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Potencial terapéutico das células estaminais do corddo umbilical

Resumo

Na década de 80 demonstrou-se, pela primeira vez, que o corddao umbilical é
uma fonte relevante de células hematopoiéticas transplantaveis. A partir dai, é
considerado um importante reservatério de células, com potencial terapéutico para
muitas situacbes clinicas. Embora o sangue do corddo umbilical seja utilizado
essencialmente em doencas hematoldgicas, o espetro de patologias para as quais fornece
terapia efetiva foi expandido de forma significativa, incluindo também condicGes nao
hematoldgicas.

O corddo umbilical é utilizado como fonte de terapia celular regenerativa e
modulacdo imunoldgica. A colheita e criopreservacdo de células derivadas do corddo
umbilical tornaram-se, assim, uma opcao frequente. No entanto, levantam-se questoes
sobre o custo versus os beneficios dos bancos de células estaminais e, também, questdes
éticas e juridicas complexas.

Esta monografia estuda questfes relacionadas com a conservagdo de células
derivadas do sangue e tecido do corddo umbilical e o grande potencial de aplicagdes
clinicas atuais. Em particular, descrevem-se as questdes praticas inerentes a colheita,
processamento e conservacgdo a longo prazo das células recolhidas do cordao umbilical,
aos diferentes tipos de células estaminais existentes e suas atuais e potencias aplicacdes
clinicas. Torna-se, assim, evidente a tendéncia crescente de utilizacdo destas células
estaminais em cuidados de satde em todo o mundo.

Palavras-chave: corddo umbilical, células estaminais, criopreservacdo, bancos de
células, aplicacOes terapéuticas
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Abstract

In the 1980s it was found evidence that the umbilical cord is a relevant source of
transplantable hematopoietic cells. Since then, it is now considered the most abundant
reservoir of cells with therapeutic potential for many clinical cases. Although umbilical
cord blood is used primarily in haematological diseases the spectrum of pathologies for
which it provides effective therapy has been significantly expanded including non-
haematological conditions.

Umbilical cord is used today as a source of regenerative cellular therapy and
immune modulation. Harvesting and cryopreservation of umbilical cord-derived cells
have thus become a frequent option. However, questions have been raised on the cost
versus the benefits of stem cell banks and some complex ethical and legal issues are
being discussed.

This monography examines the preservation of blood-derived cells and
umbilical cord tissue and the great potential of its current clinical applications. It
examines the practical issues of long-term collection, processing and conservation of
umbilical cord harvested cells and describes the different types of existing stem cells
and their current and potential clinical applications. It concludes that it is possible to see
an increasing trend on the use of stem cells in health care around the world.

Key words: umbilical cord, stem cells, cryopreservation, cell banks, therapeutic
applications
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1.Introducéo

As células estaminais multipotentes do sangue do corddo umbilical sdo uma
fonte promissora em medicina regenerativa. Tém a capacidade de autorrenovagao, uma
taxa de proliferacéo elevada e a capacidade de se diferenciar em varios tipos de células
especializadas.

Devido a sua capacidade de regenerar tecidos danificados, a utilizacdo destas
células em medicina regenerativa é bastante promissora e muitos estudos vdo sendo
feitos nesse sentido.

Neste trabalho sdo analisadas questdes relacionadas com a colheita e
conservacdo das células estaminais do corddo umbilical, com os tipos de bancos de
criopreservacdo das células, bem como questdes éticas relacionadas com este
procedimento. Sdo também abordadas as aplicacdes terapéuticas atuais e as potenciais
aplicacdes clinicas, com base em estudos atuais. Pretende-se especificamente perceber a
importancia das células estaminais do corddo umbilical para a medicina do futuro, e
quais as vantagens e desvantagens da sua conservacdo a longo prazo.

A base de pesquisa para este trabalho foram os inUmeros estudos que vdo sendo
feitos nesta area, publicados em distintas revistas e compéndios cientificos, dando-se
prioridade ao que de mais atual se tem publicado.

E uma area que levanta algumas controvérsias, e no que diz respeito as questoes
éticas, verifica-se a auséncia de unanimidade de opinides, pelo que os paises assumem
posicBes distintas quanto & pesquisa de células estaminais embrionarias. E, por isso,
essencial a supervisdo por uma comissdo de ética, que acompanhe a evolucdo dos
progressos cientificos nesta area, de acordo com o estabelecido em cada pais.

Algumas limitacGes foram observadas ao longo desta analise, nomeadamente a
dificuldade de transposicdo dos resultados de estudos de aplicacdo terapéutica para a
realidade humana, ja que muitos estudos tém por base a experiéncia animal. Outras
limitacBes referem-se aos efeitos adversos do uso de células estaminais em terapia, ao
uso de amostras relativamente pequenas, com caracteristicas de saude especificas, e sob
tratamentos especificos, o que limita os resultados obtidos, ndo sendo possivel uma
extrapolacéo geral. Mais estudos devem ser feitos para colmatar estas dificuldades.

11
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2. Objetivos

Tendo em conta que nas ultimas décadas o potencial das células estaminais do
corddo umbilical tem sido tema de debate constante, tanto no meio cientifico como a
nivel da comunidade em geral, 0 objetivo desta monografia € investigar acerca do
potencial terapéutico destas células.

Sendo uma area em constante desenvolvimento, pretende-se, especificamente,
aferir das inovacBes que tém ocorrido neste campo, como tipos de células estaminais
mais importantes, novas aplicagdes terapéuticas, novos métodos de manipulagéo celular
e metodologias de criopreservacao.

12
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3. Materiais e Métodos

Este estudo consiste numa revisdo bibliogréafica especializada, realizada entre
marcgo e setembro de 2017. A consulta baseou-se em artigos nacionais e internacionais
nas bases de dados Google Schooler, PubMed/Medline e Scielo através das palavras-
chave: umbilical cord blood, hematopoietic stem cells, mesenquimal stem cells,
cryopreservation, cord blood banking, therapeutic applications of stem cells, e da
combinacéo destas palavras.

Foram incluidos artigos sobre células estaminais do corddao umbilical humanas e
animais. Selecionaram-se 0s artigos mais recentes na area, incluindo artigos de distintas
revistas cientificas, muitos deles por serem artigos de revisdo citados noutras
publicacdes, e de empresas especializadas na area da criopreservacdo de células
estaminais. Foram excluidos artigos anteriores a 2004.

13
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4.Ceélulas estaminais

As células estaminais sdo células indiferenciadas, sem a especializacéo funcional
caracteristica das células adultas de um organismo vivo. 2 Tém a capacidade de se
diferenciar em varias linhagens celulares, dando origem as células especificas de cada
tecido e 6rgdo do nosso corpo. Esta especializa¢do funcional vai ocorrendo ao longo de
toda a vida, sendo que cada célula estaminal ao dividir-se pode permanecer como célula
estaminal ou diferenciar-se numa célula com uma funcéo especifica. ¢

Estas células existem desde o embrido até a idade adulta, sofrendo alteragdes
bioldgicas ao longo de todos os estadios de desenvolvimento. @

Funcionam como um sistema interno de reparacdo de tecidos e 6rgdos
danificados e de substituicdo de células mortas, como na substituicdo diéria de células a
nivel do cabelo, da pele, do sangue e do intestino.

A diferenciacdo celular ocorre por etapas, e os fatores que desencadeiam cada
uma delas sdo de origem intracelular, como os genes que codificam para funcdes e
estruturas das ceélulas, e origem extracelular, como moléculas existentes no meio, o
contacto com células vizinhas ou substancias quimicas secretadas por células
contiguas.®¥

As células em estado intermédio de diferenciacdo sdo designadas de células
progenitoras, que ja tm uma via irreversivel de especializacdo a seguir, dependendo do
tecido onde se encontram. ™

4.1. Caracteristicas das células estaminais

As células estaminais possuem caracteristicas Unicas que as diferenciam de todas
as outras células: a autorrenovacgdo, a diferenciagdo em qualquer tipo de célula e a
plasticidade. ¢

A autorrenovacdo é uma caracteristica que permite que as células estaminais se
dividam e renovem por periodos indefinidos. Ao contrario de algumas células que por
norma ndo se replicam, como as células musculares, sanguineas ou nervosas, as células
estaminais tém a capacidade de proliferagdo continua, podendo em laborat6rio dar
origem a milhdes de células estaminais, desde que ndo ocorra diferenciacdo, se forem
replicadas por longos periodos de tempo. *®)

A capacidade de renovacdo em qualquer tipo de célula resulta do facto de as
células estaminais serem indiferenciadas, ndo tendo estruturalmente funcdes especificas
de nenhum tecido em particular. ®

A plasticidade € também uma caracteristica das células estaminais, observada
em laboratorio, permitindo que sejam manipuladas in vitro sem perderem as suas
capacidades funcionais. Contudo, as células estaminais embrionarias sdo as que
possuem maior potencialidade, ou seja, maior capacidade de diferenciacdo, competéncia
que se vai perdendo & medida que se atinge o estado adulto. )

14
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Figura 1. Caracteristicas das células estaminais. (Adaptado de 6)

4.2. Fontes de células estaminais

Sdo varias as fontes de células estaminais, sendo as principais o sangue e tecido
do corddo umbilical, a medula 6ssea e o sangue periférico. Estdo também presentes no
tecido adiposo, mucosa nasal e polpa dentéria. ©:>*%

4.3. Classificacdo das células estaminais
4.3.1 Quanto a origem

As células estaminais podem ser classificadas de acordo com a sua origem em
embrionarias, adultas e dos tecidos neonatais. As primeiras sdo células presentes nos
primeiros estadios de desenvolvimento embrionario, sendo as que detém maior
potencial de diferenciacdo relativamente a todas as outras celulas estaminais. S&o
totalmente indiferenciadas e delas derivam todas as celulas do organismo.

O ovo ou zigoto é a céelula mais indiferenciada que existe. Dela resultam tecidos
essenciais ao desenvolvimento do embrido, como a placenta e o corddo umbilical. A
utilizacdo de células embrionérias envolve questdes éticas importantes, pelo que ndo sdo
este tipo de células as utilizadas para a criopreservacéo. ?

As células estaminais adultas, também designadas de somaticas, sdo células
presentes no organismo adulto, em tecidos especializados. Tém menor capacidade de
diferenciacdo, ou menor potencialidade, dando origem a células apenas da linhagem
celular do tecido onde estdo inseridos, como as da medula dssea, vasos sanguineos do

15
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sangue periférico, pele, figado, musculo-esquelético, etc. Possuem uma funcgéo
Importante na reparacgdo do tecido danificado onde se encontram.

As células do tecido neonatal podem ser consideradas células adultas, tendo em
conta que se podem obter apds 0 nascimento, mas tém caracteristicas singulares, uma
vez que o seu potencial de diferenciacdo é superior ao das células estaminais dos outros
tecidos adultos. “? Estas células sdo as utilizadas no processo de criopreservacéo,
nomeadamente as células do sangue e tecido do cordao umbilical.

4.3.2. Quanto ao potencial de diferenciagéo

Quanto a capacidade de produzir novas linhagens celulares, ou potencialidade,
as células estaminais classificam-se em unipotentes, multipotentes, pluripotentes ou
totipotentes, por ordem crescente de competéncia.

Durante a embriogénese verifica-se uma diminuicdo de potencialidade das
células que constituem o embrido. As células embrionérias, nomeadamente o 6vulo
fertilizado e as células resultantes das suas primeiras divisfes, 0s blastomeros, sdo as
que tém maior potencial de diferenciacdo comparativamente a todas as outras células
estaminais, e sdo por isso designadas de totipotentes. Perante certas condicOes, sdo
capazes de originar um embrido viavel, incluindo tecidos de suporte. Porém, apds
alguns dias, as células resultantes, o blastocisto, passam a ser pluripotentes, pois
sozinhas ndo tém capacidade de dar origem a um embrigo. *®

O blastocisto é composto por uma camada externa de células, o trofoblasto, que
da origem aos tecidos extraembrionarios como a placenta e saco amniético. O
trofoblasto engloba um conjunto de células que se designa de botdo embrionério,
composto por células pluripotentes, que da origem ao epiblasto, precursor das trés
camadas germinativas embrionarias ectoderme, mesoderme e endoderme, de onde
derivam todos os tecidos e 6rgaos.

As células multipotentes derivam de células de um dos trés folhetos
germinativos referidos, e designam-se de multipotentes pois tém uma capacidade de
diferenciacéo limitada as células do tecido onde se encontram. Estdo presentes até ao
14° dia de desenvolvimento embrionario que corresponde a gastrulacéo. %%

As células estaminais unipotentes sdo as células de tecidos adultos mais
especializadas de todas, sendo que a sua capacidade de diferenciacdo ocorre apenas ao
longo de uma linhagem.
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Figura 2. Origem dos diferentes tipos de células estaminais. (Adaptado de 7)

4.4. Diferencas e semelhancas entre células estaminais embrionarias e
celulas estaminais adultas

Um dos grandes interesses das células estaminais € 0 seu uso em terapias
regenerativas. Neste sentido, uma das diferencas entre as células estaminais
embrionarias e as células estaminais adultas € o nimero e o tipo de células diferenciadas
que podem originar.

As ceélulas estaminais embrionarias, sendo pluripotentes, podem originar
qualquer tipo de celula do organismo. Para além disso, a sua cultura in vitro €
relativamente facil, obtendo-se um niimero elevado de células importante em terapias de
substituicao.

A maioria das células estaminais adultas sdo multipotentes, logo a sua
capacidade de diferenciacdo esta limitada a tipos de células do tecido de origem. A sua
cultura e isolamento sdo também mais dificeis, pois sdo raras nos tecidos maduros e
ainda nao foram elaborados métodos de expanséo celular in vitro.

Outra caracteristica de distingdo destes dois tipos de células é a probabilidade de
rejeicdo apos transplante. Poucos ensaios tém sido feitos que comprovem a seguranca
de células estaminais transplantadas, no entanto sdo as células estaminais adultas as
menos suscetiveis de causar rejeicdo apds transplante. Isto porque sdo células
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especializadas num tipo celular especifico, bem como tecidos derivados destas células
estaminais adultas, reintroduzidas no proprio paciente, logo a probabilidade de rejeicéo
pelo sistema imunitario € menor. Isto reproduz uma grande vantagem uma vez que pode
diminuir a necessidade de toma de farmacos imunossupressores cujos efeitos
secundarios sdo claramente nocivos.

4.5. Células estaminais pluripotentes induzidas

As CEPis de rato foram descritas pela primeira vez em 2006 e as CEPis
humanas no final de 2007. Estas células demostram caracteristicas importantes pela
expressdo de marcadores de células estaminais, com capacidade de gerar células
caracteristicas das trés camadas germinativas, capacidade que se designa de
pluripoténcia. *” S&o células adultas que foram geneticamente reprogramadas para um
estado semelhante ao das células estaminais embrionarias. Tém a capacidade de
autorrenovacdo e podem transformar-se em qualquer tipo de células.

Podem ser obtidas a partir dos varios tipos celulares presentes no corddo
umbilical, nomeadamente das células estaminais hematopoiéticas presentes no sangue
ou das células estaminais mesenquimais da geleia de Wharton. ")

Extensa investigacdo decorre nesta area, para otimizacdo de processos e
possibilidade de futura utilizacdo em medicina de transplante e regeneracdo de tecidos
danificados no corpo humano. “®

Células somaticas Aplicagbes
Fibroblastos Reprogramaciio Diferenciaciio Modelos de doencas
E:E;f;gf;l:os ——% ——%  (FPis — @ Descoberta de novos farmacos
Sangue especificas do doente 1-;} Medicina regenerativa

Doente

Figura 3. Esquema da formacao das CEPis e suas aplicages. "

5. Células estaminais do cordao umbilical

5.1. Células estaminais hematopoiéticas

O sangue do corddo umbilical obtém-se do corddo umbilical do recém-nascido e
da placenta logo apdés o momento do parto. Este sangue é rico essencialmente em
células estaminais hematopoiéticas (CEHSs) que tém a capacidade de diferenciacdo em
qualquer célula da linhagem sanguinea. Sdo semelhantes as células presentes na medula
Ossea, e por isso tém especial interesse como alternativa em transplantes
hematopoiéeticos. Tém no entanto algumas vantagens relativamente as ceélulas
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hematopoiéticas da medula 6ssea: sdo mais imaturas, logo possuem maior vitalidade
para proliferacdo, maior aceitabilidade no grau de compatibilidade HLA entre dador e
doente, sdo mais acessiveis e apresentam melhor plasticidade, ou seja, preservam
melhor a sua capacidade funcional apés manipulacéo em laboratério. *°>®

Caracterizam-se pelo marcador CD34+ © e CD133+. @9

Na figura 4 é possivel verificar a célula estaminal progenitora hematopoiética,
pluripotente, com capacidade de se diferenciar em células multipotentes das séries
mieloide e linfoide, e posterior especializacdo nas diferentes células do sistema
sanguineo e imunitario.

As CEHs ganharam especial relevo devido a potencialidade de utilizacdo em
tratamentos de inimeras doencas relacionadas com os sistemas hematoldgico e
imunitério e ainda em anemias, leucemias ou linfomas. ©

A principal limitacdo do uso deste tipo de células estaminais € a baixa
concentracdo conseguida, a nivel do corddo umbilical. Por isso, sdo importantes
métodos de expansdo celular, ex vivo, de modo a conseguir um numero de células
compativeis com o transplante. ¥

5.2. Células estaminais mesenquimais

Estas células estdo presentes tanto no sangue como no tecido do corddo
umbilical, mas encontram-se em maior nimero neste ultimo. Podem ser obtidas através
de varios tecidos como a medula dssea ou tecido adiposo, mas € o tecido do corddo
umbilical o que apresenta maiores vantagens no isolamento destas células,
nomeadamente pela maior capacidade de diferenciacdo e maior taxa de divisdo. O
tamanho do corddo umbilical também facilita a manipulacdo o que leva a uma boa
rentabilidade na obtencéo deste tipo de células. )

As células estaminais mesenquimais (CEMs) sdo células multipotentes com
grande potencial terapéutico, nomeadamente a nivel da medicina regenerativa de tecidos
e orgdos, pois ttm um grande potencial de diferenciacdo, secretam fatores tréficos que
levam & reestruturacéo dos tecidos e possuem propriedades imunorreguladoras. ¢ As
células estaminais mesenquimais ndo sao originalmente imunossupressoras, mas
adquirem esta propriedade em resposta & combinagdo com quimiocinas, moléculas de
adesdo e moléculas imunossupressoras. *? Esta caracteristica faz com que estas células
sejam promissoras no tratamento de doencas relacionadas com a imunidade e na doenca
do enxerto contra o hospedeiro.

A capacidade de especializacdo é superior a das CEHs, e a capacidade de
multiplicacdo e expansdo em laboratdrio sdo também mais elevadas, 0 que permite mais
do que uma utilizagdo. @

A Sociedade Internacional de Terapia Celular propés um critério para definir
células estaminais mesenquimais humanas, uma vez que nao existe um marcador
definido para estas células, descrevendo-as como positivas para 0s marcadores CD105,
CD73 e CD90, e negativas para CD45, CD34, CD14 ou CD11b, CD79a ou CD19 e
HLA-DR. (%)
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Células estaminais mesenquimais da medula &ssea, por exemplo, tém a
capacidade de diferenciacdo em vérias linhagens de tecidos mesenquimais como tecidos
6sseo, adiposo, cartilagineo, tendinoso, muscular e do estroma da medula (figura 5). 4

@ Linfacitos B
_® Linfoblastos @ Linfécitos T

@ Células NK

BT

-
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PROGENITORA
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— @Erilmblaﬁcs — U Eritrdcitos
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Figura 4. Célula estaminal progenitora hematopoiética como origem dos varios tipos de
células da linhagem sanguinea. ©

g

CELULA ESTAMINAL
MESENQUIMATOSA

Adipdcitos Condricitos Ostecblastos Mioblastos Meuroblastos Fibroblastos
A4 A¥4 N h¥4 hv4

Tecido Adiposo Cartilagem Tecido Muscular Neurdnios  Tecido Conjuntivo

Figura 5. Célula estaminal mesenquimal precursora de varias linhagens celulares. ©
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5.3. Células progenitoras endoteliais

Células progenitoras ou precursoras sdo células com origem nas células
estaminais que ja possuem algum grau de diferenciacdo, na linhagem celular de origem.
As que se diferenciam em células endoteliais, relacionadas com a formacdo dos vasos
sanguineos, sdo designadas de células progenitoras endoteliais (CPEs). ©

Podem ser isoladas de vérios tecidos, nomeadamente do sangue do corddo
umbilical, medula 6ssea ou sangue periférico.

S&o células com grande capacidade de proliferacdo, ao contrario das células
endoteliais ja maduras, importantes no fenémeno de angiogénese ou neovascularizacao,
e por isso com grande potencial terapéutico a nivel da medicina regenerativa e
tratamento de doencas vasculares. No entanto, a baixa disponibilidade destas células é a
maior limitacdo & sua utilizago terapéutica e em investigacéo celular. ¢

5.4. Ceélulas estaminais somaticas nao restritas

Estas células sdo um outro tipo de células estaminais multipotentes do sangue do
corddo umbilical. Sdo células raras em relacdo as células estaminais hematopoiéticas,
mas podem expandir-se rapidamente. A semelhanca das células estaminais
mesenguimais, podem diferenciar-se nas linhagens dos tecidos 0sseo e cartilagineo, ndo
conseguindo, porém, a diferenciacdo adipogénica pela forte expressao do inibidor de
adipécitos DLK-1/PREF1. 4

Varios estudos mostram o potencial terapéutico das células estaminais somaticas
ndo restritivas (CESNRs) na cicatrizacdo éssea, na diminuicdo da doenca do enxerto
contra 0 hospedeiro, na reparacdo apds enfarte do miocardio e como veiculos para
terapia génica. Estdo, por isso, sob investigacdo para uma série de aplicacdes
terapéuticas. 441®

5.5. Células estaminais embryonic-like

Estas celulas definem-se como sendo capazes de originar celulas das trés linhas
germinativas: ectoderme, mesoderme e endoderme. ©

Sédo células estaminais da medula 6ssea e outros tecidos adultos, que expressam
marcadores de células de desenvolvimento embrionario precoce, como células
estaminais embriondrias e primordiais pluripotentes, *” tendo, no entanto, um potencial
de diferenciacio maior. ®

Vérias experiéncias mostram que certos tipos de células estaminais adultas
podem diferenciar-se em células tipicas de orgdos ou tecidos distintos da sua linhagem
de origem, como por exemplo células derivadas da medula 0ssea que se diferenciam em
células epiteliais pulmonares. A este fendmeno chama-se transdiferenciacdo, ja
observado em algumas espécies de vertebrados, e terdo na origem estas células
embryonic-like. )
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Séo células mdveis e foram detetadas no sangue periférico apos enfarte do
miocérdio, lesdo de queimadura cutanea, acidente vascular cerebral e em pacientes com
doenga de Crohn, o que levanta a possibilidade de poderem participar na reparagéo de
tecidos, ou que servem de reservatdrio de células estaminais adultas, ou que serdo as
suas precursoras.

A pluripoténcia destas células ainda ndo foi demonstrada in vivo, mais estudos
devem ser feitos para confirmar esta propriedade e a sua importancia em medicina
regenerativa. ‘")

6. Colheita e conservacao de células estaminais

A criopreservacdo é a técnica que permite conservar as células estaminais por
longos periodos de tempo sem que percam a sua viabilidade. Atualmente as células
estaminais recolhidas do corddo umbilical sdo armazenadas sob condi¢des controladas
durante cerca de 25 anos, tempo durante o qual se mantém exequiveis. ©

6.1. Vantagens e Limitacoes

Criopreservar as células do corddo umbilical tem vantagens relativamente as
células da medula dssea e do sangue periférico (tabela 1), mas a sua eficacia depende do
namero de células estaminais presentes no corddo umbilical que, sendo limitado, pode
resultar numa recolha com um ndmero de células inferior ao necessario para um
tratamento. Esta limitacdo do numero de células estaminais disponiveis no cordédo
umbilical, cinco a dez vezes inferior relativamente a medula 0ssea, leva também a um
maior tempo de recuperacao apés transplante. A investigacdo atual procura técnicas que
permitam aumentar o nimero de células estaminais das amostras recolhidas. Para além
disso, a possibilidade de recolha de células estaminais do corddo umbilical para
criopreservacao € unicamente no momento do parto, enquanto da medula Gssea sdo
possiveis multiplas recolhas. ©®
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Tabela 1. Vantagens da criopreservagdo das células do sangue do corddo umbilical
relativamente as da medula 6ssea. (Adaptado de 5)

SANGUE DO CORDAO UMBILICAL MEDULA OSSEA

Imediata, as células estaminais do
sangue do cordao umbilical
criopreservadas ficam prontas a ser
utilizadas

Tempo de espera pode ser mais
longo se for necessario encontrar
um dador compativel

DISPONIBILIDADE

Maior tolerancia, possibilidade de
utilizar amostras mesmo quando a
compatibilidade entre dador e
paciente ndo é total

Menor tolerancia, fazendo com
que a probabilidade de encontrar
um dador compativel seja menor

COMPATIBILIDADE

Menor, comparado com a medula
0ssea (doenca do transplante contra
0 hospedeiro)

Maior, comparado com o sangue
do corddo umbilical

RISCO DE EFEITOS
SECUNDARIOS

A colheita envolve um

RISCOE A colheita é indolor e ndo procedimento cirdrgico simples

DESCONFORTO NA apresenta riscos para a mae ou para  com anestesia, mas invasivo, 0

COLHEITA 0 bebé gue comporta sempre algum
risco

6.2. Processo de criopreservacao

O processo comeca com o consentimento informado dos dadores de células do
sangue do corddo umbilical, que uma semana antes ou depois do nascimento do bebé
fazem testes de despiste de doencas infeciosas.

6.2.1. Colheita e transporte

O tempo é um fator muito importante para o sucesso de todo o processo, pois a
recolha tardia implica a ocorréncia de coagulacdo sanguinea devido ao colapso dos
vasos do corddo umbilical. A perda de fluxo sanguineo, de pressdo e a alteracdo de
temperatura leva a formacdo de trombos, o que dificulta a extragdo de uma amostra
viavel.

O processo aplica-se a grande maioria dos partos, sejam vaginais ou por
cesariana, induzidos ou ndo induzidos. E um procedimento ndo invasivo e nio doloroso,
que demora apenas alguns minutos, sendo um método simples de venipuntura, com
recolha do sangue do corddo umbilical, ou recolha de tecido do corddo, para um
recipiente estéril.

Durante esta etapa € possivel ocorrer contaminacdo, essencialmente num parto
vaginal onde o corddo umbilical contacta com fluidos vaginais ou derivados do célon,
que podem contaminar a amostra durante a pungao venosa.
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O saco esteéril de recolha pode levar até 150 ml de sangue ou tecido do cordao
umbilical e é armazenado num recipiente de forma segura para entrega. A sobrevivéncia
das células depende do tempo e este sistema garante que condi¢cBes como temperatura,
pH, niveis de CO; e O, entre outros, ndo afetem a amostra, sendo o transporte feito
mediante condic@es controladas e registadas.

6.2.2. Processamento

Nesta fase de separacdo e processamento do sangue ou tecido do corddo
umbilical, os métodos sdo em parte automatizados.

Numa primeira fase, na chegada ao laboratério, faz-se uma desinfecdo da
superficie do saco de recolha e encaminha-se para a sala limpa, de condi¢des
completamente estéreis. Aqui, procede-se a sedimentacgdo e centrifugacdo dos globulos
vermelhos, do que resulta uma suspensdo rica em células mononucleares, onde se
encontram as células estaminais pretendidas para criopreservacdo. Este procedimento de
reducdo de volume por separacdo das hemécias é essencial, uma vez que permite a
racionalizacdo do espaco de armazenamento, tendo em conta 0 maior volume que estas
células ocupam. Outras vantagens sao a reducdo da quantidade de substancia
crioprotetora utilizada e diminuicdo da citotoxicidade obtida por descongelamento dos
glébulos vermelhos.

Por norma, utilizam-se métodos multiplos que garantem a manutencdo da
viabilidade celular, que é monitorizada através de testes de controlo de qualidade ao
longo de todo o processo. %

6.2.3. Criopreservacao

O processo de criopreservacédo foi evoluindo ao longo do tempo, e tem por base
0 armazenamento das células estaminais em nitrogénio em fase liquida ou de vapor,
mantendo a viabilidade celular ao longo de varios anos.

O sucesso do processo depende de varios fatores:

o Concentracéo celular

A concentracdo de agente crioprotetor necessario neste processo depende do
numero de células criopreservadas, e pode resultar em toxicidade celular. O espaco de
armazenamento necessario e o trabalho de lavagem da amostra antes da reinfuséo
também séo fatores que limitam a concentragdo de células criopreservadas. ¥

Para este processo sdo aceitaveis no minimo 2,5x10’ células nucleadas totais por
quilograma de peso corporal do paciente. Verifica-se, porém, que apenas 10% das
amostras atualmente preservadas contém células suficientes para a transplantacdo num
adulto. ™ Neste sentido, e para criangas maiores e adultos, transplantes do sangue do
cordao umbilical duplos, que utilizam unidades de sangue do corddo umbilical de dois
doadores, atenuam as limitacées da dose celular, ®® e podem ter vantagens em doencas
como leucemia aguda. ®?
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o Agentes crioprotetores

A criopreservagdo de células é um processo delicado que pode levar a danos
celulares devido a varios fatores: mudanga de fase da 4gua a baixa temperatura, tanto a
nivel intra como extracelular; velocidade do procedimento que pode afetar as reacfes
fisico-quimicas e biofisicas, ou rutura osmotica causada por solutos concentrados.

De modo a minimizar estes efeitos, adiciona-se a suspensdo celular uma
substancia crioprotetora, imediatamente antes do congelamento. Estas substancias
podem ser de dois tipos: permeaveis a membrana celular, como o DMSO ou o glicerol,
ou ndo permeaveis como o 2-metil-2,4-pentanodiol ou polivinilpirrolidona.

Pelo seu baixo custo e toxicidade, o DMSO, solvente aprético e polar, é dos
mais comumente utilizados. Atua por reducdo da concentragdo eletrolitica da solucéo
residual dentro da célula e ao seu redor, a qualquer temperatura. Como efeitos negativos
sdo referidos o decréscimo da taxa de sobrevivéncia e a inducéo da diferenciacéo celular
por metilacdo do DNA.

Atualmente, novas séries de substancias estdo a ser utilizadas com sucesso,
conseguindo-se elevadas taxas de sobrevivéncia apds congelamento e descongelamento.
Sd0 misturas de varias substancias como 10% de DMSO, glicose, um polimero e
reguladores de pH. A concentracdo das substancias crioprotetoras utilizadas deve ser
otimizada de modo a conseguir a melhor taxa de sobrevivéncia celular possivel. %%

Estudos recentes de Martinetti et al Y mostram a vantagem do uso da trealose,
acucar utilizado como crioprotetor, relativamente ao uso padrdo de DMSO.
Demonstrou-se, neste estudo, que a trealose 1M resultou numa crioprotecdo melhorada
para CD34+, mantendo a viabilidade destas células e a sua capacidade de diferenciacao
apos descongelamento.

o Temperatura

Para o congelamento de células isoladas do corddo umbilical as temperaturas
padrdo utlizadas s@o -196 a -80°C. Tendo em conta a propagacdo de agentes infeciosos
através da fase liquida dos tanques de nitrogénio, as condi¢cdes Otimas de
armazenamento s&o o vapor de nitrogénio a -156°C. %

o Taxa de congelamento

Este é também um fator muito importante e amplamente debatido na literatura.

Na congelacdo a taxa controlada, as células estaminais sdo congeladas a uma
velocidade de 1-2°C por minuto até uma temperatura de cerca de -40°C. De seguida
realiza-se um congelamento mais rapido até aos -120°C, a um ritmo de cerca de 3-5°C
por minuto.

No congelamento a taxa ndo controlada ocorre um primeiro arrefecimento até
-4°C, sendo depois a amostra colocada num congelador a -80°C ou em nitrogénio em
fase liquida. ¥

O congelamento propriamente dito faz-se por dois métodos essenciais usando o
DMSO: reducdo de glébulos vermelhos ou redugdo plasmaética, ou pelos metodos de
congelamento lento ou vitrificago.
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Qualquer que seja o método utilizado, ocorre avaliacdo da viabilidade das
células congeladas cerca de 72 horas ap6s o congelamento. ¥

6.2.3.1. Método de congelamento com DMSO por reducdo de glébulos
vermelhos

Neste método o sangue do corddo € centrifugado com o objetivo de se obterem
21 ml de sangue contendo essencialmente globulos brancos, ao qual se adicionam 4 ml
de DMSO a 50%. A suspenséo celular obtida é congelada.

6.2.3.2. Método de congelamento com DMSO por reducéo plasmatica

Este procedimento inclui a remocdo de todo o plasma da suspenséo celular, e
todas as células sdo congeladas em DMSO a 10%.

O processamento celular neste método é mais econdémico, ao contrario do
armazenamento e do processo de descongelamento que é também mais complexo.

Em termos de rendimento, tendo em conta boas condi¢des de descongelamento
e lavagem das células, com este método conseguem-se obter tantas ou mais unidades
formadoras de coldnias, células nucleadas totais ou CD34+, e taxas mais elevadas de
enxerto de células, o que leva a maior eficacia no tratamento de algumas doencas, como
a B-talassemia.

6.2.3.3. Método de congelamento lento

Este método baseia-se num plano de arrefecimento lento que leva a um efluxo
rapido de agua intracelular, evitando assim a formacéo de cristais de gelo, que levaria a
destruicdo das células. O sucesso depende do tipo celular, uma vez que as células tém
capacidades distintas de movimentar a agua através da membrana plasmatica.

O primeiro passo consiste na inclusdo do agente crioprotetor que vai substituir a
agua do citoplasma que sofreu efluxo, com o objetivo de reduzir o dano celular e de
ajustar a taxa de arrefecimento de acordo com a permeabilidade da membrana celular. A
taxa de arrefecimento tipica para este tipo de protocolo é de 1°C por minuto na presenca
de uma concentracdo inferior a 1,0M de crioprotetor, com o uso de um aparelho
congelador de alto custo, com controlo da taxa de arrefecimento.

As vantagens deste método sdo o baixo risco de contaminacdo durante 0s
processos e a ndo exigéncia de grandes técnicas de manipulacdo. No entanto, a
possibilidade de formacao de gelo extracelular pode diminuir o sucesso da técnica. ¢*%)
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6.2.3.4. Método de vitrificacdo

Este procedimento é uma alternativa ao método de congelamento lento, sendo
um processo no qual as suspensodes celulares passam diretamente do estado aquoso para
um estado vitreo, pela exposicao ao nitrogénio liquido.

As células sdo expostas a altas concentracdes de crioprotetor, numa proporcao
de 40 a 60% de peso/volume, com posterior arrefecimento rapido com nitrogénio. O
sucesso deste processo depende do equilibrio entre trés fatores fundamentais:
viscosidade da amostra, taxa de arrefecimento e aquecimento e volume da amostra.

Existem dois tipos de vitrificacdo: de equilibrio, que envolve misturas de
substancias crioprotetoras e sua inclusdo na suspenséo celular, e a de ndo equilibrio que
usa taxas de congelamento extremamente altas, mas com menores concentragfes da
mistura de agentes crioprotetores.

A grande vantagem deste método é a elevada taxa de sobrevivéncia celular,
devido ao baixo risco de danos ocorridos no processo de congelamento. Porém, existe
maior risco de contaminacdo com agentes patogénicos e é uma técnica mais complexa a
nivel de manipulagéo. %)

Na tabela 2 estdo resumidas as caracteristicas que diferenciam os métodos de
congelamento lento e de vitrificagéo.

Tabela 2. Comparagédo dos métodos de congelamento lento e vitrificacdo. (Adaptado de 23)

CARACTERISTICAS METODO
CONGELAMENTO LENTO VITRIFICACAO
TEMPO NECESSARIO Mais de 3h Rapido, menos de 10 min
CUSTO Elevado, necessario Baixo, sem necessidade de
congelador maquinaria especial
VOLUME DA AMOSTRA (uL) 100-250 1-2
CONCENTRAGAO DE CRIOPROTETOR Baixa Elevada
RISCO DE DANOS, INCLUINDO .
- Elevada Baixa

FORMAGCAO DE CRISTAIS DE GELO
VIABILIDADE POS-DESCONGELAMENTO Elevada Elevada
RISCO DE TOXICIDADE DO .

Baixa Elevada

CRIOPROTETOR
TIPO DE SISTEMA

POTENCIAL CONTAMINAGAO COM
AGENTES PATOGENICOS

MANIPULACAO

Sistema fechado

Baixo

Facil
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6.2.4. Descongelamento e lavagem

As células congeladas sdo rapidamente descongeladas em banho-maria a 37°C,
suavemente agitadas e removidas quando os cristais de gelo se dissolvem.

Posteriormente, avalia-se a viabilidade celular e a capacidade de diferenciacéo
das células descongeladas. Um dos testes utilizados para esse fim é o teste de exclusdo
do azul de tripano. A percentagem de células vidveis ap6s descongelamento é
normalizada para células ndo criopreservadas, usando a seguinte equacéo: viabilidade
celular (%) = namero de células recuperadas apds descongelamento x 100 / nimero de
células néo criopreservadas. ¥

Tendo em conta a toxicidade do DMSO em concentracGes superiores a 1%, se
em contacto com as células sanguineas, por mais de 30 minutos, a 37°C, este deve ser
removido logo ap6s o descongelamento, de modo a evitar efeitos nefastos aos pacientes
transplantados. ¥

Atualmente existem dispositivos automatizados de lavagem celular, no entanto,
0 protocolo de lavagem padrdo ¢ manual e segue o protocolo do New York Blood
Center. Consiste na diluicdo, em duas fases, das células descongeladas com 2,5% de
albumina de soro humano e 5% de dextrano 40, seguida de centrifugacdo durante 10
minutos a 10°C. Remove-se 0 sobrenadante e adiciona-se novamente a solugdo de
albumina e dextrano, até uma concentracdo final de DMSO inferior a 1,7%.

Apos este processo, faz-se o acondicionamento da unidade dadora antes do
transplante, em recipientes apropriados para evitar contaminacdo, sendo importante a
detecdo de contaminacdo microbioldgica antes da infusdo. ¢%

Na figura 6 estdo representadas as fases principais de todo o processo de
criopreservacao celular.
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Figura 6. Esquema das etapas basicas de processamento e criopreservacdo das células do
corddo umbilical. (Adaptado de 20)
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7. Bancos de criopreservacao

Existe, atualmente, uma grande variedade de bancos para preservagdo de células
estaminais. Esta préatica teve inicio em hospitais ou instituicdes sem fins lucrativos, que
processavam estas amostras e as forneciam quando necessario. Posteriormente, foram
surgindo empresas privadas com o objetivo de armazenar células estaminais exclusivas
dos seus clientes, para seu uso préprio ou familiar. ‘%

7.1. Em Portugal
7.1.1. Bancos privados

Presentemente existem em Portugal oito empresas privadas que recolhem e
armazenam células estaminais do corddo umbilical: BebéCord, Bebevida, Bioteca
(grupo  CryoSave), Criobaby, Crioestaminal,  Criovida, = Cytothera e
FutureHealthBiobank. Algumas recorrem a laboratorios estrangeiros ou de outras
empresas para 0 processamento das amostras (BebéCord, Criobaby e
FutureHealthBiobank).

Existe também o Instituto Valenciano de Infertilidade, com laboratoério sediado
em Lisboa, com amostras recolhidas em Espanha, cujo mercado ndo é exclusivo, pelo
que as amostras poderdo ser para uso universal. ¢

A Crioestaminal foi pioneira no pais e na Peninsula Ibérica, iniciando atividade
em 2003, e conta com mais de 100 000 amostras de células estaminais criopreservadas.
Em Marco do corrente ano adquiriu a Cytothera, pertencente ao grupo farmacéutico
Medinfar, alargando assim o seu grupo de investigacdo e desenvolvimento. ©

Antes de 2009, ndo havia legislacdo que regulasse o funcionamento dos bancos
privados em Portugal, sendo que muitos abriram atividade previamente a esse ano.
Agora, com a legislacdo europeia ja transposta para 0 nosso pais, todos os bancos
devem cumprir 0s requisitos da Autoridade para o0s Servicos de Sangue e
Transplantagéo.

A Lei n° 12, de 26 de margo de 2009 ®” estabelece o “regime juridico da
qualidade e seguranca relativa a dadiva, colheita, analise, processamento, preservacao,
armazenamento, distribuicdo e aplicacdo de tecidos e células de origem humana”, e a
entidade responsavel que regula e autoriza este setor atualmente é a Dire¢cdo Geral de
Satde. ¢®

7.1.1. Banco publico
Os bancos publicos estdo sujeitos a regulamentacfes nacionais e podem ser
credenciados para integrar redes internacionais. ¢*

A Lusocord é o primeiro banco publico portugués de células estaminais do
corddo umbilical que funciona, desde 2009, nas instalagdes do Centro de
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Histocompatibilidade do Norte ©%. Passou por um processo de reestruturacéo, que
evitou o fim da sua atividade, integrando desde 2012 o Instituto Portugués do Sangue e
Transplantagdo (IPST), e hoje conta com cerca de 460 amostras criopreservadas,
disponiveis para transplante. Esté prevista a certificagdo internacional, que permite a sua
ligacéo a rede de bancos de criopreservacéo de todo o mundo. ¢V

Os servigos de recolha e criopreservacdo sao gratuitos, e as amostras ficam a
disposicéo de todos os cidadaos. ¢

Caso a amostra ndo relina 0s requisitos necessarios para uso em transplantacao,
podera ser usada em investigagdo cientifica ou controlo de qualidade. ©¢?

As vantagens de um banco publico em relacdo aos privados sdo a
disponibilidade imediata das amostras para utilizacdo em transplantes, num grande
namero de doentes a nivel mundial, e o facto de ser um procedimento gratuito, pois
todas as despesas sdo suportadas pelo Ministério da Salde. Em certas doencgas, como
leucemias e linfomas, ndo é recomendado o transplante autélogo, pois o defeito genético
que provoca a patologia podera estar presente nas células do sangue do corddo
umbilical. Por este motivo, os transplantes realizados a partir de dadores nao
aparentados séo preferiveis, e esta é outra vantagem de doacdo de amostras a um banco
publico. ®2 A existéncia de bancos publicos nacionais permite também armazenar
amostras de caracteristicas genéticas representativas da populacdo que pretendem
cobrir. &

Por outro lado, o dador perde direitos sobre a amostra doada, que fica disponivel
para transplante em qualquer pais que a solicite, que esteja inscrito nos registos
internacionais da EuroCord. 2 Sediada em Paris, a Eurocord ¢ uma organizacio sem
fins lucrativos que estuda o transplante do sangue do corddo umbilical, terapias
inovadoras e novas aplicacGes das células estaminais. Colabora com bancos de todo o
mundo e o objetivo primario é ter os registos dos pacientes que receberam transplantes e
analisar os resultados obtidos. ¥

Em resumo, os bancos publicos mostram vantagens pela utilizacdo alogénica das
amostras criopreservadas, ndo tém fins lucrativos, sdo de financiamento publico e tém
como base a solidariedade e o acesso igual para todos. Estes motivos, juntamente com a
ligacdo em rede a outros bancos, também a nivel internacional, aumenta a probabilidade
de continuidade deste tipo de projeto. Por sua vez, os bancos privados apenas admitem
utilizacdo autdloga das amostras criopreservadas, sdo de financiamento privado, com
fins lucrativos, o0 acesso a informac&o é desigual e competitiva, a qualidade é varidvel e
por vezes desconhecida, ao contrario dos bancos publicos que sdo regulados por padrbes
internacionais de qualidade. 9233

7.2. Na Europa e no mundo

O primeiro banco puablico credenciado surgiu nos Estados Unidos, em 1992, no
New York Blood Center. ®® Seguiram-se Paris, Mildo, Dusseldorf, entre outras cidades.
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Os bancos privados expandem-se rapidamente por todo o mundo, embora sejam
proibidos nalguns paises, como Italia. Em Espanha s&o permitidos bancos privados, mas
as amostras ficam disponiveis para uso em banco publico.

Para alguns paises, de acordo com pareceres emitidos pelos respetivos comités
nacionais de bioética, como Franca, Chipre, Italia ou Irlanda, o armazenamento privado
de células estaminais do corddo umbilical, para uso autélogo, é inutil e prejudicial ao
sistema publico de doacdes. A recomendag¢dao do Conselho da Europa é de que “se
forem estabelecidos bancos de sangue do cordao, estes devem ser baseados na doagéo
altruista e voluntaria do sangue do corddo e usados para transplantes alogénicos e
investigacao relacionada”. (29.33)

Um outro modelo de banco de armazenamento de células do corddo umbilical é
0 banco familiar. Ocorre o armazenamento direcionado para familias com grau de
parentesco, para as quais pode ser clinicamente apropriado um transplante de células
compativeis. S0 poucos 0s paises que admitem este conceito, que acaba por ser um
prolongamento dos bancos privados. Estes paises estabelecem listas oficiais de
indicacdes para as quais o transplante de células estaminais hematopoiéticas provou ser
efetivo e para o qual a colheita direcionada é apropriada.

Os transplantes que resultam deste modelo de bancos direcionados para
familiares relacionados podem ter algumas vantagens, relativamente aos transplantes
alogénicos, como a diminuicdo da doenga do enxerto contra o hospedeiro, maior
probabilidade de sobrevivéncia e a oportunidade de recolha de células da medula dssea
do mesmo dador, em caso de recaida ou rejeicdo. Por estes motivos, serd de esperar um
aumento deste tipo de bancos familiares. %

Os bancos hibridos sdo outro modelo existente, como o Virgin Bank, no Reino
Unido, e o StemCyte, nos Estados Unidos, Taiwan e india. Nestes sistemas, uma
percentagem da amostra é armazenada para uso privado (direcionado para uso familiar),
e outra parte para a rede publica.

Alguns modelos de bancos hibridos permitem aos pais doarem amostras para
bancos publicos, mas mantém direitos de propriedade durante um determinado periodo
de tempo, que cubra eventuais necessidades da crianca. Este modelo gera alguma
controvérsia devido a preocupacdes éticas, cientificas, econémicas e sociais. 2%

8. Questdes éticas

As questBes éticas relacionadas com o armazenamento e utilizacdo das células
do sangue do corddo umbilical, nem sempre foram abordadas pelos comités e comissdes
nacionais de bioética. O primeiro a abordar este assunto foi o comité francés, Comité de
Consulta Nacional de Etica para as Ciéncias da Vida e da Saude. Um dos principais
riscos referenciados, foi a implementacdo de bancos de células do sangue do cordao
umbilical para uso exclusivamente autélogo, que contraria os principios de igualdade e
de solidariedade, sobre os quais uma sociedade se deve reger. ®
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As principais questdes morais e deontologicas relacionadas com as células
estaminais humanas dizem respeito & sua origem e uso em investigagdo. "

Elas podem obter-se ndo s6 a partir do sangue do corddo umbilical, de tecidos
adultos e de produtos derivados de aborto, mas também de embrifes excedentes que nao
foram implantados no Utero em processos de fertilizacdo artificial, embriGes gerados
especificamente para investigacdo, embrides em estado precoce de desenvolvimento,
sem que se prejudique a sua evolucdo natural, ou a partir de processos de clonagem
somética ou reprodutiva. ©®

Em relacdo as células estaminais do corddao umbilical, as principais questdes
legais e regulamentares que se colocam incluem varios critérios: consentimento
informado, propriedade, indicagBes médicas, reivindicagbes relacionadas a beneficios
médicos, uso alogénico versus uso autdlogo, estruturas legais, bancos publicos versus
bancos privados, sistemas de financiamento, acesso e organizagdo, garantia de
qualidade, rastreabilidade, custos relativos, publicidade, comercializacdo e patentes,
protecdo de dados pessoais, privacidade e confidencialidade e a relacdo entre doentes,
médicos e bancos de criopreservaggo. %39

No que diz respeito ao consentimento informado, para o armazenamento das
células do sangue do corddo umbilical, uma das questBes que se levanta é a propriedade.
Algumas opinides defendem que as células obtidas do sangue do corddo umbilical sdo
propriedade da crianca, outras que € propriedade da mée.

Varios pareceres sdo proferidos neste sentido, ndo havendo unanimidade entre os
meios filoséfico, jurista, ético e cientifico sobre o estatuto do feto, no entanto, uma
crianca que esta fora do corpo da mée é reconhecida como pessoa juridica, por todas as
leis nacionais. Torna-se, assim, problematico o principio de autonomia, tendo em conta
que esta crianca ndo tem capacidades de entendimento nem de fornecimento de
consentimento informado.

Quem tem, entdo, o direito de consentimento? A méae é obrigada a dar a sua
aprovacao, mas, admitindo que o sangue do corddo umbilical pertence ao bebé, é
necessario considerar que a mae aceita em nome deste, e ndo em seu préprio nome. O
envolvimento do pai neste processo é também recomendavel.

Por outro lado, em relacdo ao conteudo do consentimento, é relevante que este
inclua ndo sé a colheita e armazenamento do sangue, mas também as suas possiveis
utilizacgdes.

E unanime que o consentimento informado deve ser obtido antes do momento do
parto, e apos a divulgacdo adequada da informacao.

A relacdo dos médicos com os bancos publicos e privados do sangue do cordéo
umbilical deve ser divulgada durante o processo de consentimento informado. Né&o
devem ser aceites incentivos financeiros, ou outros, para fornecer amostras aos bancos
de criopreservagdo das células. ¢

O consentimento informado esta também relacionado com o problema da
protecdo de dados pessoais. 36 A investigacdo em células estaminais embrionéarias deve
respeitar todos os procedimentos e supervisdo de uma comissdo de ética. Deve ser
solidamente regulamentada, para que a progressao cientifica evolua paralelamente a

33



Potencial terapéutico das células estaminais do corddo umbilical

requisitos éticos rigorosos, conciliando a importancia da investigacdo com o respeito
pela vida humana. %39

Em Portugal, este papel cabe ao Conselho Nacional de Etica para as Ciéncias da
Vida, estabelecido pela Lei 14/90, de 9 de Junho, da Assembleia da Republica, cuja
missdo ¢ “acompanhar sistematicamente a evolu¢do dos problemas éticos suscitados
pelos progressos cientificos nos dominios da biologia, da medicina ou da saude em
geral e das ciéncias da vida”. (40)

Segundo o relatério sobre investigacdo em células estaminais do Conselho
Nacional de Etica para as Ciéncias da Vida ©®, “a utilizacdo de células estaminais de
sangue do corddo umbilical para investigacdo tendo em vista o tratamento de casos de
doenga, ndo recolhe objecdo quando se ndo verificam interesses, designadamente
comerciais, que desviem os fins proprios da investigacdo e dos mesmos haja pleno
esclarecimento e consentimento por parte dos progenitores do recém-nascido”.

9. Aplicacg0es terapéuticas

Em 1989, Broxmeyer et al, demonstraram pela primeira vez que o cordéo
umbilical € uma fonte relevante de células hematopoiéticas transplantaveis. O primeiro
transplante realizado com estas células, ocorreu no mesmo ano, numa crianga com
anemia de Fanconi. O dador foi um irmdo com um sistema de antigénios leucocitarios
humano idéntico. ® Apés 12 meses, verificou-se que ndo havia sinais da doenca, sendo
que 98% do sistema linfatico do doente tinha origem nas células dadoras.

Seguiram-se estudos que mostram a efetividade do uso destas células em
doencas ndo hematoldgicas e em terapia celular regenerativa ou modulacio imune.

9.1. Aplicag0es atuais

9.1.1 Tratamento de doencas isquémicas

Em Portugal, a Crioestaminal € a Gnica empresa com quatro patentes registadas
para tratamentos com células estaminais. Dizem respeito a formulagcdo de um gel de
fibrina, com células estaminais derivadas do sangue do corddo umbilical, para
tratamento de feridas diabéticas, ou recuperacgéo cardiaca apds enfarte do miocardio.

Pretende-se que as células estaminais, combinadas com células endoteliais delas
derivadas, ou com &cido lisofosfatidico, sejam capazes de promover a regeneragdo e
revascularizacdo das areas afetadas.

Nos proximos anos, serdo postos em pratica ensaios clinicos que irdo sustentar o
propdsito destas patentes. “V
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9.1.2. Anemia Aplastica Severa e Sindrome Mielodisplasica Hipoplasica

Em 2016, a Parent’s Guide to Cord Foundation realizou, com sucesso, o 12°
transplante autdlogo com células derivadas do corddo umbilical, a uma crianga com
Anemia Aplastica. Devido a inexisténcia de dador de medula 6ssea compativel, optou-
se pela utilizacdo das células aut6logas criopreservadas, num banco privado.

O transplante foi realizado com sucesso, e ap0s 3 semanas Verificou-se o
restabelecimento da producdo de células sanguineas, com progressdo favoravel do
quadro clinico. “?

Recentemente, a 21 de Agosto deste ano, a Gamida Cell, lider mundial em
terapias celulares e imunes para o tratamento de cancro e doencas 6rfas genéticas,
anunciou o seu primeiro transplante de uma amostra criopreservada, derivada de sangue
do corddao umbilical ndo relacionado. O CordIn, produzido nesta empresa israelita,
resulta de processos de expansdo celular de células do corddo umbilical, por
metodologias proprias, sendo posteriormente criopreservado. Terd beneficios em
doentes com anemia aplastica severa (AAS) ou Sindrome mielodisplasico hipoplastico
(SMD), distarbios graves da medula dssea, que ndo possuam dador compativel
disponivel.

Mais estudos estdo a ser desenvolvidos com este produto, nomeadamente
estudos de fase 1/2 em pacientes com anemia falciforme. ¥

9.1.3. Doengas metabolicas
9.1.3.1. Doenca de Krabbe

Esta doenca caracteriza-se pela deficiéncia da enzima galactocerebrosidase,
ocorrendo falhas no processo de mielinizacdo nos sistemas nervoso central e periférico,
com consequente deterioracdo neuroldgica progressiva. O transplante de células
estaminais hematopoiéticas mostrou beneficios em doentes em estadios iniciais da
doenca, com melhoria neurolédgica e aumento da sobrevivéncia global.

Um estudo de 2005 permitiu o diagndstico e o tratamento precoce desta doenca,
num grupo de recém-nascidos, partindo de historia familiar. Todos os neonatos
sobreviveram e mostraram atividade enzimética normal. A mesma aplicacdo em bebés
sintomaticos resultou em piores resultados neuroldgicos e de sobrevivéncia, o que dita a
importancia de avaliacdo precoce desta doenca, com beneficios indiscutiveis no
transplante antes do desenvolvimento dos sintomas. %

9.1.3.2. Sindrome de Hurler
Esta é uma doenca causada por uma deficiéncia de a-L-iduronidase, cujos
sintomas comecam por volta dos dois anos de idade. Ocorre deterioracdo grave e

progressiva do sistema nervoso central, doenca cardiaca, anormalidades esqueléticas,
obstrucéo da cdrnea, hepatomegalia e morte na infancia.
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As células estaminais dadoras conseguiram repor 0S niveis enzimaticos,
travando a progressdo da doenga, em 85% das criancas submetidas a transplante
alogénico. )

9.1.4. Leucemia mieloide

Estudos de 2002 mostraram remissdao completa de leucemia mieloide numa
doente jovem, apoOs transplante alogénico de células estaminais mesenquimais e
hematopoiéticas do progenitor.

Estudos posteriores usaram combinagdes de células estaminais mesenquimais e
hematopoiéticas em doengas hematoldgicas malignas, mostrando ser um procedimento
seguro, com reducdo dos efeitos adversos associados ao transplante, com recuperagédo
da medula em todos os doentes estudados. “©

Na tabela 4 estdo resumidas as patologias onde podem ser utilizadas atualmente
as celulas estaminais do corddo umbilical. Em certas doencas, como algumas
deficiéncias medulares e tumores soélidos, sdo utilizadas células em transplantes
autélogos. E o indicado para patologias adquiridas ao longo da vida, e ndo doencas
existentes a nascenca. Nas restantes, sdo utilizadas células estaminais em transplantes
alogénicos, de familiares ou dadores ndo relacionados, metodologia indicada nas
doencas de foro genético.

Tabela 3. Doencgas em cujo tratamento podem ser utilizadas células estaminais do sangue
do cordao umbilical. (Adaptado de 47)

Doencas Oncoldgicas

Leucemia linfoblastica aguda Anemia refrataria
Leucemia mieloblastica aguda Mielofibrose
Leucemia mieloide cronica Mastocitose sistémica
Leucemia linfoide crdnica Sindrome linfoproliferativo autoimune
Leucemia mielomonocitica Histiocitose familiar
Tumores sélidos (ex. neuroblastoma) Histiocitose das células de langerhans
Linfoma de Hodgkin Linfohistiocitose hemofagocitica
Linfoma ndo-Hodgkin Granulomatose linfomatosa

Hemoglobinopatias

fB-talassémia major a-talassémia major

36



Potencial terapéutico das células estaminais do corddo umbilical

B-talassémia intermédia Anemia falciforme
a-talassémia intermédia

Doengas Metabdlicas

Adrenoleucodistrofia Sindrome de Sandhoff
Doenca de Gunther Doenca de Tay Sachs
Doenca de Gaucher Doenca de Krabbe
Sindrome de Hunter Leucodistrofia metacromatica
Sindrome de Hurler Gml gangliosidase

Sindrome de Hurler-Scheie Doenca de Wolman
Sindrome de Maroteaux-Lamy Aspartilglucosaminuria
Sindrome de Sanfilippo Sindrome de Morquio
Sindrome de Hermansky-Pudlak Sindrome de Lesch-Nyhan
Mucolipidose tipo Il, 11l a-manosidose
Doenga de Austin Fucosidose

Imunodeficiéncias

Sindrome de Omenn Doenga granulomatosa crénica
SCID com deficiéncia de adenosina Sindrome linfoproliferativo ligado ao
Deaminase (ADA-SCID) cromossoma X
SCID ligada ao cromossoma X Deficiéncia IKK gama
Sindrome de ataxia-telangiectasia Hipogamaglobulinemia
Sindrome de DiGeorge Sindrome de Griscelli
Sindrome de Wiskott Aldrich Sindrome de Nezelof

Agamaglobulinemia ligada ao cromossoma X

Deficiéncias medulares

Anemia apléstica Hemoglobindria paroxistica noturna
Anemia apléstica adquirida Doenca de Glanzmann
Anemia de Fanconi Trombocitopénia amegacariocitica
Anemia diseritropoiética congénita Sindrome de Tar

37



Potencial terapéutico das células estaminais do corddo umbilical

Anemia de Blackfan-Diamond Trombocitopénia neonatal severa
Anemia sideroblastica congénita Dermatomiosite juvenil
Anemia hipolinfoproliferativa Xantogranuloma juvenil
Aplasia eritréide pura Pancitopenia
Neutropenia ciclica Sindrome de Kostmanns
Neutropenia autoimune Sindrome de Shwachman-Diamond
Sindrome de Evans Sindrome de Pearson
Outras
Osteopetrose

9.2. Aplicagdes em estudo

O corddo umbilical ¢ uma fonte Unica de células estaminais com mdaltiplas
aplicacdes potenciais nos campos de medicina regenerativa e terapias celulares.

Muitos estudos estéo a ser realizados nesta area, em animais e também humanos,
que evidenciam resultados promissores em varias doencas, para as quais nao existe
ainda terapia eficaz. ¥

9.2.1.Doencas autoimunes
9.2.1.1. Diabetes Mellitus tipo 1

A diabetes mellitus tipo 1 (DM1) é uma doenca autoimune causada por uma
destruicdo das células  do ilhéu pancreatico. A terapia passa, por isso, por ultrapassar a
falta de células P produtoras de insulina, mas também pela interrupcéo da progressédo da
autoimunidade.

Estudos mostram que o tratamento com células T reguladoras aut6logas
CD4CD62L, derivadas de células estaminais do corddo umbilical, pode reverter a DM1
estabelecida. O sangue do corddo umbilical pode corrigir defeitos funcionais destas
células T reguladoras, restaurando o seu potencial terapéutico para tratar a patologia.

Este tratamento ndo s6 eliminou a hiperglicemia e restaurou a arquitetura do
ilhéu pancreético, através de um aumento acentuado da proliferagdo de células B, mas
também diminuiu a autoimunidade através de alteracdes imunes sistémicas e regulacéo
local nas ilhotas pancreaticas. “¥

Num estudo, de 2014, foram transplantadas células estaminais mesenquimais no
pancreas de ratos, de forma autdloga, aos quais foi induzida hiperglicemia. Os
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resultados mostraram redu¢ao dos niveis glicémicos, devido a recuperagdo de células
pancredticas. ©® Este aumento de células B resultou de replicagdo, devido ao
recrutamento de macrofagos pelas células estaminais transplantadas.

9.2.1.2. Diabetes Mellitus tipo 2

A DM2 caracteriza-se pelo desenvolvimento de resisténcia & a¢do da insulina.
Sdo vérias as complicagdes associadas, pelo que sdo fundamentais estratégias
terapéuticas inovadoras que superem esta disfuncéo autoimune.

A utilizacdo de células estaminais derivadas de sangue do corddo umbilical, num
estudo de 2013, mostrou uma melhoria duradoura no controlo metabolico e reducdo de
marcadores inflamatorios, em doentes diagnosticados com esta patologia. Provou-se ser
possivel, com esta terapia, controlar a disfuncdo imune e restaurar o equilibrio
imunoldégico, através da modulacdo de mondcitos, macréfagos e outras células imunes,
tanto no sangue periférico como nos tecidos, levando a uma reversdo da resisténcia a
insulina. ®V

9.2.1.3. Artrite reumatoide

As terapias anti-inflamatorias existentes para a artrite reumatoide (AR),
previnem ou atrasam a progressao da destruicdo articular e 6ssea, mas nao regeneram 0s
tecidos danificados. Neste sentido, foram feitos estudos com células estaminais
mesenquimais que mostraram propriedades regenerativas. ?

Um estudo de 2016, utilizou células estaminais mesenquimais, derivadas do
sangue do corddo umbilical, em ratos aos quais foi induzida a doenca. Verificou-se que
as condi¢Oes inflamatorias estimulam os efeitos imunossupressores destas células, e que
estas respondem ao ambiente imunoldgico da doenga.

O estudo concluiu que estas células mesenquimais podem atuar como
moduladores celulares de macrofagos, atenuando a produgdo de TNF-a, IL-1P e
citocinas inflamatorias.

A administracdo sistémica destas células mostrou ser uma alternativa
terapéutica possivel para a AR, com efeitos semelhantes ao Etanercept, um dos
farmacos biolégicos mais eficazes atualmente. ©®?

9.2.2. Doengas neurologicas

Sabe-se atualmente que as células estaminais podem originar neuronios,
astrocitos e eventualmente oligodendrocitos, por manipulacdo genética. Sao, por isso,
ferramentas enddgenas Uteis para possiveis tratamentos de patologias
neurodegenerativas. E importante comecar por alcancar meios de direcionar estas
células de modo especifico, percebendo quais os seus marcadores e caminhos de
sinalizacdo. Serdo essenciais para a prevencdo e recuperacdo de defices cognitivos,
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associados ndo sé ao processo de envelhecimento, mas também de doencas e lesdes
cerebrais.

Alteracdes na capacidade regenerativa de celulas estaminais adultas no
hipocampo foram ligadas a vérias doencas como epilepsia, défice cognitivo relacionado
a idade, depressédo, doenca de Parkinson, doenca de Alzheimer, doenga de Huntington,
entre outras. Isto indica que estas células endogenas podem ser manipuladas
geneticamente ou farmacologicamente para promover a reparacdo cerebral. ¢

9.2.2.1. Doenca de Alzheimer

Evidéncias atuais mostram um papel importante da autofagocitose na doenca de
Alzheimer. Este processo tem um efeito neuroprotetor celular, por impedir a
acumulagdo de substancia B-amildide, que é tdxica para 0s neuronios, levando a perda
de comunicagéo nas sinapses. ¥

A utilizacdo de células estaminais do corddo umbilical humano, por via
intravenosa, em ratos, mostrou uma biodistribuicao e retencdo relativamente altas, tanto
a nivel cerebral, como em varios 6rgéos periféricos como figado, rim e medula 6ssea.®®

Outros estudos mostraram que estas células reduzem a neuropatologia associada
a substancia B-amiloide, em ratos. Analises ao tecido cerebral mostraram reducdo desta
substancia, tanto numa administracdo curta, de 2 meses, como numa a longo prazo, de 4
meses.

Foram utilizados mondcitos derivados de células estaminais do corddo
umbilical, por administracdo periférica, e os resultados mostraram melhores funcdes
motoras, de aprendizagem e de memédria.

9.2.2.2. Encefalopatia hipoxico-isquémica moderada ou grave

Esta patologia ocorre quando ha hipoperfusdo tecidual significativa e
diminuicdo do aporte de oxigénio, de diversas etiologias. Resulta de lesbes cerebrais
ocorridas no Utero ou no inicio da infancia, tendo muitas vezes como causa um acidente
vascular cerebral. Como consequéncia, mais de 30% dos bebés com esta patologia
morrem ou ficam comprometidos em termos cognitivos e funcionais. “&°"

Estudos mostraram resultados promissores em roedores, apds injecdo com
células do corddo umbilical humanas néo criopreservadas, melhorando as lesdes
resultantes de encefalopatia hipéxico-isquémica. ©”

9.2.2.3. Paralisia cerebral

Apdbs 0 momento do parto, e uma vez ocorrido dano cerebral, o transplante de
células mononucleares derivadas de sangue do corddao umbilical humano, mostrou
atenuar os efeitos consequentes de asfixia fetal ou perinatal. Este efeito foi resultado da
incorporacdo das células em redor da lesdo cerebral, apds migracdo das mesmas para o
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sistema nervoso central, com alivio dos efeitos neurolégicos da paralisia cerebral,
avaliado pela compensagao funcional parcial observada. ©®

9.2.2.4. Autismo

O autismo é uma doenca invasiva do desenvolvimento neuroldgico, que leva a
desregulacdo imune e neural. A sua etiologia ndo estd ainda definida e a terapia é
essencialmente limitada a medidas comportamentais.

Estudos mostraram a seguranca e eficdcia da utilizacdo de células
mononucleares, de sangue de corddo umbilical humano, e células estaminais
mesenquimais derivadas do corddo umbilical, no tratamento de criangas com autismo.
Foi observado um aumento da perfusdo cerebral e da regulacdo da disfuncdo imune. A
sinergia destas celulas, administradas por infusdo intravenosa e intratecal, levou a
beneficios terapéuticos adicionais, com melhoria dos sintomas comportamentais e
funcionais. ¥

9.2.3. Doencas respiratdrias

9.2.3.1. Lesdo pulmonar aguda

A leséo pulmonar aguda (LPA) é uma doenca que leva a perda de integridade da
membrana capilar alveolar, migracdo excessiva de neutréfilos e producdo de citocinas
pré-inflamatorias, interleucinas e fator de necrose tumoral. As consequéncias sdo 0
desenvolvimento de sindrome de dificuldade respiratoria aguda ou perda de algumas
funcdes pulmonares. ©©

A enzima de conversdo da angiotensina 2 (ECAZ2) previne les6es pulmonares, e
estudos atuais sobre 0 seu uso terapéutico incluem o aumento da sua expressao. Num
desses estudos, células estaminais mesenquimais do corddo umbilical (CEMCU), foram
modificadas com a ECAZ2, por via de vetores lentivirais, e injetadas em ratos aos quais
foi induzida LPA. Verificou-se uma reducdo dos niveis de radicais inflamatdrios de
oxigénio, e um efeito protetor sobre os tecidos pulmonares. O efeito sinérgico ECA2-
CEMCU foi mais eficaz do que o uso isolado de ECA2 ou CEMCU. ®V

A administracdo intravenosa destas células estaminais permite a sua retencédo a
nivel do pulmao, ou noutros 6rgaos com lesdo hipdxico-isquémica, como figado, rim ou
coragdo “9.

Outro estudo investigou o potencial terapéutico de células estaminais CD34+,
isoladas de sangue do corddo umbilical humano, em ratos com LPA induzida. Os
resultados mostram inibicdo da lesdo vascular pulmonar, e a promocao da proliferacdo
de células endoteliais que levam a recuperacao da integridade vascular.

Mostrou-se, neste estudo, que o sangue do corddo umbilical humano sdo uma
fonte importante de células estaminais CD34+, importantes para a prevencéo e possivel
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tratamento da LPA, com a vantagem de serem células de facil obtencdo, sem defeitos de
cultura in vitro, rapida expanséo celular e baixa imunogenicidade. ©?

9.2.3.2. Asma

Um estudo de 2017, mostrou que a administracdo de células estaminais
mesenqguimais, derivadas do sangue do corddo umbilical, inibiu os sintomas da asma,
nomeadamente a reatividade exacerbada das vias aéreas e a acumulacédo de eosinofilos.

Ocorreu, também, uma diminuicao significativa nos niveis séricos de IgE e IgG,
juntamente com a producdo de citocinas nos tecidos do pulmédo e do baco, e um
aumento de células T reguladoras. ©*

9.2.3.3. Displasia broncopulmonar

Trata-se de um transtorno pulmonar cronico que afeta essencialmente bebés
prematuros, com doenga pulmonar grave ao nascer.

Estudos mostram que o transplante de células estaminais mesenquimais em
animais imunocompetentes atenua a lesdo pulmonar, melhorando sintomas como leséo
alveolar, resposta inflamatoria, apoptose aumentada e fibrose.

Num estudo, de 2014, realizou-se um transplante intratraqueal de células
estaminais mesenquimais, derivadas de sangue do cordao umbilical, em recém-nascidos
prematuros, indicando ser um método seguro. Houve melhorias no indice respiratério
médio, na duracdo de intubacdo e na taxa de uso de esteroides poOs-natais, pelo que a
severidade da displasia broncopulmonar foi significativamente menor apés
transplante.®

9.2.4. Doengas hepaticas
9.2.4.1. Cirrose hepatica

A cirrose hepatica é uma doenca progressiva, marcada pela destruicdo gradual
do tecido hepético, como resultado de vérios fatores como infecdes virais, alcool,
drogas ou outros quimicos. Pode levar ao desaparecimento das fungées do figado.

As células mononucleares do sangue do corddo umbilical mostraram vantagens
em terapia celular, em modelos de ratos com cirrose hepatica. Num estudo realizado, 0s
resultados mostraram melhoria significativa da histopatologia do tecido hepéatico dos
ratos tratados, com diminuicao da necrose hepatocelular e infiltracdo inflamatdria.

A regeneracdo dos hepatocitos levou ao aumento de expressao de APE1/Ref-1,
uma proteina importante na regulacdo do stress oxidativo, a nivel das celulas, cuja
inibicdo poderd estar envolvida na lesdo hepética. Este estudo, de 2011, foi o primeiro a
demonstrar o efeito protetor hepéatico desta proteina, cuja expressdo aumentada previne
a progresséo da doenca cirrética.
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9.2.5. Doengas inflamatorias intestinais
9.2.5.1. Colite ulcerosa e Doenca de Crohn

O fator de crescimento TGF-p tem um papel importante na progressdo e
recuperacdo das doencas inflamatdrias intestinais. Estudos mostram a vantagem da
utilizacdo de células estaminais mesenquimais, pelo aumento de producdo deste fator
pelos macréfagos, levando a reparacdo dos tecidos. ©®

Uma diminuicdo da funcdo da proteina NOD2 estd também associada a doenca
de Crohn. Esta proteina regula a inflamacao intestinal, e a sua mutagdo ou auséncia
pode ser um fator determinante no desenvolvimento de colite.

Um estudo, com células estaminais do corddao umbilical, as quais foi induzida a
expressdo desta proteina, aumentou a resposta anti-inflamatéria no colon de ratos,
reduzindo a producdo de citocinas inflamatorias, e aumentou a infiltracdo de células T
reguladoras. ©”

9.2.6. Doencas cardiovasculares

Na isquemia do miocéardio importa recuperar a funcéo cardiaca, pela promocao
da neovascularizagéo e reparacdo do tecido lesado. A primeira via referida tem em conta
a producdo e secrecdo do fator de crescimento placentario PLGF. Os estudos realizados
apresentam algumas limitacGes, nomeadamente a nivel da diferenciacdo de células
musculares cardiacas pelas células estaminais mesenquimais, mas o0s resultados
mostram ocorréncia de neovascularizagdo num coragdo isquémico. ©®

Novos modelos de investigacdo devem ser criados para colmatar estas
limitacOes.

9.2.6.1. Enfarte do miocardio

No enfarte do miocardio (EM) ocorre perda de cardiomidcitos que leva a uma
disfuncdo contratil do coracéo.

Nesta condigdo, gera-se um ambiente pobre em oxigénio e nutrientes, que € uma
limitacdo a utilizacdo de terapia celular, nomeadamente com células estaminais do
corddo umbilical. E, portanto, necessario recorrer a fatores de crescimento, como o fator
de crescimento endotelial vascular (FCEV), que promove a angiogénese e previne a
apoptose das celulas endoteliais.

Num estudo, de 2017, foi induzida a expressdo de FCEV em células estaminais
derivadas do corddo umbilical, e fez-se o transplante destas células por via subcutanea,
em ratos com esta patologia. Os resultados foram o aumento significativo da
angiogénese na area afetada, diminuigdo da fibrose e do aumento da espessura muscular
cardiaca. Estes fatores promovem a sobrevivéncia dos cardiomiécitos e a melhoria da
funcdo cardiaca geral.
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Este estudo sugere, assim, que a utilizacdo das células estaminais do cordéo
umbilical, por secrecdo de FCEV, é uma abordagem terapéutica efetiva para o
tratamento do EM. 9

9.2.6.2. Estenose arterial

Na estenose arterial ocorre uma oclusdo do Iumen arterial de extensdo variavel,
que muitas vezes requer um novo procedimento de revascularizacdo. Estudos
evidenciaram a contribuicdo importante de células estaminais, derivadas da medula
0ssea, na recuperacdo vascular apos lesdo. Nesta medida, podem evitar-se processos de
reestenose, pela reparacéo precoce dos tecidos através de células estaminais. “®

Pela similaridade entre as células da medula 6ssea e as células do corddo
umbilical, podera deduzir-se que estas conduzirdo a resultados similares aos obtidos,
neste estudo.

9.2.7. Doencas hematologicas

As células estaminais hematopoiéticas podem ser uma alternativa para o
tratamento deste tipo de patologias, mas pode ocorrer rejeicdo, como a doenca do
enxerto contra o hospedeiro. Devido as propriedades imunossupressoras das células
estaminais mesenquimais, estas poderdo ser uma alternativa eficaz. As citocinas
secretadas por estas células sdo também importantes para a hematopoiese, levando a
recuperacdo da medula apds tratamentos com quimio ou radioterapia. “©

9.2.7.1. Anemia apléasica severa

Estudos numa paciente em fase terminal com esta patologia, resistente as
terapias convencionais, mostraram melhorias apds transplante com células estaminais
mesenquimais, sem efeitos secundarios registados. Os sintomas presentes antes do
transplante, como auséncia de tecido hematopoiético, hemorragia intersticial, edema ou
necrose dos adipdcitos, desapareceram, e observaram-se vantagens na utilizagdo
combinada de células estaminais mesenquimais e hematopoiéticas. “®

Um estudo utilizou o efeito do transplante de células estaminais hematopoiéticas
do sangue periférico, com células estaminais mesenquimais do sangue do corddo
umbilical, no tratamento de anemia aplasica severa (AAS). Este transplante combinado,
em 5 pacientes com a patologia, levou a reconstituicdo hematopoiética, mostrando ser
uma possivel abordagem terapéutica para a AAS. No entanto, mais estudos devem ser
feitos, com amostras mais representativas. %
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9.2.8. Neoplasias
9.2.8.1. Recuperagéo apos tratamentos antineoplasicos

Uma outra area de aplicagdo de células estaminais mesenquimais diz respeito a
recuperacdo de doentes com neoplasia, apos tratamentos de quimioterapia. A 32 doentes
com cancro de mama avancado ou metastatico, a fazer altas doses de quimioterapia e
transplante de células de sangue periférico, foram administradas, de forma aut6loga e
por via intravenosa, culturas de células estaminais mesenquimais derivadas da medula
Ossea. Os resultados mostraram recuperacdo hematopoética imediata em 70%,
evidenciando um beneficio importante do uso destas células durante tratamentos com
altas doses de quimioterapia. “©

Devido a similaridade entre as células da medula dssea e as células do corddo
umbilical, pode deduzir-se que estas conduzirdo a resultados similares aos obtidos neste
estudo, e que serdo, por isso, uma mais-valia na recuperacdo apds tratamentos
antineoplasicos.

9.2.8.2. Glioblastoma

Nesta forma de tumor maligno cerebral, a investigacdo mostrou que células
estaminais mesenquimais podem migrar para a zona afetada, através de vetores
lentivirais projetados por métodos de engenharia. Isto representa um grande avango, no
sentido em que estudos contiguos podem utilizar esta engenharia vetorial para conseguir
resultados promissores na recuperacdo de tecidos afetados, e na morte de células
tumorais residuais e invasivas. ¥

Um estudo investigou a utilizacdo de células estaminais mesenquimais,
derivadas do cord@o umbilical, em modelos de ratos, aos quais foi induzido esta forma
grave de tumor. Ocorreu inibicdo do crescimento do tumor, ocorrendo apoptose das
células tumorais. Este processo ocorreu devido a expressao, pelas células estaminais, do
ligando indutor de apoptose relacionado com TNF, proteina que funciona como um
ligando que induz o processo apoptético. (/2

9.2.9. Regeneracéo de feridas

As células estaminais mesenquimais secretam varias moléculas bioativas, com
capacidade imunossupressora, proporcionando um microambiente favoravel a
regeneracdo de varios tipos de feridas de tecidos adultos. Essas moléculas bioativas
inibem a apoptose e estimulam a angiogénese e a mitose das células dos tecidos,
capacidades conhecidas como trofismo celular.

A taxa de sucesso na regeneracdo dos tecidos danificados depende de fatores
como a idade do individuo, extensdo do dano tecidual e concentracdo de células
estaminais mesenquimais.
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9.2.9.1. Feridas diabéticas

As feridas diabéticas, como a Ulcera do pé diabético, pelas suas carateristicas
complexas, requerem medidas terapéuticas efetivas, ainda inexistentes nos dias de hoje.
As taxas de cura sdo baixas, levando frequentemente a amputacdo, o que resulta numa
maior morbilidade e dor para pacientes e familiares. Sendo uma doenca cuja incidéncia
aumenta todos o0s anos, torna-se iminente a procura de novas medidas que ajudem na
cicatrizagao de feridas nestes doentes.

Vérios fatores contribuem para a cicatrizacdo dificil deste tipo de feridas:
isquemia, hipoxia, resposta inflamatéria anormal, elevada carga microbiana, neuropatia
periférica, expressdes anormais de fatores de crescimento endotelial e um excesso de
produtos resultantes do metabolismo em condicGes diabéticas, que sdo os produtos
finais da glicacdo avancada. Estudos mostram a importancia destes produtos na
modificacdo de células do tecido da pele, matriz extracelular e citocinas, e na promocao
do atraso da cicatrizacdo pela inibicdo da expressdo de fibroblastos e colagénio. Assim,
a aplicacdo de agentes inibitorios destes produtos pode levar ao tratamento de feridas
diabéticas. ¥

A utilizacdo de células estaminais mesenquimais do corddo umbilical, com
potencial de diferenciagdo mudltipla, mostrou progressos neste tipo de medicina
regenerativa. Y Estudos em diabéticos tipo 2 mostraram os efeitos positivos da
utilizacdo destas células estaminais, pela sua diferenciacdo em queratindcitos e pela
expressao de fatores que levam a secrecdo de moléculas importantes para a reparagdo
tecidual.

Um outro processo benéfico demostrado por estudos, na utilizacdo de células
estaminais mesenquimais em feridas diabéticas, foi a inducdo de autofagocitose celular,
processo que permite remover proteinas ou aminoacidos anormais, toxicos para a célula,
promovendo dessa forma a reparacdo celular. " Embora possa levar & morte celular, a
autofagocitose € um processo que contraria muitas vezes a apoptose e leva a
sobrevivéncia celular em ambiente hostil. ¢%

Nas feridas diabéticas, a expressdo de fatores, como o HIF-la, ¢
significativamente reduzida. Células estaminais mesenquimais da geleia de Wharton
humana conseguiram levar & cicatrizacdo de feridas em ratos, pelo aumento da
expressdo deste e de outros fatores, em fibroblastos de pele humana, diminuindo as
bordas da ferida, e acelerando as taxas de re-epitelizacdo e neovascularizagdo, por um
mecanismo de sinalizagdo paracrina. ®
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10. ConclusOes e perspetivas

O sangue do corddo umbilical contém vérios tipos de células estaminais que séo
de grande interesse em vérias areas da medicina regenerativa. Com o decorrer da
investigacdo nesta area, verifica-se um aumento do potencial de aplicacdo clinica das
células estaminais do sangue do corddo umbilical.

S&o varias as vantagens da utilizacdo destas células, como a auséncia de risco
para o dador, auséncia de problemas éticos associados, baixo risco de doenca do enxerto
contra o hospedeiro e facil e rapida disponibilidade. Uma vantagem adicional, é que a
correspondéncia HLA ndo precisa ser tdo proxima quanto a necessaria para 0S
transplantes da medula Gssea.

As caracteristicas Unicas destas células, sustentadas pelos estudos decorridos,
mostram capacidade de migracdo para locais de lesdo tecidual e propriedades
imunossupressoras importantes para transplantes alogenicos bem-sucedidos.

Mais estudos devem ser feitos, para averiguar da eficacia da terapéutica com
células estaminais em humanos, pois muitos ensaios clinicos estdo limitados a
experiéncia animal. Esta limitacdo da transposicdo dos resultados deve-se,
principalmente, a existéncia de marcadores unicos e exclusivos de espécie.

O uso de células estaminais em terapia ndo é isento de efeitos adversos
potencialmente graves, e 0 que pode ser uma vantagem em terapia genética, pode
também ser um problema, nomeadamente por serem utilizados potenciais vetores
bacterianos e virais, podendo levar a infecbes ou reacdes alérgicas graves e
compromisso sério do sistema imunolégico.

De salientar a importancia da consolidacdo de bancos publicos, com fins
altruistas, cuja ligacdo em rede permite um acesso global e rapido de amostras
criopreservadas, segundo altos padrdes de qualidade.

Acredita-se que as células estaminais do corddo umbilical venham a
desempenhar um papel cada vez mais marcante na medicina do futuro, oferecendo uma
nova esperanca para doencas sem terapia eficaz nos dias de hoje.
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