torna-se dificil transpor os
resultados da eficacia terapéutica para a populacdo em geral?!. Contudo, apesar de ainda ndo
existirem guidelines que uniformizem a sua aplicagdo na pratica clinica, que providenciem
informacdo quanto a dose ideal a ser injetada, se standard ou adequada a cada fistula, para se
atingir remissdo ou cura completa dos trajetos fistulosos, que identifiquem os candidatos
adequados a beneficiarem do tratamento, nem quanto as condi¢es 6timas de cultura deste tipo
de células, a verdade é que os ensaios clinicos que tém sido publicados neste ambito, tém
demonstrado a superioridade terapéutica na inducdo e manuten¢do do encerramento das
fistulas. Desta forma, é fundamental a realizagdo de estudos mais abrangentes, com um maior

numero de participantes, de modo a credibilizar os resultados apresentados até a data,
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permitindo a proposta pela comunidade cientifica e/ou médica de diretrizes especificas de forma
a tornar mais eficiente esta terapéutica??.

E uma técnica que requer uma grande contribuigdo financeira, e uma preparagao clinica e
laboratorial especializada, apesar de se poder considerar uma técnica facil de realizar. Uma vez
que estamos a utilizar células vivas, ha um cuidado associado ao seu manuseamento, a sua
viabilidade é de apenas 72h, devem ser armazenadas a uma temperatura ideal de 15-252C, ndo
devem ser expostas a luz direta e, acima de tudo, como ndo é possivel esterilizar a amostra,
apresentam um risco elevado de contaminagdo. E importante ter em atengdo que, no momento
da recolha da amostra, é perdido um numero considerado de CEM por incapacidade de
suprimento sanguineo, o que pode reduzir significativamente a eficiéncia do procedimento. Além
disso, a consisténcia da solugdo injetada ndo fornece suporte estrutural suficiente para que as
CEM se alojem nos trajetos fistulosos, causando perdas de material biolégico durante a injecdo o
que se traduz num baixo numero de células administradas na fistula. Desta forma, limita
significativamente a sua biodisponibilidade e, consequentemente, a eficacia do procedimento.
Apesar dos aspetos referidos, esta proposta de tratamento é, sem duvida, uma das opcdes
terapéuticas mais promissoras até ao momento!®?2,

De acordo com os estudos apresentados, é possivel concluir que as taxas de recidiva sdo
mais baixas nos grupos tratados com CEM-TA, demonstrando a eficdcia desta terapéutica. Em
relacdo aos resultados a longo prazo, sdo necessdrios mais estudos multicéntricos, com
acompanhamentos mais prolongados, contudo, dos resultados ja apresentados, tem-se
observado uma tendéncia de manutenc¢do da clinica ao longo do tempo, com referéncia a re-
epitelizagGes completas dos locais de fistula. Em alguns estudos foi possivel identificar a provavel
necessidade de combinar varias terapéuticas para se obter um maior beneficio terapéutico, com
recurso a tratamento médico e cirdrgico??.

A avaliacdo e confirmacdo das situagdes de cura nos diversos estudos ndo seguem um
padrdo comum, sendo que em alguns estudos é feita avaliacdo apenas pelo exame fisico, outros
recorrem também a exames de imagem, sendo essencial a sua uniformiza¢do para viabilizar os
resultados obtidos e permitir comparagbes entre estudos. A avaliacdo histopatolégica é outra
ferramenta importante para confirmar a eficdcia desta terapéutica, contudo muito pouco
abordada nos ensaios clinicos. Um estudo histopatolégico de tecidos colhidos de fistulas, apds
tratamento com CEM, confirmou o aumento significativo no nimero de fibras de colagénio e
fibroblastos, presenca de epitélio estratificado estruturalmente normal e camada de musculo liso
compacta com arranjo multidirecional de fibras, sem se registarem quaisquer sinais de rejeicao do

transplante, sugerindo uma forte probabilidade de os resultados obtidos a curto prazo se
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manterem a longo prazo, evitando recidivas que tanto influenciam a QV e a morbilidade destes
doentes!®>,

Em relagdo aos resultados secunddrios dos estudos, foram avaliados parametros como o
CDAI, PDAI, IBDQ, score de Wexner e parametros inflamatoérios, que demonstraram melhoria nos
doentes tratados com CEM-TA em comparacao ao seu basal e aos grupos de controlo. A avaliacdo
da QV que sofreu uma melhoria significativa, veio confirmar esse pressuposto, assim como uma
reducdo dos pardmetros inflamatérios, demonstrando a acdo anti-inflamatéria das CEM-TA?2. O
procedimento cirdrgico é minimamente invasivo, relativamente facil, e, se realizado
corretamente, evita efeitos adversos e complicagdes, tais como incontinéncia fecal e cicatrizes
extensas, habitualmente associadas ao tratamento cirurgico convencional. Assim, garante a
preservacado do esfincter, o que explica a ndo influencia no score de Wexner, como observado em
alguns estudos que relataram a persisténcia ou até melhoria nos valores registados
anteriormente ao tratamento?®.

De uma forma geral, o risco de RA foi relativamente baixo, sendo que nenhum efeito se
relacionou direta ou indiretamente com as CEM-TA. Os sinais e sintomas apresentados pelos
doentes ao longo dos estudos foram explicados pelo curso natural da sua doenca de base®. Ndo
foram registadas situacdes de rejeicdo ou evento oncoldgico nos estudos de longa duragdo,
mesmo em doentes com DC perianal de longa data, o que por si s6 confere maior risco de cancro,
demonstrando a seguranca desta terapéutica?.

Os estudos conduziram a aprovacdo pela Agéncia Europeia do medicamento (EMA) em
2018 da primeira solugdo comercializada de CEM alogénicas, designada de Darvadstrocel (Alofisel
®), para o tratamento da doenca perianal na DC. As indica¢Ges de uso apresentadas pela EMA sdo
o “tratamento de fistulas perianais complexas em doentes adultos com doenc¢a de Crohn luminal
ndo ativa/ligeiramente ativa, quando as fistulas revelaram resposta inadequada a, pelo menos,
uma terapéutica convencional ou bioldgica” devendo “apenas ser utilizado apds o
condicionamento das fistulas” e por “médicos especialistas com experiéncia no diagndstico e
tratamento” da DC. A solugdo disponivel comercialmente consiste em 4 frascos de 6 mL com 30
milhdes de células/frasco, perfazendo um total de 120 milhdes de células. O contetdo total dos 4
frascos deve ser administrado para o tratamento de >2 aberturas internas e de 23 aberturas
externas, ou seja, com uma dose de 120 milhdes de células, é possivel tratar 23 tratos fistulosos
gue abram para a drea perianal. Em 2020, foi aprovado pela Infarmed a sua comercializacdo para
uso hospitalar em Portugal®®=>. Apds a sua aprovacdo, os centros clinicos de referéncia para a DC
iniciaram a aplicacdo das CEM para o tratamento da doencga perianal fistulizante, com varios
estudos a serem publicados nesse ambito, confirmando na prética clinica os resultados

apresentados no estudo ADMIRE-CD sobre a eficicia e seguranca do tratamento®¥°6-1,
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Uma vez que estamos perante uma terapéutica muito recente, estdo em curso cada vez
mais estudos para avaliar na pratica clinica a eficacia e seguranga deste tratamento, na idade
adulta (como por exemplo NCT04118088 e NCT03706456) mas também mais recentemente na
idade pediatrica (NCT04701411), bem como o estudo do risco carcinogénico desta terapéutica,
com avaliacdo da incidéncia de cancro nos doentes tratados com CEM (NCT04971525),

importantes para a melhor compreens&o dos efeitos clinicos desta terapéutica®-°°,
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CONCLUSAO:

Devido a natureza multipotencial, plasticidade, propriedades imunorreguladoras e
regenerativas das CEM-TA, estas demonstram grande potencial terapéutico no tratamento da DC
perianal, constituindo uma ferramenta promissora para o tratamento das fistulas perianais
complexas e refratdrias ao tratamento, com elevada eficdcia terapéutica e perfil de seguranca
favordvel. Embora os resultados publicados possam ser fruto de ensaios clinicos com muitas
discrepancias no desenho dos protocolos de estudo, até a data nenhuma outra técnica
terapéutica se demonstrou superior em termos de resultados clinicos e perfil de seguranga. Tem-
se observado que a sua combinacdo com qualquer outro tratamento cirdrgico ou médico pode
potencializar ambos os tipos, constituindo uma mais-valia na terapéutica a oferecer a estes
doentes.

Desta forma, a injecdo de CEM-TA autdlogas ou alogénicas, apds preparacdo cirdrgica e
médica apropriada, podera ser proposta como rotina porque é acessivel, minimamente invasiva,
ndo apresenta risco de lesdo esfincteriana e pode ser realizada em ambulatério. Contudo, é
importante perceber que a comunidade médica e cientifica estd numa fase de curva de
aprendizagem em termos de selecdo de doentes, técnica cirurgica ideal, discussdo de tratamento
interdisciplinar, papel da terapia de manutencdo e avaliacdo de resultados, entre outros. As taxas
de cura podem, por vezes, ficar aquém do esperado, contudo, é importante perceber que
estamos perante uma patologia debilitante e mutilante, e, se conseguirmos uma técnica que
promova a cura a uma pequena percentagem de doentes refratarios aos restantes tratamentos, é
uma mais-valia para a pratica clinica.

Assim, os resultados apresentados devem consistir num incentivo para um maior
consenso e padronizagdo da técnica terapéutica no futuro, em termos de critérios de inclusao, via
de administracdo, tipo (autdlogo, alogénico ou FVE) e nimero de células, modo e nimero de
injecbes, procedimentos cirdrgicos associados, critérios de avaliacdo clinica e radioldgica e
imunomonitorizacdo, sendo necessdria a realizacdo de novos estudos. E ainda importante avaliar
o perfil ideal dos doentes beneficiadores desta terapéutica e perceber efetivamente o beneficio
em associar este procedimento a outras terapéuticas de forma a maximizar o potencial

terapéutico deste procedimento.
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APENDICE

Tabela I - Resumo das caracteristicas dos artigos mais relevantes na drea referidos na revisdo. As células foram obtidas por lipossucgdo, exceto alguns estudos discriminados na sec¢do

“Dador/Origem ou tipo celular”. A: anos; CEM: células estaminais mesenquimais; CEM-TA: células estaminais mesenquimais derivadas de tecido adiposo; CF: cola de fibrina; DC: doenga de
Crohn; FVE: fragdo vascular estromal; M: meses; S: semanas.

Autor (ano Estudo (fase) Idade (M £ Sexo Amostra (n? Dador/Origem ou | Dose injetada | Follow-up Encerramento
publicagao) SD) (M:F) participantes) tipo celular completo/incompleto/
recidivas no termino
do estudo (%)
Garcia-Olmo | 35.1+2.4 3:2 5 Autdlogo 3-30x 108 12-30 M 75% [/ 25% / 0%
et al. (2005) células/ml
CEM-TA
Garcia-Olmo Il 43.33+9.9 24: 25 DC=14 (CEM:7; Autdlogo 2 x 107 células 1A Grupo CEM-TA:
et al. (2009) 28 Prospetivo CF:7); ndo- (12) 4 x 107 63%/ 38% /8%
DC=35 CEM-TA/ Cx401 células (22) Grupo placebo:
(CEM:17; 12% / 88% / 0%
CF:18)
Guadalajara et Il 40.5+9.5 15: 19 DC=8 (CEM:5; Autélogo 2 x 107 células 4A Grupo CEM-TA:
al. Retrospetivo CF:3); ndo- (12) 4 x 107 48% [/ 52% [ 24%
(2012) (Garcia-Olmo et DC=26 CEM-TA células (22) Grupo placebo:
al. 2009) (CEM:16; 23% [/ 77% [/ 8%
CF:10)
Cho et al. | 26.5+6.0 4:6 Grupo 1=3; Autdlogo 1/2/4 x 107 8M 30% / 50%/ 0%
(2013)3* Grupo 2=4; células/ ml
Grupo 3=3 CEM-TA
De la Portilla I/lla 36.0+9.0 11:13 1 dose=24; 2 Alogénico (12) 2 x 107 6 M 56% /23%/21%
etal. (2013) 32 doses=15 células; (22) 4
CEM-TA x 107 células
Lee et al. Il 26.1+5.6 30:13 43 Autdlogo (12) 3oubx 1A 67% /33% / -
(2013) 33 Prospetivo 107 células/ml;
CEM-TA (29) 1.5x a 12
injecao




24

Garcia-Olmo Compassivo 52.0+24.0 8:2 DC=3; n3o- Autdlogo e 80-100ml/ 2 x 1A 60% / 30% / 0%
et al. (2015) 3 DC=7 Alogénico 106
células/2ml
Fragdo vascular
estromal / CEM-TA
Cho et al. I, Retrospetivo 26.2+5.5 28:13 41 Autdlogo (19) 3o0ubx 1A 75% / 25% / 17%
(2015) 34 (Lee et al. 2013) 107 células/ml;
CEM-TA (29) 1.5x a 12
injecao
Park et al. Piloto 32.17+7.96 4:2 Grupo 1=3; Alogénico 1e3x10’ 8M 50% /50% /0%
(2016) 3 Grupo 2=3 células/ml
CEM-TA
Panés et al. I, 38.3+13.1 116:96 CEM:107; Alogénico 12 x 107 6M Grupo Cx601:
(2016) 3¢ Prospetivo Placebo:105 células/ 24 mL 53%/ -/ -
CEM-TA (Cx601) solugdo salina Grupo placebo:
41% /- / -
Dietz et al. I 38.0+20.0 6:6 12 Autdlogo 2 x 107 células 6M 83% /0% / 0%
(2017) *°
CEM-TA em matriz
bioabsorvivel
Panés et al. I, 38.3+13.1 NR Cx601=70: Alogénico 12 x 107 6M Grupo Cx601:
(2018) 37 Prospetivo Placebo=61 células/24 mL 56%/ -/ -
(Follow-up CEM-TA (Cx601) solugdo salina Grupo placebo:
Panés et al Alofisel ® 39% /-/ -
2016)
Wainstein et Prospetivo 40.0+17.0 2:7 9 (11 fistulas) Autdlogo 10-12 x 107 21-37 M 91% /9% / 0%
al. (2018) ¢ células
CEM-TA
Dige et al. | NR 6:15 21 Autdlogo 18-104mL TA/ 6M 57% /19% / -
(2019) + 1-3 injegOes
CEM-TA
Herreros etal. | Observacional, 46.5+22.5 24:21 52 fistulas com Autdlogo e 80-100ml/ 2 x 6M-4A 46% / -/ 0%
(2019) 43 Compassivo 42 perianais Alogénico 106
(DC=18; ndo- células/2ml
DC= 24) FVE / CEM-TA




Serrero et al. | 41.0+22.0 6:4 10 Autdlogo Microfat - 1A 60% / 20% / -
(2019) # Prospetivo 15mL;
FVE e microfat FVE - 1-6
x107células
Laureti et al. Prospetivo 40.0+18.0 8:7 15 Autdlogo 20 mI TA 6M 67%/27% [ -
(2020) 5
CEM-TA
microfragmentado
Zhou et al. Observacional 28.86 + 21:1 CEM-TA=11; Autélogo 5x 1086 1A CEM-TA: 73%; Placebo:
(2020) #¢ 10.13 Placebo=11 células/ml 55%/-/-
CEM-TA
Garcia-Olmo Fase lll 40.6+14.6 22:18 Cx601=25; Alogénico 5x 106 13M Cx601: 56% , Placebo:
et al. (2021) 38 (Follow-up Placebo=15 células/mL 40%
Panés et al.) CEM-TA
Alofisel ®
Young Park et Retrospetivo e 28.5+25 43:26 Anti-TNF=39; Autélogo 3x107 30-52,5M CEM-TA:83%, Anti-
al. (2021) +7 observacional CEM-TA=30 células/ml TNF:23% /-/33%
CEM-TA
Schwandner | Observacional, 42.5+16.5 6:6 12 Alogénico 5x 108 2A 67%/-/17%
et al. (2021) #8 Retrospetivo células/mL
CEM-TA
Alofisel®
Cabalzar- Observacional 38.3+13.5 8:3 11 Alogénico 12 x 107 12-81S 73% / 0% / 0%
Wondberg et células
al. (2021) ¥ CEM-TA
Alofisel®
Bernardi et al. | Experimental e 345+ 16.5 4:2 6 (15 fistulas) Autdlogo 3 x 107 células 6M 50%
(2022) *° longitudinal
CEM-TA
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Tabela Il - Tipos de fistulas tratadas nos estudos abordados.

Estudo

Tipo de fistulas tratadas

Garcia-Olmo et al. 2

5 enterocutaneas; 1 supraesfincteriana; 3 retovaginais

Garcia-Olmo et al.

(35 criptoglandular; 14 DC)
8 retovaginais; 30 supraesfincterianas

Guadalajara et al. ?°

30 perianais; 4 retovaginais

Cho etal. 3!

5 transesfincterianas; 4 supraesfincterianas e 1
extraesfincteriana

De la Portilla et al. 32

5 interesfincterianas; 17 transesfincterianas; 1
supraesfincteriana; 1 extraesfincteriana

Lee et al. 33

30 transesfincterianas; 5 supraesfincterianas; 8
extraesfincterianas

Garcia-Olmo et al. 3°

3 DC; 7 ndao DC
1 interesfincteriana; 3 transesfincterianas; 5 supraesfincterianas;
1 extraesfincteriana

Cho 2015 et al. 3

28 transesfincterianas; 5 supraesfincterianas; 8
extraesfincterianas

Park et al. 3°

1 transesfincteriana; 4 supraesfincterianas; 1 retovaginal

Panés et al. 3¢

Sem referéncia

Dietz et al. %°

3 interesfincterianas; 8 transesfincterianas; 1 supraesfincteriana

Panés et al. 37

Sem referéncia

Wainstein et al. 4!

III

1 interesfincteriana; 8 transesfincterianas; 2 “pouch-vagina

Dige et al. +

1 interesfincteriana; 13 transesfincterianas; 7 anovaginal

Herreros et al. 43

42 perianais (26 transesfincterianas; 16 supraesfincterianas); 7
retovaginais (3 DC), 1 uretroretal, 1 sagrada, 1 hidradenite
18 DC; 24 criptoglandular

Serrero et al. #

1 interesfincteriana; 8 transesfincterianas; 1 extraesfincteriana

Laureti et al.

15 transesfincterianas

Zhou et al. %

7 interesfincterianas; 11 transesfincterianas; 1
supraesfincteriana; 3 extraesfincterianas

Garcia-Olmo et al. 38

Sem referéncia

Young Park et al. ¥/

19 simples; 50 complexas

Schwandner et al. *8

1 interesfincteriana; 17 transesfincterianas; 3
supraesfincterianas

Cabalzar-Wondberg et al. +°

10 transesfincterianas; 1 supraesfincteriana

Bernardi et al. >°

Sem referéncia
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