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RESUMO

As células tronco sao células primordiais, produzidas durante o
desenvolvimento do organismo, que possuem alta capacidade de proliferacao e
auto-renovacdao, e que dao origem a outros tipos de células mais especializadas.
Entre as fontes de células tronco, encontra-se o sangue de corddo umbilical que
apresenta um grande numero de progenitores hematopoéticos. Essa fonte vem
sendo amplamente utilizada em transplantes devido a diversas vantagens, entre
elas, a sua imediata disponibilidade. Uma das suas principais aplicacbes é
produzir células e tecidos para terapias medicinais, pois 0 numero de pessoas que
necessitam de um transplante excede o numero de 6rgéos disponiveis. As células
tronco do SCU oferecem a possibilidade de ser uma fonte de reposicao de células
e tecidos para tratar um grande numero de doencas como leucemias, diabetes
mellitus, doencas cardiovasculares, doencas neuronais, patologias ortopédicas,
entre outras. Dessa forma, essas células vém sendo armazenadas em bancos de
sangue de corddo umbilical para uso autélogo ou heterdlogo. Entretanto, ainda é
necessario o conhecimento dos mecanismos intrinsecos capazes de manter as
células tronco como tais ou de direciona-las ao longo dos diversos caminhos de
diferenciacéo.



1. INTRODUCAO

As células tronco sado células capazes de se dividir indefinidamente,
gerando outras células tronco, e que também podem dar origem a células mais
especializadas. As células se tornam mais especializadas ao longo de varios
ciclos celulares, sendo que o seu potencial de diferenciagéo diminui gradualmente
(GILBERT, 20086).

Podem ser classificadas como totipotentes (aquelas capazes de originar
tanto um organismo totalmente funcional como qualquer tipo celular) (GAGE,
2000), pluripotentes (capazes de originar qualquer tipo de tecido sem, no entanto,
originar um organismo completo) (ROBEY, 2000), multipotentes (tém capacidade
de originar apenas um limitado numero de tipos celulares) (GAGE, 2000), e
unipotentes (conseguem diferenciar-se em um unico tipo celular) (OLIVEIRA et al.,
2006).

Transplantes de células tronco adultas (CTA) séo realizados desde a
década de 1950 na forma de transplantes de medula éssea para o tratamento de
diferentes doencas que afetam o sistema hematopoético (PEREIRA, 2008).

Em 1974, foi descrita pela primeira vez a existéncia de células progenitoras
hematopoiéticas no sangue do corddao umbilical, sendo também uma importante
fonte destas células (ROCHA; GLUCKMAN, 2006).

A utilizac&o de células do sangue de corddo umbilical e placentario (SCUP)
possui algumas vantagens sobre as células da medula 6ssea (MO), tais como a
auséncia de risco para o doador; sado células mais jovens; oferecem menor risco

de infeccdo por Citomegalovirus (CMV) e o virus Epstein-Barr; apresentam menor



risco de desenvolvimento da doenca do enxerto versus hospedeiro; e estéo
disponiveis imediatamente quando necessario, (OLIVEIRA et al., 2006; CRUZ et
al., 2009). Além disso, as células do sangue de corddo umbilical sdo imaturas
imunologicamente, ndo necessitando de uma compatibilidade completa entre
doador e receptor (BOUZAS, 2000; OLIVEIRA et al., 2006).

Por essa razdo, tornou-se, nos ultimos anos, uma alternativa a medula
0ssea nos transplantes de células tronco hematopoéticas (ROCHA; GLUCKMAN,
2006).

Em 1988, foi realizado o primeiro transplante bem sucedido de células do
SCUP para o tratamento de uma crianca de 5 anos com Anemia de Fanconi, em
Paris (PEREIRA, 2008; SENEGAGLIA et al.,, 2009). O primeiro caso de uso do
SCUP autologo foi publicado em 1989, em um paciente com neuroblastoma
(FERREIRA et al., 1999).

Segundo o Programa Nacional de Sangue de Corddo Umbilical Norte-
americano, até setembro de 2006 foram utilizadas 2.199 unidades de SCUP
alogénico, sendo 1.589 para o tratamento de doencas hematoldgicas, 221 em
sindromes de insuficiéncia medular, 134 em imunodeficiéncias, 138 em doencas
metabolicas, 14 em tumores sdlidos e 3 em doencas autoimunes (NATIONAL
CORD BLOOD PROGRAM, 2010).

As células tronco do sangue do corddo umbilical tém sido utilizadas em
terapias celulares de adultos e criangcas, em um numero cada vez maior de
doencas, sendo em sua maioria doencas hemato-oncolégicas, sobretudo doencas

malignas, tais como leucemias, linfomas, tumores sélidos, mas também doencas
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nao malignas como deficiéncias metabdlicas hereditarias (Doenca de Krabbe,
Sindrome de Hurler), hemoglobinopatias, anemias, imunodeficiéncias, entre outras
(BRUNSTEIN et al., 2007).

Considerando que diversos orgaos e tecidos do corpo humano perdem
progressivamente sua capacidade de funcionamento devido a determinadas
doencas ou pelo processo natural de envelhecimento, e sabendo-se que as
células tronco do sangue de corddo umbilical tém a capacidade de se diferenciar
em células altamente especializadas, espera-se apresentar 0s tratamentos ja
realizados e as novas expectativas de cura através de terapias com células tronco

do sangue de cordado umbilical.
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2. OBJETIVO

Apresentar informacdes referentes aos conceitos e aplicagdes das células
tronco do sangue de cordédo umbilical, esclarecendo seu potencial de utilizagdo na

medicina regenerativa.
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3. METODOLOGIA

Para a elaboracédo deste trabalho foi realizada uma pesquisa minuciosa de

artigos cientificos nacionais e internacionais em bases de dados tais como:

Scielo (http://www.scielo.org/php/index.php);
e Biological Abstracts
(http://www.periodicos.capes.gov.br/portugues/index.jsp);

e MEDLINE/Pubmed (http://www.pubmed.com.br);

e Banco de Teses CAPES (http://wwwl.capes.gov.br/bdteses);

e Portal da informacao — UFPR (http://www.portal.ufpr.br/index.php);

e Google Académico (http://scholar.google.com.br/schhp? hil=pt-BR).

Foram selecionados artigos publicados abordando o tema: “células tronco do
sangue do cordao umbilical e suas aplicagbes”. Os seguintes termos de pesquisa
(palavras-chaves e delimitadores) foram utilizados em véarias combinacdes:

e Ceélulas tronco / stem cell;

e Sangue do cordédo umbilical / Cord blood;

e Terapia celular / stem cell therapy;

e Transplante de células tronco / stem cell transplantation.
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4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1. Definicéo e Classificagdo das Células tronco

As células tronco (CT) podem ser definidas como células indiferenciadas
com alto potencial de proliferagéo e auto-renovacdo. Possuem grande capacidade
de responder a estimulos externos e dar origem a diferentes linhagens celulares
mais especializadas, ao mesmo tempo em que conseguem manter-se no estado
indiferenciado (OLIVEIRA et al., 2006; PEREIRA, 2008). Estdo presentes na
maioria dos tecidos, porém destaca-se sua presenga no embrido, no sangue
periférico, na medula 6ssea e no sangue de cordao umbilical (SCU) (NAKAGE et
al.,2009).

Embora as propriedades das CT sejam estudadas em camundongos ha
mais de duas décadas, as primeiras linhagens de CT humanas, capazes de
multiplicacéo por longos periodos em cultura, foram originadas em 1998 a partir de
embrides derivados de fertilizag&o in vitro (OKAMOTO; CAMPOS, 2004).

Existem diversos tipos de células tronco, que podem ser classificadas de
acordo com a sua origem e/ou sua capacidade de diferenciacdo, podendo dessa
forma ser totipotentes, pluripotentes, multipotentes e unipotentes.

As células tronco totipotentes podem originar tanto um organismo
totalmente funcional, como qualquer tipo celular, inclusive todo o sistema nervoso
central e periférico (GAGE, 2000). Correspondem as ceélulas do embrido recém-
formado e tém potencial para originar até mesmo as ceélulas do folheto extra-

embrionario que formardo a placenta (ROBEY, 2000). Estdo presentes até a
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formacado do blastocisto, e apos se tornam células tronco pluripotentes (GOMES;
GRINFELD, 2008).

Aquelas classificadas como pluripotentes (Fig. 1) sdo capazes de originar
qualquer tipo de tecido sem, no entanto, originar um organismo completo, devido
ao fato de que ndo podem gerar a placenta e anexos embrionarios. Formam a
massa celular interna do blastocisto quatro dias apos a fecundacéo e participam
da formacao de todos os tecidos do organismo (ROBEY, 2000). Estas células tém
sido utilizadas na criacdo de animais transgénicos e possuem uma grande
variedade de aplicacdes clinicas e comerciais. Embora em menor nimero, estao
presentes, também, em individuos adultos. Por exemplo, quando provenientes da
medula O0ssea podem originar células do sangue, 0ssos, cartilagem, musculos,
pele e tecido conjuntivo (GAGE, 2000).

As células tronco consideradas multipotentes (Fig. 2) tém capacidade de
originar apenas um limitado namero de tipos celulares, ou seja, sdo designadas de
acordo com o o6rgdo de que derivam, possibilitando a regeneragdo tecidual
(GAGE, 2000). Nesta categoria estdo incluidas as células do sangue de corddo
umbilical, as de medula 6ssea e as células tronco existentes dentro de cada tecido
adulto, incluindo o sistema nervoso (MENDEZ-OTERO et al., 2009).

As unipotentes sdo aquelas que conseguem apenas diferenciar-se em um
anico tecido, ou seja, o tecido a que pertencem (OLIVEIRA et. al., 2006).

Em linhas gerais, podemos dizer que, quanto mais primitiva na linha de
desenvolvimento embrionério, maior é o potencial de diferenciagcdo de uma célula

tronco (SOUZA,; ELIAS, 2005).
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Células Pluripotentes
(Celulas de blastocisto de 5-14 dias)
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Figura 1. Representagdo esquematica da extracdo e diferenciagdo das células tronco
pluripotentes. FONTE: Biossintese (2010).

CELULAS MULTIPOTENTES

- Miusculo Cardiaco

Células do Sangue

Figura 2. Representacdo esquematica da extracdo e diferenciacdo das células tronco
multipotentes FONTE: Biossintese (2010)
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4.2. Células do Sangue do Corddo Umbilical x Células da Medula Ossea

Durante o periodo embrionario as primeiras células sanguineas originam-se
nas ilhotas de sangue no mesoderma ventral, préximo ao saco vitelino. Mais tarde,
no feto, o principal sitio de hematopoiese passa a se localizar no figado
(GILBERT, 20086).

A partir do periodo proximo ao nascimento e no individuo adulto, a maioria
das células progenitoras hematopoiéticas esta localizada na medula éssea, e
origina todas as células que constituem o sistema sanguineo e imunoldgico,
podendo diferenciar-se em linfocitos (B e T), eritrécitos, neutrdfilos, eosindfilos,
baséfilos, mondcitos (precursores de macréfagos e células dendriticas) e
megacariocitos (precursores de plaquetas). Uma vez que podem se transformar
em tipos diferentes de leucdcitos & medida que se diferenciam, as células tronco
hematopoiéticas (CTH) tém maior relevancia em nivel pratico, particularmente no
tratamento de doencas nas quais é necessario regenerar o sistema sanguineo e
imunologico do paciente (ROCHA; GLUCKMAN, 2006).

Em 1974, foi descrito pela primeira vez a existéncia de células progenitoras
hematopoiéticas no sangue do corddo umbilical, passando a ser considerado
também uma importante fonte destas células. Por essa razdo, tornou-se, nos
altimos anos, uma alternativa a medula éssea nos transplantes de CTH (ROCHA;
GLUCKMAN, 2006).

A utilizacdo de células do sangue de cordao umbilical e placentario (SCUP),
estas com caracteristicas pluripotentes, possuem algumas vantagens sobre as

células da medula éssea (MO), tais como a auséncia de risco para o doador, pois
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o método utilizado na coleta ndo é invasivo; sdo células mais jovens, ou seja, 0s
teldomeros® sdo maiores; oferecem menor risco de infeccdo por Citomegalovirus
(CMV) e o virus Epstein-Barr; apresentam menor risco de desenvolvimento da
doenca do enxerto versus hospedeiro; e estdo disponiveis imediatamente quando
necessario, ao contrario dos bancos de medula éssea, que armazenam somente
dados sobre o doador (OLIVEIRA et al., 2006; CRUZ et al., 2009).

Além disso, as células do SCU sdo imaturas imunologicamente. Os
linfécitos T do SCUP possuem um fendtipo imaturo, enriquecido de células virgens
(expressando CD45RA+RO-) e CD3+ duplo, negativas para CD4 e CDS,
produzem menos citocinas e expressam RNA mensageiro para interferon gama,
IL-4 (Interleucina 4) e IL- 10 (Interleucina 10), mas muito pouco para IL-2
(Interleucina 2), o que indica a predominancia de um padrdo Th2,
imunorregulador. O repertorio de células T entdo pode ser protegido de apoptose
devido aos baixos niveis de CD95 (GARDERET et al., 1998). As funcbes das
células NK também sao reduzidas, porém a maioria delas pode ser ativada in vitro
ou in vivo. Assim, a citotoxicidade das células T e NK sao inicialmente
prejudicadas, porém sujeitas a ativacao secundéria (BOUZAS, 2000).

Dessa forma, estas células ndo necessitam de uma compatibilidade
completa entre doador e receptor, beneficiando, assim, muitos pacientes,
principalmente criancas que sofrem de leucemia (OLIVEIRA et al., 2006; CRUZ et

al., 2009).

! Sa0 longas fitas repetitivas de DNA que se encurtam cada vez que a célula se divide. Esse
encurtamento progressivo é considerado um dos fatores que limita ou impossibilita a divisdo celular
continua e estd associado provavelmente ao processo normal de envelhecimento celular
(ALLSOPP et al., 1992).
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Os precursores hematopoéticos do SCUP, em comparacao com as células
adultas, estao enriquecidos com elementos mais primitivos, que dao origem in vivo
as ceélulas responsaveis pelo repovoamento de células sanguineas em longo
prazo. As células tronco do SCUP déao origem a grandes colbnias, na presenca de
fatores de crescimento, e apresentam necessidades peculiares destes. Na
presenca destes fatores, as culturas in vitro de longa durag¢ao (LTC-IC ou long
term culture-initiating cell) fornecem elevado numero de células progenitoras
hematopoiéticas. Estas células sdo capazes de promover enxertia em
camundongos radicalmente imunodeficientes (SCID mice) mesmo na auséncia de
fatores de crescimento (BROXMEYER et al., 1992).

Entretanto, as principais limitacbes do uso das células do SCUP para
transplantes em doencas hematologicas estéao relacionadas com o nimero menor
de células obtidas na coleta em relacdo as células obtidas da medula 6ssea,
limitando seu uso em pacientes com peso até 50-60 Kg. Em contrapartida, as
células tronco do SCU apresentam maior capacidade de proliferacdo e expansao
guando comparadas com as células da medula 6ssea, permitindo assim que o
namero necessario de células do SCUP utilizado na reconstituicdo do sistema
hematopoético de pacientes que sofreram tratamento mieloablativo seja dez vezes
inferior ao nimero necessario de células provenientes da medula (CRUZ et al.,
2009).

As células de medula e de corddo umbilical, entre outros tipos celulares,

secretam diversos fatores troficos como VEGF (vascular endothelial growth factor)
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e BDNF (brain derived nerve growth factor), além de outros fatores
neuroprotetores e citocinas (MENDEZ-OTERO et al., 2009).

O sangue do corddo umbilical, além dos progenitores hematopoéticos,
contém progenitores mesenquimais e endoteliais. A fracdo de células CD34+
isoladas do SCUP demonstrou possuir capacidade para se diferenciar em células
endoteliais in vitro e in vivo (HILDBRAND et al.,, 2004). A guantidade de
progenitores endoteliais presentes na fracdo CD34+ do SCUP é aproximadamente
dez vezes maior que a mesma fragdo encontrada na medula 6ssea (SALVEN et
al., 2003).

As células tronco mesenquimais (CTM) apresentam potencial de auto-
renovacao e capacidade de diferenciagcdo em osteoblastos, condrdcitos, adipocitos
e ceélulas de musculo liso. Estas células destacam-se por sua plasticidade, pela
auséncia de expressdao de CD34, CD45 e HLA-DR, e pela presenca de
marcadores tais como SREO-1, VCAM, CD29, CD44, CD90, CD105, SH-3 e
CD133 (CRUZ et al., 2009). De acordo com Monteiro e colaboradores (2010),
além da capacidade de diferenciacdo em células dos tecidos musculo-
esqueléticos, as CTM possuem caracteristicas imunomoduladoras e
Imunossupressoras que ampliam as possibilidades de utilizacdo terapéutica. Elas
secretam uma grande variedade de citocinas pré e anti-inflamatérias, tais como IL-
10 e TGF-B (Transforming Growth Factor-B), além de outros fatores de
crescimento. Por meio dessas moléculas bioativas, estas células proporcionam a
modulacdo da resposta inflamatéria, o restabelecimento do suprimento vascular e

a reparacdo adequada do tecido, contribuindo para a homeostasia tissular e
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imunologica sob condicdes fisiologicas. Também podem induzir as demais células
presentes no nicho tecidual a secretarem outros fatores sollveis que estimulam a
diferenciacdo dessas células indiferenciadas, favorecendo o processo de
reparacao (MONTEIRO et al., 2010).

Estudos tém demonstrado que as CTM também contribuem favoravelmente
no tempo de enxertia da célula tronco hematopoética, na prevencéo da doenca do
enxerto contra hospedeiro (DECH) e ainda podem se diferenciar em células de
outras linhagens celulares incluindo neuroectodérmica e endodérmica (GREGORY
et al., 2005).

Assim como as células tronco hematopoiéticas, as células tronco
mesenquimais derivadas do SCUP apresentam capacidade proliferativa quatro
vezes maior, quando comparadas com as ceélulas tronco mesenquimais do tecido
adiposo e da medula 6ssea (KERN et al., 2006).

Entretanto, de acordo com MAEDA et al (2008), um estudo avaliou a
histopatologia da reconstituicdo da MO, mostrando melhores beneficios na
realizagdo de transplantes com células da medula éssea em relacéo as células do
sangue de corddo umbilical. Nas bidpsias obtidas até 29 dias apds o transplante
de MO, a celularidade estava aumentada com a presenca de megacariocitos.
Neste mesmo periodo, apGds o transplante de sangue de corddo umbilical, as
biopsias apresentaram uma diminuicdo acentuada da celularidade e
megacariécitos quase ausentes. Além do mais, poucas células CD 34+ foram
observadas ap0s o transplante de sangue de cordédo umbilical comparado com o0s

transplantes com MO. Houve um aumento gradual da recuperacdo hematopoiética
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da MO apos 30 dias do transplante de sangue de corddo umbilical, e apés 100
dias nenhuma diferenca significativa foi observada comparando-se os transplantes

com sangue de cordao umbilical e medula éssea (MAEDA et al., 2008).

4.3. Historico de Transplantes das Células do Sangue de Cordao Umbilical

Transplantes de células tronco adultas (CTA) séo realizados desde a
década de 1950 na forma de transplantes de medula éssea para o tratamento de
diferentes doencas que afetam o sistema hematopoiético (PEREIRA, 2008). O
primeiro transplante de CTA de medula 6ssea em humanos ocorreu em 1957, em
gémeos univitelinos, para o tratamento de leucemia (ARAUJO et al., 2005).

A partir do final da década de 1980, o sangue do corddo umbilical e
placentario de recém-nascidos tornou-se uma fonte alternativa de células tronco
hematopoiéticas. Em 1988, foi realizado o primeiro transplante bem sucedido
dessas células para o tratamento de uma crianca de 5 anos com Anemia de
Fanconi, na Franca (PEREIRA, 2008; SENEGAGLIA et al., 2009). Neste caso,
uma amostra compativel de SCU de um familiar foi recolhida e transplantada na
crianca. Um ano mais tarde, 98% do sistema linfatico do doente eram originarios
das células do doador. Este procedimento clinico pioneiro veio despertar o
interesse sobre o potencial das células tronco do sangue do corddo umbilical no
tratamento de diversas doencas (CASTELO- BRANCO et al., 2004).

Em 1993, foi feito o primeiro transplante de SCU de um doador nao

aparentado na Duke University — EUA (CASTELO- BRANCO et al., 2004).
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Em 1997, foi realizado com éxito o transplante de SCU em um homem de
47 anos com leucemia mielodide cronica. Este transplante ocorreu no ambito de um
ensaio clinico utilizando células tronco cultivadas "ex vivo", ou seja, no exterior de
um organismo vivo (CORD BLOOD AWARENESS, 2010).

Em 1998, médicos realizam o primeiro transplante bem sucedido de SCU
para curar anemia falciforme. Keone Penn, de 12 anos, foi tratado na Emory
University Department of Pediatrics (EUA), e um ano apds o tratamento a crianga
foi considerada curada (NATIONAL CORD BLOOD PROGRAM, 2010).

Segundo o Programa Nacional de Sangue de Corddo Umbilical Norte-
americano, até setembro de 2006 foram utilizadas 2.199 unidades de SCUP
alogénico, sendo 1.589 para o tratamento de doencas hematoldgicas, 221 em
sindromes de insuficiéncia medular, 134 em imunodeficiéncias, 138 em doencas
metabdlicas, 14 em tumores solidos e 3 em doencas autoimunes. Desse total de
transplantes, 59,8% foram realizados em criangas com menos de 12 anos, 11,8%
em jovens de 12 a 17 anos e 28% em individuos acima de 18 anos (NATIONAL
CORD BLOOD PROGRAM, 2010). No mesmo periodo, o Netcord (Banco de
Sangue de Cordédo Umbilical Europeu) liberou 4.934 unidades de SCUP para uso
em transplantes alogénicos, sendo 57% dessas utilizadas em transplantes em
criancas e 42% em adultos (CRUZ et al., 2009).

Em um transplante aut6logo, onde o paciente utiliza as suas préprias
células anteriormente criopreservadas, as aplicagbes abrangem doencas como
retinoblastoma, neuroblastoma e anemia aplasica. No caso de leucemias e

linfomas, a utilizagdo autéloga dependera do quadro clinico do paciente. Nestas,
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bem como em certas doencas genéticas e/ou congénitas, a utilizacdo autdloga
das células tronco podera estar limitada devido ao risco das células ja estarem
afetadas com a patologia. No entanto, um estudo recente indica que a eliminagéao
das células doentes podera ampliar a utilizacdo de transplantes autologos a varias
doencgas (CASTELO — BRANCO et al., 2004).

O primeiro caso de uso do SCUP autdlogo foi publicado em 1989, em um
paciente com neuroblastoma (FERREIRA et al., 1999). Foi relatado, em 2004, o
transplante de SCUP autdlogo bem sucedido para pacientes com anemia aplasica
grave (FRUCHTMAN, et al., 2004). Nesse caso, uma equipe médica do Mount
Sinai Medical Center, Nova York (EUA) relatou o transplante utilizando células
tronco criopreservadas. A crianca, com 20 meses, possuia uma falha hepatica
grave de origem desconhecida. Apos transplante hepatico, a crianca desenvolveu
anemia aplasica grave. Trés anos apos o transplante de células tronco do sangue
de corddo umbilical, a crianca estava em recuperacdo hematolégica completa e
com niveis sanguineos normais (FRUCHTMAN, et al., 2004).

Em 2007, foi divulgado o primeiro transplante autélogo de SCUP para
leucemia linfocitica aguda. Neste caso, uma menina de 3 anos foi submetida a
radioterapia e quimioterapia mieloblastiva seguidas da infusdo do sangue de seu
proprio corddo umbilical, armazenado imediatamente apds seu nascimento. Apos
20 meses do tratamento, a crianca estava em completa recuperacdo (HAYANI et
al., 2007).

Ainda em 2007, uma crianga portuguesa de 14 meses foi sujeita a um

transplante com células do SCUP para tratar uma imunodeficiéncia primaria grave.
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Os médicos recorreram as células do SCUP do irmdo que tinham sido
criopreservadas. O transplante foi realizado com sucesso, tendo a crianca
registrado melhoras significativas (MATOS et al., 2008).

Foi descrito também, segundo o Cord Blood Registry, que 11 unidades de
SCUP autélogas foram utilizadas para transplantes em indica¢cdes que incluem
anemia aplasica, dano cerebral, lesdo cerebral traumatica e deficiéncias imunes,
porém os resultados desses transplantes ainda ndo foram publicados (CRUZ et

al., 2009).

4.4. Coleta e Armazenamento do Sangue do Cordédo Umbilical e Placentario

A coleta do SCUP (Fig. 3) ocorre no nascimento, logo apos a secc¢do do
cordao umbilical, quando o recém-nascido ja esta sob os cuidados do pediatra e a
mae estd sendo atendida. A veia do corddo é puncionada e o sangue é drenado
para o interior de uma bolsa coletora especifica. Em seguida, ocorre a retirada da
placenta, iniciando a segunda fase, denominada extrauterina, onde o sangue
placentario, com ajuda de uma seringa, é retirado antes de sua coagulacao, e este
também drenado para o interior da mesma bolsa coletora. O procedimento de
coleta nédo traz riscos ao recém-nascido nem a parturiente, pois € feito na placenta
e no corddao umbilical, antes destes serem devidamente descartados

(CRIOBANCO, 2010; CRYOGENE, 2010).
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Figura 3. Coleta do sangue do corddo umbilical.
FONTE: Criobanco, 2010.

ApOs a coleta, a unidade de SCUP coletada é transportada até o laboratorio
de processamento em caixa térmica, que mantenha a temperatura interior entre
4°C e 24°C. As células devem ser mantidas em temperatura ambiente até que
seja realizado o processamento do SCUP, que deve ser feito em até no maximo
48h apods a coleta, evitando-se uma possivel diminuicdo de viabilidade celular do
material (CRYOGENE, 2010; MATOS et al., 2009).

O sangue é testado para verificar sua viabilidade, para entdo ser realizado o
processamento, ou seja, separacao dos leucocitos dos glébulos vermelhos através
de centrifugacdo (Fig. 4A). ApGs o processamento, € adicionada uma solucéo
crioprotetora e realizado o congelamento dos leucocitos para, finalmente, serem
armazenados em tanques de nitrogénio liquido a -196°C (Fig. 4B), em bolsas
especiais para este fim (Fig. 4C). Com isso, as células-tronco séo estocadas sob
baixas temperaturas e podem permanecer assim por um periodo ainda né&o

determinado pela ciéncia (CRYOGENE, 2010).
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Figura 4. (A) Equipamento utilizado para extragdo de células tronco do SCUP. (B). Tanque de
nitrogénio liquido utilizado no armazenamento do SCUP. (C) Bolsa especial utlizada no
armazenamento do SCUP. FONTE: A e B — Imagens gentiimente cedidas por Cryogene —
Criogenia Bioldgica Ltda (Curitiba — PR); C — MATOS et al., (2009).

4.5. Bancos de Sangue de Cordédo Umbilical

Com o intuito de complementar os bancos de doadores de medula 6ssea,
foi inaugurado, em 1993, o primeiro banco de sangue de cordado umbilical para uso
publico nos Estados Unidos. Até 2008, os Estados Unidos possuiam mais de

sessenta mil amostras de SCU armazenadas para uso publico, e pretendiam
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atingir uma meta de 150 mil amostras (PEREIRA, 2008). Atualmente existem mais
de duzentos bancos publicos e privados de SCUP no mundo, armazenando em
torno de dois milhdes de amostras (SENEGAGLIA et al., 2009).

No Brasil, o Instituto Nacional do Cancer (INCA) inaugurou em 2001 o
Banco de Sangue de Cordao Umbilical e Placentario (banco publico) localizado no
Rio de Janeiro - RJ. Segundo o site do INCA, hoje a capacidade deste banco é de
cerca de dez mil unidades de sangue de cordao, estando armazenadas até o
momento quatro mil amostras (INCA, 2010). Em 2004, foi criada pelo Ministério da
Saude uma rede nacional de bancos de sangue de corddo (Rede BrasilCord),
composta pelo INCA, Hospital Israelita Albert Einstein (HIAE, Sdo Paulo — SP),
Hemocentro de Ribeirdo Preto (Ribeirdo Preto, SP) e Universidade Estadual de
Campinas (UNICAMP, Campinas, SP) (INCA, 2010).

Contudo, até recentemente, apenas o sangue de cordfes umbilicais de
partos realizados nos estados do Rio de Janeiro e Sado Paulo eram doados para o
BrasilCord. A variabilidade étnica das amostras desse banco de cordao,
consequentemente, pode ser muito baixa e n&do representar toda a diversidade
genética da nossa populacdo (MONTENEGRO, 2009 apud DEL CARLO et al.,
2009).

A legislacdo brasileira prevé a existéncia de bancos publicos e privados
para o armazenamento de SCUP. Os bancos de SCUP, no Brasil, s&o
regulamentados pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa), tendo as

regras de funcionamento definidas pela RDC 153/04 (CRUZ, et al., 2009).
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O banco publico € destinado a captacdo de SCUP, coletado em
maternidades credenciadas, para uso da populacdo em geral, desde que haja
compatibilidade. Nestes bancos o armazenamento do SCUP esta condicionado a
idade materna (a gestante deve ter entre 18 e 36 anos), idade gestacional
(superior a 35 semanas), peso fetal (superior a 2 kg), a inexisténcia de
antecedentes pessoais ou familiares para doencas neoplasicas e/ou
hematoldgicas. A sorologia materna positiva para qualquer doenca que possa ser
transmitida pelo sangue é também um fator de exclusédo para os bancos publicos
(CRUZ et al., 2009).

Os bancos privados de armazenamento de SCUP possuem critérios
diferentes, uma vez que o material armazenado € para uso autdlogo. A coleta do
SCUP para armazenamento privado pode ser feita em qualquer maternidade que
possua licenca sanitaria, ndo havendo restricdes quanto a idade materna,
tamanho e peso do bebé. A idade gestacional deve ser igual ou superior a 32
semanas. Caso a unidade de SCUP seja reagente na triagem de doencas
infecciosas transmissiveis pelo sangue e os pais optarem pela conservagdo do
material, o0 armazenamento deve ser feito em congelador ou tanque especifico
para o armazenamento de unidades com testes laboratoriais reagentes na triagem
de doencas infecciosas transmissiveis pelo sangue, ou utilizando um sistema de
embalagem externa que garanta a protecéo das outras unidades criopreservadas
com testes soroldgicos nao reagentes (CRUZ et al., 2009).

Os critérios de exclusdo, para ambos os bancos, sdo sofrimento fetal grave,

infeccdo durante o trabalho de parto, temperatura materna superior a 38°C e bolsa
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rota por um periodo superior a 18 horas. Nos dois tipos de bancos de SCUP, o
nimero de células coletadas deve ser no minimo de 500 milhdes (5 x 10°) ou o
material ter um volume igual ou superior a 70 mL, para que seja realizado o

processamento e armazenamento (CRUZ et al., 2009).

4.6. Aplicagcdes das Células do SCU

Atualmente as células tronco do sangue do corddo umbilical tém sido
utilizadas em terapias celulares de adultos e criangas, em um numero cada vez
maior de doencas, sendo em sua maioria doencas hemato-oncoldgicas, sobretudo
doencas malignas, tais como leucemias, linfomas, tumores sélidos, mas também
doencas ndo malignas como deficiéncias metabdlicas hereditarias (Doenca de
Krabbe, Sindrome de Hurler), hemoglobinopatias, anemias, imunodeficiéncias,
entre outras (BRUNSTEIN et al., 2007).

A possibilidade de aplicagdo do sangue do corddo umbilical em doencas
ndo hematoldgicas tem suscitado bastante interesse, tendo sido desenvolvidos
varios ensaios pré-clinicos em modelos animais. O transplante das células do
SCU em modelos animais para o tratamento de diabetes, doencas cardiacas tais
como infarto do miocéardio, doengas neuronais tais como AVC ou doenca de
Alzheimer revelou melhorias funcionais nos animais tratados (HARRIS; ROGERS,
2007). A utilidade clinica do SCU para estes tipos de doencas deve ainda ser
confirmada em humanos, mas estes ensaios indicam o potencial terapéutico

destas células (MATOS et al., 2009).
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Doengas cardiovasculares

As doencas cardiovasculares sao as que mais afetam a populacdo mundial,
seja em prevaléncia, mortalidade ou impacto econébmico (MATHERS; LONCAR,
2006). O infarto do miocardio é uma das principais causas da insuficiéncia
cardiaca progressiva, responsavel pelo alto indice de mortalidade em pacientes
cardiacos (KAWASAKI-OYAMA et al., 2004). Esta doenga ocorre devido a um
bloqueio do suprimento sanguineo, que rapidamente desencadeia um processo de
necrose das bandas de contracdo do miocardio (DENGLER; KATUS, 2002).

Recentes estudos sobre a biologia das células tronco criaram muitas
expectativas a respeito de uma nova alternativa terapéutica, denominada
cardiomioplastia celular, que consiste no transplante de células tronco em lesbes
cardiacas, com o0 objetivo de promover a substituicio e/ ou regeneracdo dos
cardiomidcitos (KAWASAKI-OYAMA et al., 2004).

A escolha do tipo celular a ser utilizado na cardiomioplastia depende da
lesdo a ser tratada. Nos casos em que ha prevaléncia de isquemia crénica ou
guando o objetivo primario é restaurar o fluxo sanguineo, as células mais
indicadas sdo aquelas com potencial angiogénico, como por exemplo, temos as
células ndo miogénicas derivadas da medula 6ssea, as células mononucleadas,
as células progenitoras endoteliais ou vasculares, os angioblastos e as células
progenitoras multipotentes adultas. Quando o objetivo € recuperar a funcéo
contratil as células mais indicadas sdo aquelas com potencial contratil, como os

mioblastos, as CT cardiacas ou outras células progenitoras mesenquimais.
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Estudos pré-clinicos e clinicos utilizando diferentes tipos celulares mostraram
resultados promissores (KAWASAKI-OYAMA et al., 2004).

Em um estudo, foi concluido que o sangue do corddo umbilical induz
angiogénese em camundongos NOD/SCID que sofreram previamente um infarto
do miocardio. Nestes animais tratados com SCU verificou-se ainda uma
diminuicdo da area do infarto, indicando um potencial benéfico das células do
sangue do corddo umbilical (MA et al., 2005). Em outro estudo, também utilizando
camundongos NOD/SCID, foi demonstrada a facilitacdo de neovascularizagcéao
nestes animais que receberam implante de células CD133+ de SCUP, apo0s
ligacdo da artéria coronaria descendente anterior (MA et al., 2006).

Outros autores demonstraram a diferenciacdo de células CD133+ de SCUP
em células semelhantes a cardiomiocitos, em culturas paralelas a injecdo destas
mesmas células no miocardio de ratos. Apesar das células serem alogénicas, ndo
foram constatados eventos de rejeicdo ou doenca enxerto versus hospedeiro
nesses animais (BONANNO et al., 2007).

Em um trabalho realizado em animais de médio porte (porcos), verificou-se
que o transplante de uma populacdo de células tronco de sangue do cordao
umbilical, em modelos de isquemia do miocardio, melhorou a funcéo ventricular, e
preveniu a formacao de ferida e a dilatacdo do ventriculo (MATOS et al., 2008).

Embora existam diversos estudos pré-clinicos da aplicacdo das células de
sangue de cordao umbilical no tratamento das doengas cardiovasculares, poucos

sao os relatos do uso clinico (CRUZ et al., 2009).
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Foi reportado, em 2008, o caso de um paciente com cardiomiopatia dilatada
tratado com SCUP. O resultado observado foi a melhora da fracdo de ejecao de
30% para 55% e diminuicdo na classificacdo NYHA (New York Heart Association)

de insuficiéncia cardiaca (ICHIM et al., 2008).

Diabetes mellitus

O diabetes mellitus € um grupo de desordens metabdlicas caracterizado por
hiperglicemia cronica resultante de defeitos na secrecdo e/ou acao da insulina.
Esta doenca pode ser classificada em tipo 1, tipo 2, diabetes gestacional, entre
outras formas (VOLTARELLI et al., 2009). O diabetes mellitus tipo 1 € uma doenca
que resulta da destruicdo cronica das células B pancreaticas por mecanismos
autoimunes mediados por células, como linfécitos T e macréfagos, causando
deficiéncia na producéo de insulina (REDONDO et al., 2002).

O cordao umbilical € uma importante fonte de células tronco com potencial
de promover diferenciacdo de células B in vivo. Em estudos de transplante
xenogénico de células tronco de corddo umbilical, células mononucleares
humanas de corddo se mostraram capazes de reduzir a glicemia e a inflamacéo
pancreatica e aumentar a sobrevida de modelos animais de diabetes tipo 1 (ENDE
et al.,, 2004). Até o momento, ndo ha indicacdo de qual o mecanismo de acéo e
que tipos de células tronco especificamente seriam responsaveis por este

fendmeno (VOLTARELLI et al., 2009).
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Na Universidade da Flérida (EUA), vem sendo desenvolvido um protocolo
de transplante autdlogo de células tronco de corddo umbilical criopreservadas ao
nascimento, em pacientes com diabetes mellitus tipo 1 (HALLER et al., 2008).
Foram examinadas 20 criancas com esta enfermidade, de idades entre dois e sete
anos (MATOS et al., 2008). Neste protocolo, estas células sédo infundidas por veia
periférica sem imunossupressao prévia. A principal expectativa ¢ a de que as
células infundidas promovam uma modulacdo da autoimunidade através de
células T reguladoras, favorecendo a preservacdo da massa residual de células e
0S mecanismos enddgenos de regeneracdo. Todos 0s vinte pacientes ja foram
submetidos a este tratamento e aparentemente os resultados sao promissores. De
dez pacientes que completaram pelo menos um ano de seguimento, houve uma
estabilizacdo na secrecdo endogena de insulina e reducdo das doses diarias da
mesma, porém nenhum paciente permaneceu livre da insulinoterapia (HALLER et
al., 2008).

A principal expectativa é a de que as células infundidas promovam uma
modulacdo da autoimunidade através de células T reguladoras (cé€lulas com papel
central na regulacdo da resposta imune), favorecendo a preservacao da massa
residual de células e os mecanismos enddgenos de regeneragdo. Entretanto,
desconhecem-se quais sd0 0S mecanismos que estdo por trds dos efeitos
observados, mas sugere-se que as células tronco do SCU quando infundidas nos
tecidos se diferenciam em llhotas de Langerhans. Apoiando esta idéia foi

publicado um estudo que demonstra que as células mesenquimais do sangue do
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corddo umbilical humano podem se diferenciar, in vitro, em llhotas de Langerhans

funcionais (MATOS et al., 2008).

Patologias do Sistema Nervoso

O Sistema Nervoso Central e Periférico normais estdo em continua
modificacdo, desde a embriogénese ao envelhecimento, porém apresenta
capacidade limitada de auto-regeneracdo em resposta a doencas ou lesdes. As
lesGes podem ser focais ou difusas, envolvendo necrose ou apoptose do corpo
neuronal, de axénios, astrocitos e oligodendrécitos (PAKKENBERG et al., 2003
apud CRUZ et al., 2009; MARNER et al., 2003).

A esclerose lateral amiotrofica (ELA) € um processo degenerativo,
esclerotico dos neurbnios motores das por¢oes laterais (corno anterior) da medula
espinhal, juntamente com o cOrtex motor e o trato piramidal, levando a fraqueza e
atrofias musculares (amiotrofia) (VOLTARELLI, 2004). Para tratar doencgas que
comprometem especificamente os neurbnios motores, como é o caso da ELA, a
célula tronco a ser utilizada devera ndo somente se diferenciar nestes neurénios,
mas também ser capaz de emitir um axénio que navegue até o local a ser
inervado e sO entdo a funcdo motora poderia ser restaurada (MENDEZ-OTERO et
al., 2009).

A terapia celular em modelos animais ou pacientes com ELA envolveram a
injecdo endovenosa de células humanas de corddo umbilical em camundongos

com a forma genética da doenca (mutantes SOD1), com prolongamento



35

significativo da sobrevida (ENDE et al. 2000; GARBUZOVA-DAVIS et al., 2003). A
injecao local ou sistémica de CTH autdlogas leva a discreta melhora sintomatica,
mas sem impacto documentado na sobrevida (VOLTARELLI, 2004).

Em modelos pré-clinicos de isquemia cerebral, foi observado que a injuria
cerebral estimula a migracdo de células do SCUP para o local da leséo e que a
recuperacéo é dose-dependente, ou seja, quanto maior a concentracao de ceélulas
tronco, melhor a recuperacdo. O uso de células tronco CD34+, 48 horas ap0s o
AVC, levou ao aumento da vascularizacéo cerebral local. Apesar da administracao
das células de SCUP 24 horas apds o AVC ter sido eficiente, o tempo 6timo para
sua utilizacdo apds o acidente nado foi estabelecido. Em um trabalho do mesmo
grupo, o0s autores observaram potencial quimiotatico para as células
mononucleares do SCUP in vitro (NEWMAN et al.,, 2005; VENDRAME et al.,
2005).

Em outro estudo foi mostrado que as injecfes de células de sangue de
corddo umbilical diminuem a reacéo inflamatoria apos o AVC, aumentando, assim,
a neuroprotecédo (SANBERG et al., 2005).

Na injecdo de células mononucleares do SCUP no tratamento do
traumatismo raquimedular, essas células injetadas favorecem a regeneracdo do
tecido nervoso em ratos através da liberacdo de fatores como VEGF e GDNF
(DASARI et al.,, 2008; KAO et al., 2008). Relatos de casos em humanos
descrevem a melhora clinica de pacientes submetidos a inje¢cdo de células de

SCU que sofreram traumatismo raquimedular (CRUZ et al., 2009).
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Erros inatos do metabolismo

Os erros inatos do metabolismo (EIM) sdo doencas geneticamente
determinadas que ocorrem devido a um defeito enzimatico especifico que
determina um bloqueio de uma via metabdlica. Este bloqueio ocasiona o acumulo
do substrato inicial, ou a deficiéncia do produto da reacdo, ou ainda o desvio da
rota metabolica com formac&o de outro produto final (ARAUJO, 2004).

O transplante de células tronco alogénicas pode impedir a progressao dos
sintomas das doencas de depdsito lisossomal e peroxissomal, pelo fornecimento
continuo de enzimas normais provenientes das ceélulas do doador (KRIVIT;
SHAPIRO, 1999 apud CRUZ et al.,, 2009). Por mais de duas décadas, o
transplante alogénico de células tronco hematopoiéticas mostrou-se benéfico no
tratamento da sindrome de Hurler, adrenoleucodistrofia, leucodistrofia
metacromatica e doenca de Krabbe (MARTIN et al., 2006). A utilizacdo de células
tronco de SCU nas doencas metabdlicas vem aumentando nos ultimos anos e 0s
resultados séo promissores (MARTIN et al., 2006; PRASAD et al., 2008).

O Cord Blood Transplantation Study (COBLT) realizou um estudo em 69
pacientes com doencas de depdsito lisossébmico e peroxissomal onde os autores
concluiram que o transplante de células de corddo umbilical deve ser considerado
tratamento de primeira linha para pacientes jovens portadores destas doencas

(MARTIN et al., 2006).
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Patologias Ortopédicas

O SCUP é indicado como fonte de células tronco mesenquimais para
aplicacdo em ortopedia. O isolamento e expanséao in vitro de uma populacdo de
células derivadas do proprio paciente, ou de individuos compativeis, capazes de
originar diferentes tipos celulares dos tecidos musculo-esqueléticos, proporcionam
novas estratégias terapéuticas para muitas doencas ortopédicas (CRUZ et al.,
2009).

Foi demonstrado a aplicacdo de células tronco mesenquimais de SCUP,
combinadas a matrizes de colageno e tricalcio-fosfato, no tratamento de defeito
critico em tibias de camundongos nu/nu. Os animais tratados com as células
expandidas in vitro apresentaram aumento significativo na formacao de tecido
6sseo, quando comparados com 0s animais que ndo receberam células (JAGER
et al., 2007).

Estudos demonstram a aplicacdo de células mononucleares do SCUP no
tratamento de lesdes isquémicas de musculo estriado esquelético. Essas células
participam diretamente da formacdo dos novos vasos sanguineos, ou,
indiretamente, através da atividade paracrina, liberando fatores que estimulam a

revascularizacéo do tecido que recebeu células (KOPONEN et al., 2007).
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Deficiéncia de adenosina deaminase (ADA)

A adenosina deaminase (ADA) estd presente em quase todos o0s
vertebrados, e no homem €& encontrada principalmente nos linfocitos, estando
diretamente relacionada a ativacdo dessas células. Dessa forma, em
enfermidades em que ha maior participacdo de linfécitos, a ADA geralmente é
detectavel em niveis elevados (KAISEMANN et al., 2004).

Foi descrito o tratamento de trés neonatos com imunodeficiéncia grave
ligada a deficiéncia de adenosina deaminase (ADA) com células tronco autélogas
derivadas de SCU. As células CD34+ foram transfectadas com DNA
complementar contendo o gene normal da ADA e transplantadas em esquema nao
mieloablativo. Foi observada a presenca dessas células e a expressao continuada
do gene introduzido nos leucécitos da medula e do sangue periférico até 18 meses
apos o transplante. Esse resultado indica que as células tronco do SCU podem ser
modificadas geneticamente e transplantadas em neonatos para terapia génica

(BECKER, 2005).
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5. CONSIDERACOES FINAIS

As células tronco do sangue de corddo umbilical sdo uma forte promessa
para o tratamento de doencas devastadoras. Apresentam, desde ja, inUmeras
aplicacbes terapéuticas no tratamento de doencas hematologicas/oncolégicas,
justificando assim a sua criopreservacao para uso autélogo ou heteroldgo.

A possibilidade de aplicagdo do sangue do corddo umbilical em doencas
ndo hematolégicas tem suscitado bastante interesse, e dessa forma estdo sendo
desenvolvidas varias pesquisas para o transplante das células do SCU no
tratamento de doencas como diabetes, doencas cardiacas, doencas neuronais,
erros inatos do metabolismo, entre outras, indicando o potencial terapéutico
destas células.

Estudos recentes demonstram que o sangue de corddo umbilical € o melhor
material para substituir a medula éssea em caso de leucemia, porém existem
estudos mostrando melhores beneficios na realizacédo de transplantes com células
da medula 6ssea em relacéo as células do sangue de cordao umbilical.

Entretanto os resultados ainda séao preliminares e por essa razao torna-se
necessaria muita cautela na execucéo e divulgacdo de novas terapias celulares,
devendo-se considerar algumas variaveis como fonte, selecéo prévia e nimero de

células tronco, mecanismos de acéo envolvidos e complicagdes em longo prazo.
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