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O que vou colocar nos próximos 20 minutos é o que estamos exaustivamente estudando e tentando criar alguma coisa para algo que não temos absolutamente nada que é a prevenção ou a melhora dos quadros nefastos oriundos da paralisia cerebral.

Células tronco

Conceitos básicos


As células tronco são células com capacidade de se dividir e de dar origem a células especializadas. O nome “célula tronco” é ilustrativo: partindo-se delas pode-se obter várias outras categorias de células, assim como do tronco de uma árvore saem os ramos, folhas, flores e frutos. São capazes de garantir uma reserva funcional (reserva de células progenitoras) e de se diferenciar em diversos tipos celulares.


O espermatozóide, ao fecundar o óvulo, cria uma única célula que tem potencial para formar um organismo inteiro. O ovo fertilizado é dito totipotente (derivado do latim lótus – todo). Após a fertilização, este se divide em células totipotentes. Quatro dias após a fertilização, as células totipotentes começam a se especializar e formam o blastocisto. As células da massa celular interna do blastocisto, as células tronco embrionárias, têm a capacidade de formar todo tipo de célula do corpo humano. Entretanto, a massa celular interna isoladamente não é capaz de formar um outro ser. Estas células são ditas pluripotentes (derivado do latim pluris –muitos ou vários). As células pluripotentes, ao se especializarem, darão origem a células com funções específicas, as células tronco teciduais, multipotentes ou células tronco adultas, que estão presentes no sangue, ossos, pele, cérebro, dentre outros órgãos.

Propriedades das células tronco de diferentes origens

Células tronco embrionárias e fetais


A principal fonte de células embrionárias humanas são os embriões produzidos através de fertilização in vitro. As células da massa central do blastocisto podem ser induzidas a proliferar mantendo seu estado indiferenciado ou a se diferenciar em vários tipos celulares. Células tronco fetais são utilizadas em países onde o aborto é permitido. As aplicações terapêuticas destas células têm despertado muita preocupação, incluindo a possibilidade de desenvolvimento de aneuploidias e o risco de formação de tumores após o transplante. Outro obstáculo para o uso destas células é a possibilidade de incompatibilidade imunológica entre o doador e o receptor. O uso de células tronco embrionárias e de tecido fetal também implica em questões de controle de qualidade, padrão de viabilidade, pureza do material e problemas éticos para a utilização de embriões.

Células tronco adultas


São obtidas através da coleta em tecidos específicos. Acreditava-se que a sua capacidade de diferenciação era restrita ao seu tecido de origem, porém estudos recentes têm demonstrado que algumas populações de células tronco adultas são multipotentes, podendo se diferenciar em tipos celulares específicos de outros tecidos, indicando que estas apresentam grande plasticidade. A maioria das células tronco de tecidos adultos é de difícil obtenção para o uso clínico rotineiro. Fontes facilmente acessíveis são a medula óssea e o sangue do cordão umbilical.

Células tronco de cordão umbilical


Na fase adulta, as células tronco que irão se alojar na medula óssea na fase adulta ficam localizadas no fígado e no baço. Entre o quinto e nono mês de gestação, estas células começam a migrar pela corrente sangüínea até identificarem a medula óssea como sítio próprio para sua implantação. Conseqüentemente, ao nascimento o sangue do concepto é rico em células tronco que estão em processo de migração.


A coleta das células tronco do sangue do cordão umbilical é relativamente fácil, a partir de um material que é normalmente descartado, não representa sofrimento para a mãe ou para o recém-nato e podem ser obtidas em quantidades significativas. A utilização destas células tronco em transplantes heterólogos tem um menor risco de transmissão de infecções para os receptores, e há evidências de que estas células são mais indiferenciadas e tolerogênicas do que as células tronco de medula óssea. Por serem mais jovens do que as últimas, as células tronco do sangue de cordão umbilical possuem capacidade proliferativa e regenerativa muito maior que aquelas obtidas da medula óssea e do sangue periférico, e sua idade celular corresponde à do neonato. Além disso, o processo patológico desencadeante de uma determinada doença também pode ter comprometido a medula óssea, inviabilizando a utilização das células tronco ali presentes. As vantagens da utilização de células tronco do sangue de cordão umbilical estão sumarizadas na tabela a seguir.

	Tabela 1 – Vantagens da utilização das células do cordão

	· Alta  concentração de células tronco hematopoiéticas e células progenitoras 

· Alto potencial proliferativo

· Alto potencial de migração

· Grande capacidade de expansão hematopoiética quando comparado às células sangüíneas do adulto

· Grande capacidade de auto- replicação e cultura de longo prazo quando comparada às células da medula óssea

· Coleta simples e sem risco

· Possibilidade de criopreservação e estocagem

· Sistema autólogo

· Poucos problemas éticos


Coleta das células de cordão umbilical


O sangue de cordão é geralmente coletado pela punção da veia umbilical, seguida de drenagem por gravidade para uma bolsa de sangue contendo anticoagulante. A coleta pode ser realizada enquanto a placenta ainda está no útero (pré-dequitadura) e ex- útero, através dos vasos placentários após a dequitadura. Um rendimento melhor é conseguido quando o procedimento é realizado com a placenta  in útero.

Após o nascimento, o cordão deve ser clampeado no menor espaço de tempo possível, com segurança. Deve ser limpo com gaze embebida em álcool. A veia umbilical é então puncionada pelo obstetra, utilizando-se um kit composto por uma agulha conectada a uma bolsa de coleta sangüínea mantida em nível mais baixo que o cordão até que se complete a dequitação.


Após a dequitadura, a placenta é então puncionada por um coletador devidamente treinado, completando-se a aspiração do maior volume sanguíneo possível.


O clampeamento precoce do cordão causa um aumento do volume do sangue placentário.

Transplante de  células tronco de cordão umbilical


As células tronco do sangue do cordão umbilical apresentam um potencial igual ou superior de reconstituição do sistema hematopoiético do que o das células tronco de medula óssea. No entanto, a utilização de células de cordão traz vantagens e desvantagens em relação às células de medula óssea.

Vantagens:

- A sua coleta não causa desconforto nem representa risco ao doador.

- Menor desenvolvimento de doença do enxerto contra o hospedeiro.

- Menor risco de transmissão de infecção para o receptor.

- Custo mais baixo.

Desvantagens:

- O tempo de pega medular é geralmente maior.

- O baixo número de células obtidas do sangue de cordão umbilical é, em geral, suficiente apenas para transplantar crianças e adultos pequenos.

- O tempo de internação dos pacientes é maior.

Utilização de células tronco de cordão umbilical em terapias celulares


A busca de métodos para o reparo de problemas biológicos causados por lesões, doenças ou pelo envelhecimento tem sido impulsionada pela descoberta da existência de células tronco com capacidade de diferenciação em diversos tipos celulares. A medula óssea e o sangue de cordão umbilical são fontes de células tronco com potencial de reparo de lesões do sistema nervoso central e de outros tecidos, de fácil obtenção e seguras quanto à sua utilização, como demonstrado pela vasta experiência em uso clínico destas últimas décadas.


A utilização destas células em terapias regenerativas poderá ainda ser ampliada com o desenvolvimento das técnicas de cultivo das células tronco de cordão umbilical. Adicionado às culturas de células tronco determinadas substâncias, o processo de diferenciação pode ser “guiado”, obtendo-se linhagens de células de determinados tecidos como, por exemplo, neurônios, miócitos, adipócitos e ilhotas de células pancreáticas. Assim, pode-se vislumbrar a possibilidade de se produzir em laboratório, a partir das células tronco de cordão, células de um determinado tecido que, ao serem introduzidas no organismo, causam o reparo de um órgão lesado. Esta metodologia poderá ainda ser combinada às técnicas de modificação genética, de modo a corrigir um defeito genético ou a induzir a produção de determinados fatores como m por exemplo, o fator de  crescimento de endotélio vascular ( VEGF), capaz de aumentar a re-vascularização.

Uso terapêutico perinatal


Baseando-se no fato de que algumas doenças genéticas podem ser diagnosticadas antes do nascimento e de que os conceptos acometidos poderiam se beneficiar da correção em idades bem precoces, a terapia gênica utilizando células tronco de cordão umbilical tem no período perinatal o seu tempo ideal. Outra aplicação de interesse perinatal está direcionada para os tecidos lesados neste período, principalmente em conseqüência de hipoxemia, inflamação e imaturidade, que afetam diferentes tipos celulares de acordo com sua susceptibilidade a estes fatores. Os órgãos mais freqüentemente afetados são cérebro e pulmão.


A grande importância do período perinatal é a ampla migração das células tronco quando introduzidas em cérebros jovens, diferente do que ocorre em cérebros de adultos em que elas se mantêm relativamente “adormecidas”. Estas observações encorajam a teoria de que a terapia com células tronco tem potencial significativo para minimizar o dano cerebral, que é a maior causa de morbidade e mortalidade neste período.


Outra possível utilização de igual importância é a terapia de patologias pulmonares do recém-nascido. Neste contexto, as células tronco do adulto têm demonstrado potencial de diferenciação em epitélio bronquiolar e pneumócito do tipo 2 após transplante. Adicionalmente, dada a freqüente depressão do sistema hematopoiético em prematuros, o transplante de células tronco causa sua reconstituição.


Estamos trabalhando no nível de evidência 2,3 no tópico anoxia. São opiniões de autoridades respeitadas; já existem algumas evidências como a do Prof. Sanberg (O Prof. Sanberg foi quem pela primeira vez tratou o Super-Homem). 

O presente estudo é uma infusão de  células de cordão umbilical em modelos que sofreram uma lesão isquêmica cerebral (oclusão permanente da artéria cerebral média) e compara com a progressão da lesão cerebral (Vendrame M, et al. Infusion of human umbilical cord blood cells in a rat model of stroke dose-dependently rescues behavioral deficits and reduces infarct volume. Stroke 2004;35:2390-2395). As células de cordão umbilical humano  foram aplicadas 24 horas após a oclusão da artéria cerebral média.Com 4 semanas após a infusão houve uma significante recuperação da performance comportamental quando 106 ou mais células de cordão umbilical humano foram infundidas. As medidas do volume dos infartos mostraram uma relação inversa entre o tamanho da lesão e  a dose usada, alcançando significação estatística com doses maiores. Após o insulto isquêmico,  ocorre uma cascata eventos inflamatórios, molecular e celular e esta resposta aguda afeta não somente os resultados clínicos como também a extensão da injúria cerebral. uma cascata de eventos inflamatórios  moleculares e celulares. A  infusão de células de cordão umbilical humano pode influenciar a cascata de eventos inflamatórios/imunes, explicando assim os benefícios comportamentais e histológicos observados neste estudo. A fração mononuclear das células de cordão produz grandes quantidades de interleucina-10, uma potente citocina antiinfamatória que pode estar envolvida na redução desta resposta inflamatória. As células mononucleares do cordão umbilical expressam fatores de crescimento, tais como o fator de crescimento do nervo e alguns investigadores  acreditam no grande papel  dos fatores neuroprotetor  endógenos das células de cordão umbilical humano na recuperação da lesão isquêmica cerebral. Causou-nos irritação quando o Comitê de Ética nos informou que não estávamos bastante fundamentados na literatura quando submetemos o nosso projeto de estudo à Comissão de Ética.


Há vários estudos experimentais que mesmo que a infusão seja na corrente periférica, temos evidência de que as células chegam ao cérebro e têm capacidade de reparação a nível cerebral (Sanberg PR, et al. Umbilical cord blood-derived stem cells and brain repair. Ann N Y Acad Sci 1049:67-83). As células de cordão umbilical humano têm o potencial de iniciar e manter o reparo. Este potencial é especialmente atrativo nas doenças neurais para as quais não há disponibilização de cura. O potencial terapêutico das células de cordão umbilical humano pode ser atribuído à habilidade inerente da população de células tronco para repor tecidos lesados. Estudos têm evidenciado migração e diferenciação das células de cordão umbilical humano em cérebros normais, representando assim uma alternativa viável para o reparo cerebral. O transplante de células de cordão umbilical humano é uma estratégia atrativa para os distúrbios neurológicos, devido ao grave prognóstico e a ausência de cura de muita destas doenças.


Quando falamos em graus variados de hemorragia, comparando os grupos tratados  versos não tratados, há melhora do déficit neurológico no grupo que recebeu células de cordão umbilical humano (Nan Z, et al. Umbilical cord blood ameliorates neurologic deficits in rats with hemorrhagic brain injury. Ann NY Acad Sci  2005;1049:84-96). Os resultados do presente estudo sugerem que a administração de células de cordão umbilical humano podem provê uma abordagem terapêutica no tratamento de pacientes que apresentaram sangramento cerebral induzido por hipertensão ou trauma ou  por lesão penetrante no cérebro. 


Estudos clínicos experimentais evidenciam capacidade destas células de regredir lesões graves, como a hepatite por causas virais. O mesmo foi observado nos grupos  nos grupos quanto às provas de função hepática. (Tang XP, et al. Clinical and experimental study on therapeutic effect of umbilical cord blood transplantation on severe viral hepatitis. World J Gastroenterol 2003;9:1999-2003; Tang XP, et al. Clinical and experimental study of the therapeutic  effect of umbilical cord blood stem cell transplantation on liver failure and heart damage in severe viral hepatitis patients. Zhonghua Gan Zang Bing Za Zhi 2005;13:259-63).  A histoimunoquímica do fígado do rato indicou que a aplicação de células de cordão umbilical humano pode diminuir a lesão hepática e aumentar a regeneração hepatocelular. As células de cordão umbilical humano podem se diferenciar em células hepáticas nos fígados lesados de ratos.


A  capacidade de derivar tanto células da glia como neurônios já foi bem demonstrado  laboratorialmente. O mesmo foi observado em lesões de tubo neural em galinhas com a administração de células hematopoiéticas do cordão.


Hoje, o Americam College já sinaliza para este ponto. Estamos falando de paralisia cerebral (ocorre 1 em 1000 nascidos vivos). Tem um impacto de 11,5 milhões/ano (é responsável por 81% do gasto dedicado a prematuridade).
O objetivo do nosso estudo (Utilização de células tronco na síndrome hipóxico-isquêmica cerebral): Segurança de transporte autólogo de células mononucleadas de cordão umbilical de neonatos, comparando a evolução clínica do grupo tratado e grupo controle para uma análise de risco e benefício para um ensaio clínico de larga escala posterior. O Prof.  Ricardo Ribeiro, da Bahia, está dando apoio total a nossa pesquisa.


Ninguém está tentando experimentar nada. Estamos  falando de casos gravíssimos. É um ensaio controlado, randomizado e cego: 2. Foi obtido o termo de consentimento assinado.

                 -Grupo I: RN pré-termos (24-32 semanas), entre o 1o  e 28o dia de vida com ultra-sonografia evidenciando hemorragia intraventricular (graus 3 e 4).  

                 -Grupo II: RN a termo com encefalopatia hipóxico isquêmica grave  (Sarnat II e III) já diagnosticada (exame neurológico) a partir do 7o dia de vida. 


Finalizo deixando duas mensagens

1-a biologia de cada sistema de terapia celular deve continuar sendo exaustivamente estudada. O sonho tem que continuar.

2-os ensaios pré-clínicos são importantes. A Bahia está nos dando um suporte a nível internacional. O Dr, Sanberg inclusive, brincando disse que tinha mais a aprender com a Bahia do que nos ensinar.


Os que chegam lá não são os mais fortes, os mais inteligentes e sim aqueles que souberam se adaptar as mudanças.

Nota: Dr. Paulo R. Margotto. Consulte os artigos abaixo relacionados.
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