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Dedicatoria

“If you can dream it, you can do it.

Remember that this whole thing started with a dream and a mouse.

And so, after much waiting, on a day like any other, I decided to triumph ...

I decided not to wait for the opportunities and, yes, to pick them up myself.

I decided to see each problem as an opportunity to find a solution.

I decided to see each desert as a possibility to find an oasis.

I decided to see each night as a mystery to solve.

I decided to see each day as a new opportunity to be happy.

That day I discovered that my only rival was no more than my own limitations and that
to face them was the only and the best way to overcome them.

That day, I discovered that I was not the best and that perhaps I had never been.

I no longer care about who wins or loses.

Now [ just care to know better what to do.

I learned that the difficult thing is not to get up there, but to stop climbing.

I learned that the best triumph is to be able to call someone a friend.

I discovered that love is more than a simple state of falling in love, love is a philosophy
of life.

That day, I ceased to be a reflection of my past few triumphs and I became a dim light
in the present.

I learned that it is useless to be light if it does not light the way of others.

On that day, I decided to change so many things ...

On that day, I learned that dreams exist to come true.

And since that day I no longer sleep to rest ... I simply sleep to dream.”

Walt Disney
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Resumo

Presentemente, as doengas hemato-oncoldgicas estao na ordem do dia e sdo das
que mais tém preocupado os profissionais de saude, como tal tém sido continuos os
esforcos para obterem a melhor forma as combater. As células estaminais provenientes
do sangue do cordao umbilical tém sido uma das fontes usadas para o tratamento destas
doencas. A primeira transplantacao recorrendo a estas células, nos anos 80, promoveu a
utilizacao desta terapia e depois desse, multiplos transplantes foram efetuados, afirmando
que a terapia recorrendo as cé€lulas progenitoras hematopoiéticas deveria ser uma hipdtese
a considerar para o tratamento destas patologias. Intimeras pesquisas com células
estaminais do sangue do corddao umbilical evidenciam resultados promissores que em
breve irdo induzir um aumento do seu uso a varias doengas, nomeadamente doencas com
natureza degenerativa. A evidéncia de que a criopreservacao nao modifica a viabilidade
destas células possibilita que sejam conservadas por longos periodos de tempo e apenas
sejam usadas quando ¢ essencial.

Com a compreensado da capacidade regenerativa das células estaminais do sangue
do cordao umbilical aparecem em Portugal e a nivel mundial bancos de recolha e
criopreservacao tanto publicos como privados.

E extremamente necessaria, a continua investigagio numa area tio importante
como a das neoplasias. Cada vez existem mais informacdes sobre as suas causas, sobre a
forma como se propaga e como progride. Estdo a ser analisadas novas formas de prevenir,
descobrir e tratar as neoplasias, como ¢ o caso da transplantacio com células
hematopoiéticas progenitoras, sempre de modo a melhorar a qualidade de vida das

pessoas afetadas por estas patologias.

Palavras-chave: neoplasias, células estaminais, sangue do corddo wumbilical,

criopreservagao.






Abstract

Presently, hemato-oncological diseases are the order of the day and are the ones
that have most worried healthcare professionals, as such efforts have been continuous to
obtain the best way to fight them. Stem cells from umbilical cord blood have been one of
the sources used to treat these diseases. The first transplantation using these cells back in
the 80's promoted the use of this therapy and after that, multiple transplants were
performed, stating that the therapy using hematopoietic progenitor cells should be a
hypothesis to be considered for the treatment of these pathologies. Numerous stem cell
researches in umbilical cord blood have shown promising results in predicting an increase
in its use for various diseases, including degenerative ones. Evidence that
cryopreservation does not modify the viability of these cells allows them to be retained
for long periods of time allowing them to be used on demand.

With the understanding of the regenerative capacity of umbilical cord blood stem
cells, both public and private collection and cryopreservation banks appear in Portugal
and worldwide.

Continuing the research in such an important area as neoplasias is extremely
necessary. There is more and more information about their causes, how they spread and
how they work. New ways of preventing, discovering and treating neoplasias, such as
transplantation with progenitor hematopoietic cells, are being analyzed, always in order

to improve the quality of life of people affected by these pathologies.

Key-words: neoplasias, stem cells, umbilical cord blood, cryopreservation.
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Lista de Abreviaturas

SCs — Stem Cells

1PSCs — induced Pluripotent Stem Cells
EpiSC- Epiblast Stem Cells

SSCs — Somatic Stem Cells (Células estaminais somaticas)
HSCs — Hematopoietic Stem Cells

MSC — Mesenquimal Stem Cells

NK — Natural-Killer

HSCsLt- Hematopoietic stem cells Long term
HSCsSt - Hematopoietic stem cells Short Term
MPP - Multipotent progenitor cells

UBCSCs — Umbilical Cord Blood Stem Cells
HLA- Human Leukocyte Antigens

HvGD - Host versus Graft Disease

GvHD — Graft versus host disease

LMA - Leucemia Mieldide Aguda

LLA - Leucemia linfocitica Aguda

LLC — Leucemia linfocitica Cronica

LMC - Leucemia Mieloide Cronica

LH - Linfoma de Hodgkin

LNH - Linfoma de Nao-Hodgkin

VEB — Virus de Epstein-Barr
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Introdugao

Introducao

A hematopoiese ¢ um complexo processo que assegura uma constante formacgao,
proliferagdo e maturacdo das células sanguineas ao longo da vida do organismo, tendo
por base processos mitdticos e de diferenciacdo celular que ocorrem nos oOrgados
hematopoiéticos. A hematopoiese pode ser dividida em 3 fases. Nos humanos, a fase
mesoblastica, ou hematopoiese embrionaria ocorre nas primeiras semanas de gestagao no
saco vitelino do embrido, iniciando o seu declinio a sexta semana e cessando no segundo
més. Nesta fase formam-se eritroblastos primitivos. A fase hepatica decorre entre as seis
semanas ¢ os sete meses, com a formacao de eritroblastos definitivos, denominados
eritrocitos. A partir do terceiro més a hematopoiese também ocorre no bago. O figado e
0 bago sdo o6rgaos hematopoiéticos onde decorre a producao sequencial de linfécitos, dos
megacariocitos (plaquetas) e dos granulocitos. A ultima fase deste processo denomina-se
fase medular, fase esta que acontece entre o sexto € o sétimo més de vida do feto e onde
amedula dssea se torna o principal 6rgao hematopoiético, papel esse que vai desempenhar
ap6s término da gestacao (Jagannathan-Bogdan & Zon, 2013; Junqueira & Carneiro,

2008).

E também necessario um breve destaque as células estaminais (SCs, Stem Cells),
estas sdo células indiferenciadas coma capacidade de proliferarem e de se diferenciarem
em diversos tipos celulares no organismo, assegurando a homeostase dos tecidos ao longo
da vida. A sua proliferacao esta sob um controlo apertado e pode ser desencadeada por

diversos fatores internos e externos (Eaves, 2015).

A investigacdo em SCs nas Ultimas décadas veio a adquirir um consideravel
destaque cientifico, social e econdmico tanto no sentido de conhecer melhor os
mecanismos de desenvolvimento dos organismos vivos, bem como na procura de
tratamentos inovadores de doencas para as quais ainda ndo ha cura eficaz (Regateiro et

al., 2005).
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Sistema Hematopoiético

Sistema Hematopoiético

Origem

Nos humanos adultos, os eritrocitos, granulocitos, linfécitos, mondcitos e
plaquetas sdo formados a partir das células-tronco ou células estaminais hematopoiéticas
(HSCs) da medula 6ssea. De acordo com o glébulo formado, o processo recebe os
seguintes nomes: eritropoiese, granulocitopoiese, linfopoiese, monocitopoiese e
megacariocitopoiese. Estas células atravessam varias fases de diferencia¢do e maturagdo
na medula Ossea, antes de se dirigirem para o sangue, como demonstra a figura n° 1

(Junqueira & Carneiro, 2008).

m Primitive HSC-lke Common myeloid progenitor Erythroid progenitor 5,8
——@—O@—@—
(9 E
Angioblast

Figura n°1: A hematopoiese, adaptado de (Jagannathan-Bogdan & Zon, 2013)

Os orgdos hematopoiéticos sdo classificados como primarios (medula 6ssea e
timo) e secundarios. Todas as células sdo originarias primariamente da medula Ossea,
onde residem as células hematopoiéticas que tem a capacidade de proliferacdo ilimitada.
Os linfocitos B diferenciam-se na medula 6ssea, enquanto que os linfocitos T descendem
de células que migram da medula para o timo e ali se diferenciam (Junqueira & Carneiro,

2008).

As células estaminais s3o células de origem embriondria, fetal ou do adulto, com
capacidade de se dividirem ilimitadamente e de se diferenciarem em varios tipos

celulares. Para conseguir manter essas duas capacidades, uma célula estaminal pode
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dividir-se originando uma célula igual e outra que vai seguir a via da diferenciagdo

(Brasileira, Hematologia, & Review, 2009).

De acordo com dados experimentais, as células estaminais possuem trés
caracteristicas que as distinguem dos outros tipos de células: tém a capacidade de se
diferenciar em células especializadas quando sujeitas a determinadas circunstancias
fisiologicas ou experimentais; na auséncia de estimulo mantém-se indiferenciadas; sio

capazes de se autorrenovarem indefinidamente (Weissman, 2000).
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Células estaminais

Células estaminais

As células estaminais, SCs, sdo células indiferenciadas com a capacidade de dar
origem a distintas geragdes celulares tendo a aptiddo de se diferenciar em células
especializadas e de se dividir indefinidamente. A multiplicacdo das SCs sucede através
de consecutivas mitoses, sendo este processo responsavel por garantir um numero
adequado de SCs (Breu, Guggenbichler, & Wollmann, 2008; Seita, Jun; Weissman,
2010).

A autorrenovacdo € o processo pelo qual as SCs geram células-filhas
rigorosamente iguais as células progenitoras através de divisdes celulares sucessivas. A
capacidade de diferenciacao € o potencial que as SCs apresentam, sob certos requisitos
fisiologicos e/ou experimentais, de criar determinados tipos celulares diferenciados (Breu

et al., 2008; Junqueira & Carneiro, 2008).

Estas podem ser classificadas, de acordo com a sua origem em células estaminais
embrionarias e células estaminais nao embrionarias ou adultas, e pela sua potencialidade
ou capacidade de diferenciacdo em pluripotentes, totipotentes e multipotentes (Patel,

Shah, & Srivastava, 2013).

Em func¢ao destas caracteristicas, existem estudos que corroboram a possibilidade
de uso das SCs para a cura ou para o tratamento de diversas doencas, através da
substituicdo dos tecidos degenerados (Breu et al., 2008; Junqueira & Carneiro, 2008;

Waller-Wise, 2011).

As principais fontes de células estaminais adultas sdo o sangue do corddo
umbilical, a medula 6ssea e o sangue periférico. Em Portugal o primeiro transplante
realizado com células estaminais do sangue do corddo umbilical que foram
criopreservadas num banco privado portugués, foi realizado a 19 de Fevereiro de 2007,
no IPO do Porto numa crianca de 14 meses com leucemia linfobléstica aguda, tendo sido
muito bem-sucedido (Junqueira & Carneiro, 2008; Regateiro et al., 2005; Weissman,

2000).
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Classificacao das células estaminais

Potencialidade

Como ja referido anteriormente, as células estaminais sao classificadas em fung¢ao

da potencialidade em pluripotentes, totipotentes e multipotentes.

As células pluripotentes tem a capacidade de se diferenciar em quase todos os
tecidos humanos germinativos (ectoderme, medoserme e endoderme), exceto placenta e
anexos embrionarios, podendo ser isolados a partir do botdo embrionario do blastocisto

(Watt & Driskell, 2010).

As células totipotentes sdo o zigoto € os primeiros blastomeros que derivam da
divisdo celular deste, sendo capazes de dar origem a qualquer tipo de célula ou tecido que
constitui o embrido e que o suporta durante o seu desenvolvimento, incluindo tecidos
extraembrionarios. Do ponto de vista biologico as células totipotentes sdo totalmente
indiferenciadas, estddio que equivale a maxima competéncia de diferenciagdo. O ovo
fertilizado ¢ a célula com maior potencial de diferenciacdao, no entanto, nao pode ser
considerado uma célula estaminal por ndo ter capacidade de autorrenovacdo (Watt &

Driskell, 2010; Welniak, Blazar, & Murphy, 2007).

As células multipotentes t€ém capacidade de originar varios tipos celulares, como
por exemplo, células estaminais hematopoiéticas que originam todas as células dos
sistemas sanguineo e linfatico, ou seja, plaquetas, globulos brancos e vermelhos. Células
multipotentes geralmente tém um potencial de diferenciacdo limitado de acordo com o
orgado do qual resultam, gerando unicamente as células daquele 6rgdo. Estas células que
estao presentes no individuo adulto e sdo extremamente importantes para a homeostase
do orgdo onde pertencem. Ao longo do desenvolvimento de um organismo as células
perdem a pluripoténcia e especializam-se, passando a constituir tecidos especificos. O seu
potencial passa a ser mais restrito, sendo entdo multipotentes ou células progenitoras

adultas, cuja fun¢do ¢ a reparagdo e a manutengao tecidual (Fabr, 2012; Pessoa, 2014).

Alguns tipos de células maduras podem, em certas condigdes, ser reprogramadas
em células pluripotentes, designadas por células estaminais pluripotentes induzidas
(1PSCs), descobertas em 2006 por Takahashi e Yamanaka (Takahashi & Yamanaka,

2006). As 1iPSCs detém propriedades de auto-renovagdo favoraveis tal como as células
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estaminais embriondrias, assim como a possibilidade de serem geradas a partir das células
do proprio doente, o que lhes defere o enorme potencial em futuras terapéuticas (Stein et

al., 2010).

Conforme o estudo preconizado por Shinya Yamanaka, em 2006 foi demonstrado
que a adi¢do exogena de apenas quatro fatores de transcri¢do (Oct4, Sox2, KIf4 e Myc)
reprogramava os fibroblastos de ratinhos em estado embriondrio, obrigando-os a
expressar genes responsaveis pela indiferenciacdo celular. As iPSCs assim obtidas
revelam ser idénticas as células estaminais embrionarias e demonstram uma enorme
habilidade de manterem em cultura durante varias passagens. A figura n°2 ilustra as
diferentes fontes da potencialidade das células estaminais que ocorrem naturalmente ou
podem ser obtidas com a adi¢do de um retrovirus contendo os fatores de transcrigdo que

vai dar origem as iPSCs. (Yamanaka, 2006)
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Figura n°2: Potencialidade das células estaminais, adaptado de Yamanaka, 2006

Origem

De acordo com a sua origem, as células estaminais dividem-se em células

estaminais embrionarias e células estaminais ndo embrionarias ou adultas.
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Na fase inicial do desenvolvimento do feto as células estaminais
embrionarias podem ser isoladas diretamente do embrido, onde se encontram na massa
interna do blastocisto embriondrio, cuja a sua formacao ocorre entre o 4° € 0 6° dia apos
fertilizagdo. Estas células detém uma grande habilidade de diferenciagcdo, podendo dar
inicio a qualquer célula do corpo humano com a excecdo dos tecidos extraembriondrios,
sendo consideradas pluripotentes. As suas caracteristicas possibilitam originar
descendéncia mesmo depois de permanecerem um tempo indefinido in vitro. Estas
células normalmente sdo isoladas do blastocito, antes da sua implantagdo no fttero,
podendo também ser isoladas apos implantacao do blastocisto designando-se neste caso
de células estaminais do epiblasto (EpiSC). As EpiSC t€ém um potencial de diferenciagao
mais restrito, embora consigam diferenciar-se em linhagens dos trés folhetos

germinativos (De Miguel, Fuentes-Julian, & Alcaina, 2010; Pessoa, 2014).

Por outro lado, encontrando-se na maioria dos tecidos responsaveis pela
regeneragao celular, também conhecidas como células estaminais adultas dispomos das
células estaminais ndo embrionarias. Estas, ocorrem de inumeros tecidos adultos do
organismo sendo exemplos: o corddo umbilical, a pele, os musculos esqueléticos, os rins,
a medula Ossea, vasos sanguineos, sangue periférico, liquido amnidtico, entre outros.
Estes locais contém populagdes de células estaminais suficientes para serem ponderadas
para um elevado potencial terapéutico. Estas células constituem uma reserva apds o
nascimento, pois encontram-se em estados de repouso durante longos periodos de tempo,
mas pela sua capacidade de se diferenciarem em varios tipos de células, conseguem
substituir células danificadas ou destruidas e regenerar os tecidos danificados quando
estimuladas por hormonas e/ou fatores de crescimento (Eaves, 2015; Seita & Weissman,

2010).

As células estaminais adultas ou células estaminais somaticas (SSCs) tém
propriedades tipicas das SCs, incluindo a autorrenovacdo, diferenciagdo de multiplas
linhagens e o alto potencial proliferativo (Gargett, 2010). As SSCs incluem as SCs
hematopoiéticas, as SCs mesenquimais, SCs do corddo umbilical, entre muitas outras. As

que detém maior valor de caracterizagdo sao as que derivam da medula dssea, que sao as
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SCs hematopoiéticas e as SCs mesenquimais. Estas coexistem de uma forma

funcionalmente independente (Wognum & Szilvassy, 2015).

As SCs hematopoiéticas (HSCs — Hematopoietic stem cells) que habitualmente
sdo responsaveis por toda a linhagem sanguinea, sdo fontes tanto de progenitores
mieloides origindrios do sistema sanguineo (monoécitos, macrofagos, neutréfilos,
basofilos, eosinofilos, eritrocitos, megacariocitos, plaquetas e células dendriticas) como
de progenitores linfoides responsaveis pela formagao das células do sistema imunitario
(linfocitos T, linfocitos B e linfocitos NK (Natural Killer). Experimentalmente, sdao
células que ndao aderem a uma superficie, ou seja, sdo denominadas células ndo-aderentes

(Fabr, 2012; Rocha & Gluckman, 2006).

As HSCs podem também dividir-se em outro grupo, divisdo essa que ocorre antes
de se dividem em células progenitoras linfoides e células progenitoras mieloides,
dividem-se em HSCs de longo periodo, ou HSCsLt (Hematopoietic stem cells Long Term)
e HSCs de curto periodo, ou HSCsSt (Hematopoietic stem cells Short Term). As HSCsLt
proliferam-se ao longo da vida, mas dividem-se muito raramente, tendo a capacidade
quando ativadas, de regenerar todos os tipos de células sanguineas. Nas HSCsSt a
capacidade de renovacao ¢ mais limitada, levando-as a ter uma semi-vida de poucos
meses. Estas quando se dividem ddo origem a uma célula multipotente progenitora,
denominada MPP (Multipotent progenitor cell) que ja ndo possuem capacidade de
autorrenovagdo, mas estdo em constante divisao. Divisdo essa que na maioria das vezes
aumenta a possibilidade de existirem erros de divisdo, levando a malformagdes de células
e a erros de replicagdo. Tudo isto esta associado a ocorréncia de neoplasias malignas
(Brasileira et al., 2009; Seita, Jun; Weissman, 2010). Todo este complexo processo de

divisdo estd demonstrado na figura n°3.
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Figura n°3: Processo de divisdo das células hematopoiéticas, adaptado de (“hematopoiesis -
KEFALIKINISL™)

As MSCs (Mesenquimal Stem Cells), ddo origem a diversos tecidos e células,
como condroblastos, osteoblastos, células endoteliais e adipocitos. Ao contrario das
HSCs sdo células aderentes e encontram-se em diversos locais do organismo, como o
corddo umbilical, a medula 6ssea, tecido adiposo, entre outros. Apesar da sua origem
mesodermal, na presenca de condigdes apropriadas, as MSCs tém a capacidade de se
diferenciar em células com origem na ectoderme (neuronios e pele) ou endoderme
(hepatocitos, figado e intestino). Independentemente da sua origem, as MSCs expressam
um conjunto de fatores de transcri¢do e recetores membranares especificos (Mendez-
Otero, Giraldi-Guimaries, Pimentel-Coelho, & Freitas, 2009). Experimentalmente, a sua
identificacdo advém do o seu aspeto morfologico (fibroblastos que evoluem aderentes a
uma superficie) e de marcadores especificos evidentes na sua membrana (proteinas
CD105, CD73, CD90) e a consequente inexisténcia de marcadores especificos das células

HSCs (proteinas CD34 e CD133).

As MSCs sdo consideradas seguras nas terapias celulares devido ao seu baixo
risco em modificagdes malignas e a sua capacidade de diferenciagdo. Alguns estudos
cientificos ja relatam a evidéncia das MSCs de regularem a hematopoiese e mediarem a

resposta imunitaria (Kim, Jeon, Yang, Oh, & Chang, 2010; Liras, 2010).
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Para além de todas as caracteristicas mencionadas, as MSCs tém outra funcao
muito importante, quando extraidas com base no sangue do cordao umbilical nao detém
um complexo de histocompatibilidade major completo, ou seja, ndao se distinguem os
genes dos subgrupos II e um gene do sub-grupo I (HLA-DR). Esta particularidade tem
uma grandissima relevancia no que diz respeito a compatibilidade entre o dador e o
recetor, pois, mesmo ndo existindo a compatibilidade entre o dador e o recetor, a
probabilidade de provocarem a HvGD e GvHD (reacao imunolégica entre o excerto € o
hospedeiro) ¢ quase nula. Sendo por isso o sangue do cordao umbilical uma das melhores
fontes de obtencdao de células mesenquimais, pois, além de se encontrarem e maior
quantidade também ¢ onde se encontram no seu maior estado de imaturidade (Kim et al.,

2010; Liras, 2010).

Em sintese, as SCs de acordo com a sua etapa de evolugdo preservam
particularidades quanto a sua capacidade de renovacgdo e de diferenciacao sendo as SCs
embrionarias classificadas como as mais indiferenciadas e, por isso, potencialmente aptas
de originar um vasto numero de células. As células estaminais hematopoiéticas dao

origem a tecidos celulares mais limitados.

Células estaminais do sangue do cordiao umbilical

Para uma melhor compreensdao deste tema ¢ necessdria uma abordagem mais
especifica sobre as células do corddao umbilical. As células estaminais extraidas do sangue
do cordao umbilical (UCBSCs — Umbilical Cord Blood Stem Cells) sdo células estaminais
adultas e multipotentes, maioritariamente hematopoiéticas. Porém, também ja foram
obtidas células estaminais mesenquimais a partir do isolamento de células estaminais do
sangue do corddo umbilical ainda que em pouca quantidade (Delaney, Ratajczak, &

Laughlin, 2010). Na figura n°4 estdo expressas as fontes de células estaminais.
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Figura n°4: Principais fontes de células estaminais, adaptado de https://ccb.med.br/texto/celulas-tronco

Caracteristicas

Em comparacdo com as células estaminais adultas da medula éssea, as UCBSCs
tém um menos grau de especializacdo e por isso tém uma maior capacidade proliferativa,
menor reatividade imunolégica e menor risco de doenga enxerto-hospedeiro do que as
células estaminais adultas da medula Ossea. Por outro lado, contrariamente as células
estaminais embriondrias, as UCBSCs ndo conseguem originar todos os tipos de células

(Trounson, Thakar, Lomax, & Gibbons, 2011).

Anteriormente, apenas os transplantes de medula 6ssea eram usados para tratar
processos de doenga em que as células estaminais eram benéficas e eficazes. Atualmente,
e contrariamente ao que previamente era conhecido, sabe-se que as UCBSCs tém 10x

mais células estaminais do que a medula 6ssea adulta (Smith & Wagner, 2009).

Segundo, o “Relatorio sobre investigacdo em células estaminais”
elaborado por (Regateiro et al., 2005), até a data, existem trés ambitos programaticos de
investigacdo em células estaminais, onde a maioria dos trabalhos realizados que se
encontram publicados foram efetuados em modelos e células animais e nao em células

humanas. Sao eles:
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v A investigacdo de células estaminais de origem embriondria (a partir da massa
celular interna de embrides gerados por fecundagao in vitro de um 6vulo por um
espermatozoide), conseguidas a partir de nado morto, de células tumorais de
teratocarcinoma ou carcinomas embriondrios, de blastomeros retirados por
biopsia de oocitos divididos por partenogénese artificial,;

v A investiga¢do de células estaminais em tecidos adultos;

v A investigagdo de células estaminais somadticas resultantes da técnica de
clonagem somatica
Estes projetos tém como finalidade:

v" Ampliar a perce¢do dos mecanismos de desenvolvimentos biologicos dos seres
vivos, nomeadamente no que diz respeito a processos de diferenciacdo celular e
aos seus mecanismos de controlo;

v" Criar novas guidelines através de cultura de células estaminais embrionarias e do
controlo de todos os processos de diferenciacdo e potencialidade para obter tipos

especificos de células

Outrora, o cordao umbilical era considerado um derperdicio, apds acontecer o parto.
Hoje em dia sabemos que este 6rgdo extraembrionario € uma fonte preciosa de cé€lulas
estaminais. O cordao umbilical possui duas artérias € uma veia, que sdo envolvidas por
um tecido conjuntivo mucdide, geleia de Wharton (Wharton’s gelly). As UCBSCs sao
extraidas da veia do sangue do cordao umbilical logo apds o nascimento. Além das células
hematopoiéticas, o corddo umbilical pode ser usado como uma fonte de células
endoteliais, células mesenquimais e c€lulas estaminais somaticas. O sangue do cordao
contém todos os elementos sanguineos: globulos vermelhos (eritrocitos), globulos
brancos (leucécitos), plaquetas e plasma, sendo igualmente rico em HSCs, semelhantes

as presentes na medula 6ssea (Fabr, 2012; Malgieri et al., 2010).

A imagem abaixo, figura n° 5, demonstra como ¢ constituido o corddo umbilical.

(Flotho et al., 2017)
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Figura n°5: Constitui¢do do corddo umbilical, adaptado de Flotho et al., 2017

Desde que as UCBSCs surgiram como uma alternativa as células hematopoiéticas
da medula 6ssea tém sido cada vez mais usadas e estudadas. Em 2009 as UCBSCs
tornaram-se na segunda maior fonte comum de células progenitoras hematopoiéticas para
terapia celular. Em resposta a esse potencial de terapia, um grande numero de bancos

privados e publicos de UCBSCs foram estabelecidos em todo o mundo (Ilic et al., 2012).

S¢6 existe, na vida humana, uma oportunidade para a recolha de UCBSCs e esse
momento ocorre na altura do parto. A criopreservagdo das células do sangue do corddo
umbilical € um evento crucial para a sua aplicacdo futura. Esta metodologia deve ser bem
efetuada para se obter e preservar o0 maximo de células, mantendo-as viaveis e aptas a
serem utilizadas. H4 normas que validam e uniformizam os processos de recolha e
criopreservacdo a fim de permitirem que as amostras fiquem corretamente registadas,
conservadas e, também, minimizar possiveis erros de colheita. Estudos demonstram
potenciais diferengas entre as UCBSCs e o tecido do corddo umbilical, por isso, existem
bancos de recolha que optam por recolher e criopreservar ndo s6 o sangue do corddo

umbilical bem como o proprio tecido (Conselho da Europa, 2015; Gunning, 2007).
Para realizar a recolha da amostra de UCBSCs e/ou do respetivo tecido do cordao

umbilical € necessario a compra de um kit pelos pais. Este kit inclui toda a informagéo e

todas as instru¢des necessarias para os profissionais de saide, bem como comunicagdes
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adicionais e referentes documentos para os pais. Este kit vem numa caixa selada com
material esterilizado para usar na colheita. Cada kit ¢ adquirido para cada bebé. O kit ¢
transportado pelos adquirentes aquando do dia do parto e entregue aos profissionais de

saude (“Células Estaminais - Crioestaminal,” 2017; Fabr, 2012).

Existem duas praticas para a obtengdo das UCBSCs. A primeira colheita ¢ feita
quando a placenta permanece no utero e ¢ efetuada por obstetras na sala de partos, no
segundo processo a recolha ¢ feita por profissionais do centro de criopreservacao
escolhido ja com placenta no exterior. Muitos sao os estudos que verificam o impacto do
tipo de colheita executada perante a viabilidade celular. A maioria deles conclui que a
primeira recolha referida permite adquirir um maior volume de células viaveis (é
calculado por contagem de células CD34") e minimiza também a adulteragdo da amostra

(Fabr, 2012; Hunt, 2011; Liras, 2010).

Atualmente, o que € maioritariamente realizado ¢ a recolha imediatamente apds
nascimento do feto, no interior do Utero, no ambiente estéril da sala de partos e antes da
expulsao da placenta. O cordao umbilical ¢ dividido entre dois grampos (pingas), onde ¢
inserida uma agulha na veia do corddo umbilical, o mais adjacente exequivel do local
onde se encontra o grampo e o sangue ¢ extraido. O sangue ¢ transferido para um deposito
com o anticoagulante citrato-fosfato-dextrose e ¢ acondicionado no kit de criopreservacao

(K. K. Ballen, 2005; Hunt, 2011; Ilic et al., 2012).

Deve ser extraida a maxima porcao de sangue possivel, preferencialmente entre
60 a 150 ml. A amostra recolhida ¢ mantida a temperatura ambiente até ser encaminhado
para o laboratorio de criopreservagdo. Quando rececionado, ¢ efetuado o registo da
amostra e ¢-lhe, automaticamente, atribuido um codigo interno. Posteriormente, segue-se
um rigoroso controlo de qualidade, onde sdo avaliados varios parametros entre eles: a
contagem de HSCs, a partir do calculo de (CD34"), o volume da amostra, a sua
viabilidade, através do niimero de células vivas e por fim ¢ feita a avaliacdo de células

mononucleadas com o método de azul triptano ou com iodeto de propideo (Fabr, 2012;

Hunt, 2011).

Ap6s todo o processo de avaliacao e apuramento dos parametros acima descritos,

¢ feita a divisdo das SCs das outras células hematopoiéticas (plaquetas e globulos
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vermelhos) recorrendo a centrifugacao. O método de centrifugagado ¢ utilizado porque as
células apresentacdo diferentes densidades moleculares. Depois de estarem isoladas as
SCs, ¢ refeita a contagem de células CD34" e células mononucleadas certificando que
estas estdo em numero razoavel para garantir o seu posterior uso. Sao essenciais
sensivelmente 15 milhdes de células mononucleadas por Kg de peso, se o recolhido for
insuficiente e ndo satisfizer essas condigdes, os progenitores serdo notificados e a
criopreservacao ¢ considerada invalida (Butler & Menitove, 2011; Fabr, 2012; Hunt,

2011).
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Neoplasias

A palavra neoplasia (“neoplasm’) expressa “novo crescimento” em Grego, isto
refere-se a qualquer crescimento anormal, independentemente de ser benigno ou maligno,
ou seja, quando se utiliza o termo Doenga Neoplasica estdo a ser abrangidas os dois tipos
novamente. Todos os tipos de cancro existentes, independentemente do seu tipo
englobam-se na categoria de Doengas Neoplasicas malignas. (“Paleo-oncology Research

Organization (PRO) | What is Neoplastic Disease?,” 2014)

As neoplasias do sistema imunitario sdo um conjunto homogéneo de tumores cujas
células de origem podem ser linfocitos, os histideitos (macrofagos inativos) ou outros
componentes do sistema imunoldgico. Cada uma representa um desenvolvimento
monoclonal de células malignas, mantendo em si caracteristicas morfologicas e
funcionais dos seus analogos de funcionamento celular normal (Stephen J.; Ganong,

2006). A tabela n°1 enumera as principais neoplasias e as respetivas células de onde sdo

originarias.
Célula de Origem Neoplasia
L Célula B
Célula B medular Leucemia linfocitica crénica, linfoma linfocitico pequeno difuso
Célula B folicular Linfomas foliculares, linfoma misto difuso, linfoma de grandes
células difuso, linfoma de Burkitt
Células B imunoblisticas Linfoma imunoblastico difuso
IL. Célula T
Célula T timica Linfoma linfoblastico
Célula T madura Linfomas de célula T perif€ricas, leucemia linfocitica crénica,
linfoma associado ao HTL V-1, micoses fingicas, sindrome de
Sézary
Célula T imunoblastica Linfoma imunoblastico difuso
IV. Desconhecida Doenca de Hodgkin

Tabela n°1: Principais neoplasias € respetivas células de origem, adaptado de (Dos Anjos et al.,
2000)
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Segundo a DGS, no relatério “Programa Nacional Para as Doengas Oncologicas,
20177, Portugal tem seguido a tendéncia do resto da Europa, tendo sido verificado um
aumento da incidéncia de Cancro em Portugal com uma taxa de crescimento constante de
3% anual, este aumento por ser tdo ligeiro ndo é visivel na figura n°6. E também deduzido
que essa ampliagdo se deve, provavelmente a existéncia de uma elevada percentagem de
populagdo envelhecida e ao aumento dos cuidados de saude e medicamentos que
acrescem a longevidade dos individuos. Em contraste (dados de 2015) a taxa bruta de
mortalidade por Neoplasia Maligna encontra-se nos 2%, inferior a taxa de incidéncia.

Inferiormente, na figura n°6 ¢ possivel observar, com base em dados do Instituto
Nacional de Estatistica, INE, a evolugdo das taxas de mortalidade bruta e padronizada por
tumores malignos em Portugal, entre os anos 2010 e 2015 (“Portal do Instituto Nacional

de Estatistica,” 2017).
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Figura n°6: Evolucdo das Taxas de Mortalidade Bruta ¢ Padronizada de Tumores Malignos em

Portugal (2010-2015) adaptado de “Portal do Instituto Nacional de Estatistica”, 2017

A figura n°7 traduz o numero de cirurgias Oncologicas realizadas em Portugal, no
periodo de 2010-2015, onde a cirurgia ¢ considerada um dos principais meios de
tratamento de bastantes neoplasias. As linhas apresentam um constante crescimento desta
atividade. Este aumento visivel significa que existe uma maior sensibilidade para a

doenga, traduzindo assim um maior nimero de casos diagnosticados e inicio de
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terapéutica, o que de certa forma ¢ um indicador positivo no que toca ao combate destas

patologias (“Portal do Instituto Nacional de Estatistica,” 2017).
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Figura n°7: Numero total de cirurgias oncolégicas em Portugal (2010-2015), adaptado de “Portal do
Instituto Nacional de Estatistica”, 2017

Tipos de neoplasias

Existem diversos tipos de Neoplasias, mas para este tema as pertinentes de

serem abordadas sdo: Leucemia, Linfoma e Mieloma multiplo.

Leucemia

As perturbag¢des malignas do sistema hematopoiético, que atingem a medula 6ssea
e os ganglios linfaticos, sio denominadas leucemias. E um tipo de cancro que tem como
modelo celular envolvido, o grau de maturagdo das células. Este género de neoplasia tem
como caracteristica alteracdo da funcdo normal das células sanguineas, as células
hematopoiéticas progenitoras sofrem uma transformagdo anodmala, ficando com um
disturbio funcional, pois ndo funcionam como deveriam e ocorre uma proliferacio
incontrolavel de leucocitos e seus precursores. Esta proliferacdo interfere com a produgéo
normal das outras células hematopoiéticas, originando células com anemia, imaturas, etc.
A imaturidade das células pode originar dependendo do tipo de célula afetada,
dificuldades de oxigenagdo de tecidos, controlo de hemorragias e combate a infe¢des

(Dos Anjos, Alvares-Silva, & Borelli, 2000).

Embora a sua etiologia ainda seja desconhecida, na maioria dos doentes com

leucemia aguda ja se encontram descritas algumas relagdes de predisposi¢cdo. Doentes

31



O Tratamento das Neoplasias Malignas Recorrendo as Células Progenitoras Hematopoiéticas

portadores de alteragdes cromossdmicas especificas, como Sindrome de Down,
neurofibromatose de Recklinghausen e anemia de Fanconi, exibem uma maior
probabilidade de possuirem leucemia aguda. Exposi¢do de caracter cronico a produtos
quimicos e a fairmacos também ja se encontram associados ao desenvolvimento desta
doenca. Em termos de incidéncia nos adultos ocorre em idades superiores a 55 anos,
enquanto que na populagdo pediatrica € o tipo de cancro com maior incidéncia em
criancas abaixo dos 15 anos (“Comprehensive Cancer Information - National Cancer

Institute,” 2017; Dos Anjos et al., 2000).

Classificacao das leucemias

De acordo com a sua evolucdo clinica e/ou grau de maturagcdo das células, as
leucemias sdo categorizadas como agudas ou crdnicas, e ainda, subdivididas em relagao
ao tipo de célula que prolifera. Na Leucemia aguda, a multiplicacao ocorre seguida de um
bloqueio maturativo (anaplasia), deteriorando o estado clinico do doente mais
rapidamente, em contraste a Leucemia cronica que se caracteriza por uma proliferagao
inicial, mas ndo se encontra associada a um bloqueio maturativo, assim ocorre um
crescimento celular diferencial, embora existam diferentes graus de displasia, o que
compromete funcionalmente a populacao celular (Cecil, R. L. 1., Goldman, L., MD., &

Schafer, 2012; “Comprehensive Cancer Information - National Cancer Institute,” 2017).

Leucemia Aguda

As Leucemias agudas, sao descritas por um acréscimo dos precursores linfoides
ou mieloides imaturos (blastos). Estes blastos vao substituindo a medula 6ssea normal,
migram e entram noutros tecidos. Ocorre assim um decréscimo da criagdo de eritrocitos,
granulocitos, plaquetas normais, no caso da leucemia aguda, o que abre portas a
dificuldades como infec¢des e hemorragias. No caso das leucemias agudas sao ordenadas
de acordo com a célula preponderante na medula dssea, envolvendo, ainda células
imaturas. A falha para a ocorréncia desta leucemia aparenta iniciar-se com a
multiplicagcdo desregulada de células progenitoras multipotentes, que deixam de ter a sua
capacidade de se diferenciar em refutacdo aos estimulos hormonais regulares e as
interacoes celulares. As leucemias agudas sdo deveras heterogéneas, traduzindo o
complexo processo de diferenciagdo hematopoiética. Os diversos géneros de leucemia

aguda sao determinados recorrendo a vastos procedimentos que incorporam a morfologia,
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histoquimica, marcadores de superficie celular e citoplasmaticos, alteragdes citoquimicas
e genéticas moleculares (Dos Anjos et al., 2000; Reya, Morrison, Clarke, & Weissman,

2001).

Leucemia Mieldide Aguda (LMA)

Também denominada de leucemia nao linfocitica aguda, ¢ uma neoplasia que
ocorre atingindo os tecidos sanguineos, sobretudo os da medula 6ssea e dos nddulos
linfaticos, ¢ menos comum que a leucemia linfocitica (Cecil, R. L. 1., Goldman, L., MD.,

& Schafer, 2012).

E uma patologia causada por uma carcinogenese dos neutrofilos em divisdo. A
c€lula irregular maligna, reproduz-se de modo anémalo, criando progressivamente uma
quantidade elevada de células leucémicas continuardo a proliferar, sucessivamente, da
mesma forma (Cecil, R. L. 1., Goldman, L., MD., & Schafer, 2012; “Comprehensive

Cancer Information - National Cancer Institute,” 2017).

Com base na elevada proliferagdo, estas células iniciam a invasdo a medula 6ssea
e comprometem a produgdo de outras células, nomeadamente, provocam um decréscimo
da producao de neutrofilos e de outras células sanguineas, sobretudo globulos vermelhos
e plaquetas. Quando atingem a corrente sanguinea continuam com o seu comportamento
proliferativo descontrolado, invadindo outros 6rgaos e tecidos - ganglios linfaticos, bacgo,
figado, aumentando o volume destes orgdos (Cecil, R. L. 1., Goldman, L., MD., &

Schafer, 2012; “Comprehensive Cancer Information - National Cancer Institute,” 2017).

Leucemia linfocitica aguda (LLA)

E uma patologia maioritariamente relacionada com a populagdo jovem e
pediatrica. Os doentes afetados apresentam frequentemente anemia, hemorragias ou

infeccdes (Cecil, R. L. 1., Goldman, L., MD., & Schafer, 2012).
E uma patologia maligna progressiva, que se caracteriza pela formagio de uma

alteracdo imatura de células linfociticas, denominadas comumente de linfoblastos, que

reagem de forma irregular aos fatores que regulam o crescimento celular. Estes
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linfoblastos andomalos adquirem uma multiplicacdo incomum e continua, substituindo os
globulos brancos funcionalmente normais que combatem infecgdes (alteragdo
denominada de granulocitopenia), ou globulos vermelhos (levando a anemia) e plaquetas
(causando trombocitopenia). E detectavel também um grande namero destas células
irregulares na medula, corrente sanguinea e no fluido circundante do cérebro e espinal
medula. Estas cé€lulas, através da corrente sanguinea podem atingir outras estruturas como
os testiculos e nodulos linfaticas, causando nestes um intumescimento (Cecil, R. L. 1.,

Goldman, L., MD., & Schafer, 2012; Pui, 2009).

Na leucemia linfocitica aguda, as células malignas dissipam a sua capacidade de
maturacdo e diferenciacdo, permanecendo num estado de multiplicagdo constante,
substabelecendo as células funcionalmente regulares. Disfungdes cromossomais também
podem ser responsaveis na propagacao da leucemia aguda (Cecil, R. L. 1., Goldman, L.,

MD., & Schafer, 2012; Pui, 2009).

A alteragdo ocorre maioritariamente nos linfocitos, tanto nos B como nos T, mas
na forma aguda ocorre em cerca de 80 a 85% das vezes e as alteragdes ocorrem na
linhagem de linfocitos B. Existem trés subtipos de LLA considerados importantes na
linhagem B: os precursores primitivos dos linfocitos B; os precursores B; e os
provenientes de células B. O subtipo precursor primitivo B ¢ encontrado em
sensivelmente 80% dos doentes com ALL (Cecil, R. L. 1., Goldman, L., MD., & Schafer,
2012; Pui, 2009).

As células da leucemia linfocitica aguda juntam-se em trés tipos de ALL: L1, L2
e L3. As L1 e L2 como tém determinadas particularidades semelhantes, terdo uma

terapéutica semelhante (Cecil, R. L. 1., Goldman, L., MD., & Schafer, 2012; Pui, 2009).

O subtipo L1 ¢ o que tém a morfologia mais frequente das ALL e detém o
prognostico mais favoravel. As células L1 s3o blastos de tamanho pequeno e com
quantidade de citoplasma escassa. Habitualmente possuem um nucleo circular (Cecil, R.

L. 1., Goldman, L., MD., & Schafer, 2012; Pui, 2009).

O sub tipo L2 esta frequentemente mais presente nos adultos com ALL. As células

L2 sdo superiores as L1 e t€ém um citoplasma superior. Modificam-se significativamente
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entre si e t€m um nucleo assimétrico. O menos comum dos subtipos, ¢ o L3, surge apenas
em 7% dos adultos e em 2% da populagdo pediatrica com ALL. As células sdo mais
desenvolvidas e o citoplasma ¢ granuloso com grandes vactiolos (Cecil, R. L. 1.,

Goldman, L., MD., & Schafer, 2012; Pui, 2009).

Leucemias cronicas

Leucemia Mieldide Cronica (LMC)

A forma croénica de leucemia tem origem numa célula progenitora mieloide. Neste
tipo de leucemia as células conservam a sua capacidade de diferenciagdo sendo capazes
de sustentar as fungdes indispensdveis das células hematopoiéticas normais as quais
substituem na medula 6ssea. Nesta a multiplica¢dao de células mieldides e progenitoras ¢
demasiada. A caréncia de habilidade de diferenciacdo apenas ocorre em estadios mais
avangados da doenca (Cecil, R. L. 1., Goldman, L., MD., & Schafer, 2012; Vonka &
Petrackova, 2015).

A doenga inicia-se de um modo semelhante ao da leucemia mieldide aguda, com
adulteracdo maligna dos neutrofilos. As células modificadas proliferam
descontroladamente, ampliando o seu nimero e disseminando-se com auxilio da corrente
sanguinea, onde pode atingir um nimero 20 vezes superior ao normal. Alguns neutrofilos
excedentarios permanecem a desempenhar a fun¢do de protecdo do organismo contra
infecdes, ou seja, imunidade diminuida ndo ¢ uma caracteristica deste tipo de leucemia.

No entanto, a medida que as células malignas se propagam pela medula 6ssea, vao
bloquear a producao normal de globulos vermelhos. Ocasionalmente, ocorre a infiltragdo
dos neutrofilos provocando a ampliagao de volume de varios 6rgaos, como o bago, os
ganglios linfaticos e o figado (Cecil, R. L. 1., Goldman, L., MD., & Schafer, 2012; Vonka
& Petrackova, 2015).

Leucemia linfocitica créonica (LLC)

A leucemia linfocitica crénica ¢ uma neoplasia monoclonal, usualmente de
linfécitos B imunologicamente irregulares (Cecil, R. L. 1., Goldman, L., MD., & Schafer,

2012; Scarfo, Ferreri, & Ghia, 2016).
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Por norma ocorre em doentes de idade madura, conduz-se num formato
geralmente benigno, contudo, a sua velocidade de desenvolvimento nao ¢ padronizavel
O diagnostico ¢ demorado, por causa da sua velocidade e da auséncia sintomatoldgica.
Normalmente ¢ descoberta através da extensdo extrema de linfocitos e posterior
infiltracdo na medula 6ssea, em conjunto com as caracteristicas morfologicas e de
imunofendtipo (técnica utilizada para identificagdo de qual o tipo exato de célula que
compde um determinado tecido) (Cecil, R. L. 1., Goldman, L., MD., & Schafer, 2012;
Scarfo et al., 2016).

Na sua globalidade, a LLC ¢ consequente de uma linfoproliferacio maligna
monoclonal dos linfocitos B, apesar de uma minima proporcao dos casos possa surgir dos
linfécitos T. Os linfécitos B leucémicos propagam-se demoradamente, o que acontece
igualmente com os linfocitos B normais e em outras neoplasias como no mieloma
multiplo e na maioria dos linfomas modulares (Cecil, R. L. 1., Goldman, L., MD., &

Schafer, 2012; Scarfo et al., 2016).

A maioria dos linfécitos da LLC sdo compostos por células pequenas, que se
encontram em estado quiescente (G0). Na maior parte dos casos, s6 um estreito nimero
¢ constituido por linfocitos de tamanho intermédio ou grande, onde existem linfocitos que
se encontram em estagios distintos do ciclo celular, dispondo-se para a divisdo (Scarfo et

al., 2016).

As células desta leucemia apresentam defeitos imunoldgicos e t€ém uma resposta
lenta a mitogénese e a estimulos imunologicos (Scarfo et al., 2016).
Segundo os dados do IPO de Lisboa Francisco Gentil, E.P.E., abaixo esta descrito

a epidemiologia destas leucemias (Conde, 2011).

Leucemia linféide aguda - LLA

e Representa 85% dos casos de LLA infantil a nivel mundial,

e Incidéncia anual: 0.7/100,000 adultos e de 2/100,000 na populacao pediatrica.

Leucemia mieloide aguda - LMA

e Representa 80% de todas as Leucemias mieldides agudas do adulto, 10-15% das

leucemias na populagdo pediatrica;
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e Incidéncia anual: 2.3/100,000 adultos e 1/100,000 na popula¢do pediatrica.

Leucemia mieloide cronica - LMC

e Representa 15% de todas as leucemias no adulto e menos de 5% na populagao
pediatrica;

e Ocorre em cerca de 1-1.5/100,000 adultos por ano.

Linfoma

Ao aglomerado de neoplasias do sistema linfatico, mais propriamente dos
linfocitos, da-se o nome de linfoma. Estas células sdo encontradas usualmente nos
ganglios linfaticos e nos restantes tecidos que tenham convivéncia com o exterior tais
como o tubo digestivo, os pulmdes, a pele, entre outros (Kiippers, Diithrsen, & Hansmann,

2014).

Os ganglios sdo estruturas que se encontram repartidas por todo o organismo,
tendo como fung¢do a defesa do organismo contra qualquer tipo de agente infeccioso que
consiga penetrar na pele ou em tecidos proximos do meio extrinseco (Kiippers et al.,

2014).

Nesta patologia certas células do sistema linfatico multiplicam-se
descontroladamente surgindo tumores so6lidos, que surgem normalmente nos tecidos
periféricos linforreticulares dos nddulos linfaticos, como por exemplo nos intestinos, pele
e faringe, entre outros (Cecil, R. L. 1., Goldman, L., MD., & Schafer, 2012).

Ja se reconhece que determinadas toxinas presentes no ar, como os pesticidas
podem motivar linfomas. A comunidade cientifica também cré que alguns virus e
bactérias estdo na origem da doenca. Doentes com o virus HIV, o VEB (Epstein-Barr),
ou que tomem medicagdo imunossupressora t€ém uma probabilidade eminente de
desenvolver algum tipo de linfoma. Cerca de 30% com SIDA desenvolvem linfoma

(Cecil, R. L. 1., Goldman, L., MD., & Schafer, 2012).

Os linfomas divergem em linfomas de Hodgkin (LH) e de Nao-Hodgkin (LNH),

distinguindo-se, apenas, pelo tipo de célula. Os sintomas sdo bastante similares, como

37



O Tratamento das Neoplasias Malignas Recorrendo as Células Progenitoras Hematopoiéticas

inchacgo indolor dos nddulos linfaticos, febre e fadiga. Alteragdes cromossémicas, na sua

maioria sdo translocagdes, sao frequentes nos LNH. (Kiippers et al., 2014).

No LH, os ganglios periféricos afetados, sdo normalmente os ganglios cervicais
ou os localizados por cima da clavicula. Porém, no LNH apenas sao afetados os ganglios
por cima e por baixo do diafragma, além de outros tecidos linfoides (Cecil, R. L. 1.,

Goldman, L., MD., & Schafer, 2012).

Linfoma Nao-Hodgkin (LNH)

Linfoma-Nao-Hodgkin constitui a patologia com mais ocorréncias de neoplasias
do sistema imunitario, que engloba mais de dez entidades patoldgicas distintas umas das
outras. Os LNH s3o um grupo heterogéneo de doencas malignas cujo ponto idéntico
prende-se com uma expansdao monoclonal propria dos linfécitos B ou T malignos (Cecil,

R. L. 1., Goldman, L., MD., & Schafer, 2012; Kiippers et al., 2014).

Linfoma de Burkitt

Este linfoma ¢ uma neoplasia rara do linfécito B monoclonal de elevada
relevancia biologica. E um tumor solido de linfocitos B que se caracteriza por pequenas
células nio divididas, com morfologia uniforme. E um linfoma que aumenta com uma
velocidade superior, conseguindo duplicar-se a cada 24h. E um linfoma de elevada
importancia, foi o primeiro tumor humano a ter associacao positiva com um virus € um
dos primeiros que demonstraram ter uma transloca¢do cromossomal que ativa um

oncogene. (Molyneux et al., 2012)

A primeira descri¢do deste linfoma, data de 1958, por Denis Parsaos Burkitt como
uma neoplasia maligna da mandibula. Foi descrito novamente, em 1965, por O’Connor
como um linfoma com particularidades histopatologicas andlogas (Rochford &

Moormann, 2015).
Este linfoma esta relacionado com a desregulacdo da expressdao do gene c-myc,

induzida pelo virus EBV; que impossibilita as c€lulas de cessarem o ciclo celular,

mantendo-as em divisdo continua. As células malignizadas exprimem uma grande
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quantidade de proteina c-myc, normalmente relacionada com a translocacdo

cromossomica reciproca que afeta o locus c-myc (Said, Lones, & Yea, 2014).

Através da Tabela n°2 ¢ possivel ver os dados fornecidos pela DGS no relatério
“Programa Nacional para as Doengas Oncologicas, 20157, por ser um dos considerados
por esta entidade como dos mais relevantes dai fornecer neste relatério dados relativos a
mortalidade de doentes com esta patologia. E possivel concluir que no periodo 2008-2012
houve um aumento de 6bitos do sexo feminino e masculino. Havendo maior nimero de
Obitos no sexo masculino estes foram os unicos que tiveram uma diminui¢do e depois um
aumento. Apesar da oscilagdo no sexo masculino a sua taxa de obitos a data de 2012

encontrava-se na taxa dos 7.2% enquanto que o sexo feminino se encontrava nos 6.2%.

|
H

2008 2009 2010 2011 2012
NUmero de 6bitos 593 604 663 663 564
Taxa de mortalidade 5.9 6,0 6,6 6,6 6,6
Taxa de mortalidade padronizada 4,0 39 4,2 4.0 39

Sexo masculino

Numero de 6bitos 327 317 364 343 341

Taxa de mortalidade 6,8 6,6 7.6 7.2 7.2

Taxa de mortalidade padronizada 5.2 49 5.4 5.0 49
Sexo feminino

Numero de 6bitos 266 287 29% 320 323

Taxa de mortalidade | ] 57 6,1 6,2

Taxa de mortalidade padronizada 3.0 3.1 3.2 3,2 3.2

Taxas: por 100 000 habitantes. Cédigos da CID 10: €82, C83, {85.

Tabela n°2: Indicadores de mortalidade relativos ao Linfoma nio-Hodgkin em Portugal,
adaptado da DGS.

Linfoma de Hodgkin

Este linfoma ¢ uma alteracdo maligna unica, originada nos nddulos linfaticos e
possui um aspeto histopatolégico caracteristico. E determinada pela observacio da célula
gigante de Hodgkin e Reed-Sternberg (HRS), num meio celular adequado. E uma
patologia que afeta cerca de 9000 novos doentes anualmente. Esta doenga representa
cerca de 11% de todos os linfomas nos EUA. A distribui¢do desta doenga apresenta um
padrdo bimodal, ou seja, significa que afeta jovens na adolescéncia e inicio dos anos 20
e analogamente verifica-se em individuos com idade superior a 55 anos. A etiologia deste
permanece desconhecida, embora existam fatores associados a um risco de desenvolver
a doenca aumentado, como infec¢des virais, fatores genéticos familiares e

imunossupressdo (“The Hodgkin and Reed/Sternberg cell,” 2005).
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O virus de Epstein-Barr ¢ um dos virus que se encontra presentemente com relagao
positiva no que toca ao desenvolvimento deste linfoma, estudos demonstraram a presenca
do genoma deste virus em amostras de tumores deste tipo (Ansell, 2015).

Na figura abaixo, figura n°8, podemos observar uma coloragdo avermelhada de

células HRS, uma viséo histologica (“The Hodgkin and Reed/Sternberg cell,” 2005).
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Figura n°8: Células HRS (a) Seccfio de um nédulo linfoéide recorrendo a coloragdo imuno-
histoquimica. Células HRS coradas a vermelho. (b) Visdo histolégica de uma célula HRS ¢
células CD30 coradas. (“The Hodgkin and Reed/Sternberg cell,” 2005)

Segundo a Agéncia Internacional para a pesquisa na area da oncologia, EUCAN,
as estimativas de incidéncia em 2012 para Portugal estdo visiveis na tabela n°3 e
discriminada por sexo para uma anlise mais completa. E possivel inferir desta tabela que
para o ano de 2012, os membros do sexo masculino tiveram uma prevaléncia e taxa de

mortalidade superior aos membros do sexo feminino.

Incidéncia Mortalidade Prevaléncia
n° taxa n° taxa
287 2.7 59 04 205
Sexo 139 2.7 24 0.3 91
Feminino
Sexo 148 2.7 35 0.5 114
Masculino

Tabela n°3: Dados da EUCAN das estimativas de incidéncias, mortalidade ¢ prevaléncia em 2012, do
linfoma de Hodgkin em Portugal (Ferlay et al., 2013)
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Mieloma Multiplo

Também denominado de mieloma plasmocitario, mielomatose ou doenga de
Kahler. E a manifestagdo mais comum de neoplasia de células plasmaticas, sendo a
responsavel por cerca de 1% de todas as doengas malignas. O plasmocito com a anomalia
multiplica-se na medula 6ssea, levando a uma desordem funcional da medula 6ssea, bem

como a invasao do tecido 6sseo adjacente (Rajkumar & Kumar, 2016).

Nesta patologia existe destruigdo Ossea, hipercalcemia, anemia, deterioracdo da
funcdo renal, imunodeficiéncia e défice do sistema imunitario permitindo a entrada de
doencas oportunistas. Afeta predominantemente a populacao envelhecida, dai a sua idade
de diagnodstico média rondar os 60 anos de idade (“Multiple Myeloma Symptoms,

Prognosis, Stages, Treatment &amp; Survival Rate,” 2017; Rajkumar & Kumar, 2016).

No plasma encontram-se as proteinas derivadas dos linfocitos B, originados nos
ganglios linfaticos e medula 6ssea. Cada linfocito B € responsavel por produzir uma
imunoglobulina ou um anticorpo. Existem 5 tipos de imunoglobulinas (Igs): IgA, IgE,
IgD, IgG e IgM. Cada uma contém duas cadeias polipeptidicas pesadas e duas leves

(Cecil, R. L. 1., Goldman, L., MD., & Schafer, 2012; Rajkumar & Kumar, 2016).

No mieloma, hd uma produgdo excessiva de uma das Igs havendo deplecao da
formagdo das outras. E denominada como a paraproteina. O mieloma ¢ classificado com
base na imunoglobulina produzida pelas células malignas. Caracteristicamente, no
mieloma produtor de imunoglobulina IgG esta s6 tem uma cadeia pesada e uma leve, ao

contrario do normal que deveria possuir duas de cada (Rajkumar & Kumar, 2016).

E uma patologia que passa muitas vezes despercebida, pois pode estar presente no
doente sem ocorréncia de diagnéstico por periodos longos, ou seja, pode-se considerar
assintomatico. Para que seja diagnosticado t€ém de estar presentes 2 das 3 observagdes:
lesdes radiologicas caracteristicas (lesdes Osseas circulares), nimero aumentado de
células plasmaticas imaturas, com irregularidades atipicas na medula 6ssea, presenca da
paraproteina monoclonal no sangue e/ou urina (“Multiple Myeloma Symptoms,

Prognosis, Stages, Treatment &amp; Survival Rate,” 2017; Rajkumar & Kumar, 2016).
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As imunoglobulinas monoclonais vulgarmente segregadas no mieloma, sdo as
IgM, as IgG e as IgA, ou as cadeias livres de Ig. A constante presenca destes tipos
distintos de doencas plasmaticas ¢ descrito como sendo ajustado as suas concentragdes
séricas e as suas taxas globais de sintese (Cecil, R. L. 1., Goldman, L., MD, & Schafer,

2012; Rajkumar & Kumar, 2016).

Segundo a Agéncia Internacional para a pesquisa na area da oncologia EUCAN,
as estimativas de incidéncia em 2012 para Portugal estdo visiveis na tabela n°4 e
discriminadas por sexo para uma analise mais completa. E possivel concluir que a
tendéncia dos trés parametros (incidéncia, mortalidade e prevaléncia) ¢ semelhante em

ambos 0s sexos.

Incidéncia Mortalidade Prevaléncia
n° taxa n° taxa
513 3.3 365 2.1 344
Sexo 245 2.8 184 1.9 162
Feminino
Sexo 268 3.9 181 2.5 182
Masculino

Tabela n°4: Dados da EUCAN das estimativas de incidéncias, em Portugal, mortalidade e
prevaléncia em 2012 do Mieloma Multiplo e outras doengas imunoproliferativas. (Ferlay
etal., 2013)
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Transplantacao

De acordo com a defini¢ao do servigo nacional de saude, SNS, “um transplante ¢
a transferéncia de células, tecidos ou 6rgaos vivos de uma pessoa (o doador) para outra
(o recetor) ou de uma parte do corpo para outra (por exemplo, enxertos de pele) com a
finalidade de restabelecer uma funcao perdida”. O transplante pode trazer enormes

beneficios as pessoas afetadas por doengas que, de outro modo, seriam incuraveis.

Em criancas a transplantacdo de sangue do corddo umbilical exibe uma
sobrevivéncia superior ou semelhante a conferida em transplantes de células
hematopoiéticas obtidas por outras fontes e os efeitos no caso de adultos prosseguem os

seus estudos e sdo cada vez mais utilizados (Conselho da Europa, 2015).

Anualmente, sdo diagnosticados milhares de doentes com patologias trataveis a
partir de transplantes com HSCs. Sempre que transplantadas as SCs restabelecem a
medula 6ssea do utente, multiplicando e diferenciando-se ndo s6 em células sanguineas
imaturas, mas igualmente em células adultas e funcionais (Conselho da Europa, 2015;

Fabr, 2012).

A transplantacdo de HSCs ¢ atualmente a tnica terapia disponivel para pacientes
com disfungdes hematologicas e do sistema imunitario, tal como, mielomas, leucemias,
linfomas e neoplasias mieloproliferativas. Os doentes com este prognostico médico
realizam elevadas doses de quimioterapia e radioterapia de forma a suprimir as células

sanguineas afetadas pela doenga (Conselho da Europa, 2015).

As trés principais fontes de HSCs obtidas para transplantagao sdo:

1. SCsretiradas da medula 6ssea, colhidas através da anca do paciente,
principal origem de HSCs nos ultimos anos.

2. Sangue Periférico. Para recolher as HSCs do sangue, sao aplicados
farmacos ao doador de forma a persuadir a autonomia das células
da medula 6ssea na corrente sanguinea, podendo ser facilmente
recolhidas por um processo denominado aférese (separagdo dos
constituintes sanguineos)

3. Sangue do cordao umbilical.
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Visao Global

Antes de transplantar qualquer tipo de tecido, tem de existir um processo de
correspondéncia para aumentar o sucesso do transplante e diminuir a probabilidade de o
transplante ser rejeitado. A rejei¢do de um tecido transplantado € chamada “doenga de
hospedeiro versus enxerto” (Host versus Graft Disease, HvGD). O processo de
correspondéncia remonta a década de 1950, quando os antigenos leucocitarios humanos
(HLA) foram descobertos. Existem duas classes de HLA, uma localizada na superficie de
quase todas as células com nucleo e outra encontrada na superficie das células
imunitarias. Cada uma das duas classes de HLA tem trés subclasses, criando seis
antigénios para os quais a correspondéncia pode ocorrer. Assim, havendo uma
combinagdo “6 de 6” é considerada uma correspondéncia perfeita. Além do processo de
correspondéncia outros fatores contribuem para o sucesso ou para a falha do transplante
com células estaminais. Estes fatores incluem, a idade do doador e do paciente, o tipo de
doenga a ser tratada e o numero de HSCs a serem transplantadas (Copelan, 2006; Moise,
2005). Na figura abaixo, figura n°9, estdo relatados os numeros de transplantes de HSCs

de 1988 até 2006 nos EUA.

M Cordao umbilical
M Células-tronco hematopoéticas do sangue periférico
Medula 6ssea

3.500

NUmero de transplantes

88 89 90 91 92 93 94 95 96 97 98 99 00 01 02 03 04 05 06

Figura n°9: Transplantes de HSCs (1988-2006) nos EUA, adaptado de National Marrow Donor
Program (NMDR) (EUA)
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Autotransplante

Os transplantes autdlogos ou autotransplantes sdo transplantes onde as células a
serem recolhidas sdo extraidas da medula 6ssea, do sangue ou do sangue do cordao
umbilical da propria pessoa. As células sdo adquiridas, criopreservadas e de novo usadas
pelo doador. Nestes casos ndo ha normalmente uma rejeicdo ao transplante pois o risco

de ocorrer uma reac¢do autoimune ¢ muito baixa (Fabr, 2012).

Para o autotransplante, as HSCs geralmente sdo congeladas a temperaturas
inferiores a -120 ° C e sdo usadas em poucas semanas, embora, quando congeladas, sejam

vidveis por anos (Copelan, 2006; Eaves, 2015).

A grande desvantagem neste tipo de transplantes ¢ que a maioria das patologias
associadas a necessidade destes transplantes ja se encontra também afetada por células
tumorais ou outro tipo de células inadequadas provocada pela doenga. Nestas situagdes a
amostra adquirida € normalmente exposta a farmacos citotoxicos e futuramente
administrada no seu proprio doador (Fabr, 2012; Kim et al., 2010; Smith & Wagner,
2009).

A possibilidade de usar as UCBSCs para utilizacdo préopria ¢ muito reduzida,
situando-se entre 0,04% e 0,0005%. Os doentes que necessitam de um transplante
carecem, na generalidade, de células de um dador compativel e ndo das suas proprias
células. O auotransplante de UCBSCs ndo ¢ efetivo na terapia da generalidade das
doencgas uma vez que as células estaminais ja exibem as mesmas transformacgdes genéticas

que o doente detém (Fabr, 2012; Mendrone Junior, 2009; Smith & Wagner, 2009).
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Alotransplante

O transplante alogénico, ou alotransplante ¢ um transplante realizado utilizando
as c¢lulas de outra pessoa (membros da familia ou doadores nao relacionados) tornando-
se viavel na década de 60, apds reconhecimento e observagao do principal complexo de
histocompatibilidade, HLA. Os genes para o HLA estdo inteiramente ligados ao
cromossoma 6 e sao herdados como haplétipos. Portanto, no caso de serem dois irmaos,
tem cerca de Y4 de hipotese dos HLA serem idénticos. Na década de 1970 Thomas e os
seus colaboradores trataram alguns pacientes que apresentavam leucemia em estadio IV
usando a medula dos seus irmaos que tinham HLA idénticos com a administra¢ao
simultanea de ciclofosfamida (citotoxico). O transplante durante a primeira remissao da
leucemia foi bem-sucedido em mais de metade dos doentes. A ocorréncia de GvHD
reduziu a probabilidade de reincidéncia, o que sugeriu que os linfocitos doados podem
suprimir as células tumorais que sobrevivem aos regimes antecedentes. Todo esse
trabalho foi a base para a compreensao atual do transplante de HSCs (Copelan, 2006; Ilic,

Miere, & Lazic, 2012; Smith & Wagner, 2009).

Aplicacoes Terapéuticas

\

Existem inumeras aplicagdes terapéuticas recorrendo a transplantacdo de
UCBSC:s. O primeiro transplante recorrendo as UCBSCs foi reportado no final da década
de 1980. Foi o caso de um menino americano de 6 anos da Carolina do Norte que tinha
uma anemia de Fanconi, uma desordem genética. Este foi transplantado com o sangue do
corddo umbilical adquirido a partir do nascimento da sua irma mais nova. Apos um ano,
98% do seu sistema linfatico era proveniente das c€lulas transplantadas. Presentemente,
esta bem, conseguindo ndo sé sobreviver durante mais tempo, bem como o sistema
hematopoiético foi restabelecido e renovado pelas UCBSCs da irma. Apos este episodio
o primeiro banco publico de UCBSCs foi estabelecido em Nova York em 1991 e 1993
ocorreu o primeiro transplante alotransplante numa crianga de 4 anos com leucemia

(Forraz & Mcguckin, 2011; Waller-Wise, 2011).

Posteriormente, os bancos publicos obtiveram mais de 500 000 corddes umbilicais
voluntariamente, de doadores anénimos e de forma gratuita. Ja se realizaram mais de 25
000 transplantes autdélogos de doadores ndo relacionados em todo o mundo (K. K. Ballen,

2005; Petrini, 2013).
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A utilizacao de UCBSCs ganhou importancia devido ao excesso de caréncias de
doadores para alotransplante verificado nos ultimos 40 anos. Nesse tempo, quase 2/3 ndo
possuia doador familiar compativel, dai se tornar indispensavel existirem doadores nao
relacionados. Desde o comeco dos transplantes recorrendo as HCs tornou-se evidente que
o sangue do cordao umbilical ¢ uma fonte segura e eficaz de SCs para transplantacdo. Em
2008, conforme o National Marrow Donor Program dos Estados Unidos, existiam mais
de 260 mil unidades de sangue do corddo umbilical armazenadas em diversos bancos.
Ainda que a medula dssea seja a fonte mais predominante de SCs para transplantacao, o
sangue do cordao umbilical tem adquirido muita relevancia e interesse nos ultimos anos
(IOM, 2007; Kaimal, Smith, Laros Jr., Caughey, & Cheng, 2009; Nishihira, 1996;
Waller-Wise, 2011).

Quando as UCBSCs sao doadas para banco publicos, a identificacdo de
informacdes ¢ removida e as amostras podem ser usadas para qualquer pessoa que
necessite. Na maioria dos bancos publicos, o critério para uma unidade de UCBSCs a ser
considerada para armazenamento ¢ ter mais que 109 células nucleadas, que normalmente
podem ser obtidas apenas se o volume de UCBSCs recolhido for maior do que 90 ml
(uma média de 107 células nucleadas por ml de UCBSCs coletadas). Devido a um niimero
insuficiente de células nucleadas, 60% das UCBSCs reservadas € descartado. O limite
minimo de um transplante 6timo de UCBSCs ¢ 2,5-5,0 x 107 células nucleadas totais a
dividir pelos kg de peso corporal do receptor mais o HLA apropriado corresponde a uma

UCBSCs (Ilic et al., 2012; IOM, 2007).

Atualmente, a rede mundial de bancos de UCBSCs tem um inventario estimado
de 600 000 unidades e mais de 20 000 unidades foram distribuidas e utilizadas em

tratamentos (IOM, 2007; Kaimal et al., 2009).

Nos transplantes realizados com UCBSCs, o HLA ndo requer uma completa
correspondéncia entre doador e receptor, porque estas células sdo menos passiveis de
originar uma reag¢dao imunitaria em relacdo as da medula 6ssea. A imunidade destas
c€lulas esté relacionada com sua baixa imunogenicidade e promove uma baixa hipdtese
de recusa de um transplante (Malgieri, Kantzari, Patrizi, & Gambardella, 2010; Siddiq et
al., 2009).
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As UCBSCs podem atualmente ser utilizadas para terap€utica de varias patologias
malignas e ndo malignas, sobretudo doencas hematopoiéticas. Tém sido utilizados, com
€xito em autotransplantes e alotransplantes em mais de 70 terapias nos ultimos 15 anos

(Lim, Inoue-Yokoo, Tan, Lai, & Sugiyama, 2013).

Avancos cientificos relatam que a taxa de rejeicao de transplantes com UCBSCs
¢ duas vezes inferior a taxa de rejeigdao para transplantes com medula 6ssea. Apds um
transplante de UCBSCs, ha menos dos pacientes com GvHD e, entre os pacientes que
desenvolveram GvHD, a complicagdo tendia a ser menos grave do que em pacientes que
tinham transplantes de medula 6ssea ou sangue periférico (K. K. Ballen, 2016; Flotho,

Sommer, & Liibbert, 2017; Moise, 2005; Nishihira, 1996; Rocha & Gluckman, 2005).

Ballen em 2016, obteve dados passiveis para a utilizagdo de UCBSCs em doengas
autoimunes como lupus, esclerose multipla e esclerose sistémica. Por outro lado, Gunning
(2007) investigou a utilizagdo das UCBSCs em doencas degenerativas como o enfarte do
miocardio, derrame cerebral, diabetes, doencas hepaticas e doencas neuro-degenerativas.
Ainda assim, o uso das UCBSCs nestas doengas ainda estd numa etapa exclusivamente
empirico, sem dados clinicos e crediveis para a aplicacao clinica (Fabr, 2012; Mendrone

Junior, 2009).

Em Portugal, o primeiro transplante recorrendo as UCBSC:s foi realizado em 1994
no Instituto Portugués de Oncologia de Lisboa, para o tratamento de uma crianca com

leucemia mieldide cronica (Fabr, 2012).

Na figura abaixo, figura n°10, estd demonstrado o niimero de unidades de cordao
umbilical armazenados em bancos de criopreservacao, de 1993 até¢ 2012 (Kiatpongsan,

2008).
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(C) BMOM 2012
Figura n°10: Numero de unidades de corddo umbilical armazenados por ano, a nivel mundial,

adaptado de (Kiatpongsan, 2008)
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Terapia celular com células do cordao umbilical

A terapia celular surge como uma perspetiva da medicina futurista nomeadamente
destinada a reparacao e regeneracao de tecidos e 6rgaos por transplantacao de células com
capacidade de exercer a mesma fung¢do do que o tecido lesado. O uso de células estaminais
obtidas de tecidos adultos ja ¢ recorrente na pratica clinica, sendo restrito as situagoes
especificas tais como os transplantes com células da medula 6ssea em portadores de
doencas hematopoiéticas. Simultaneamente as células do sangue do corddo umbilical
criopreservadas tém sido usadas com sucesso em tratamentos de algumas doencas
hematopoiéticas quando ndo existe medula 6ssea compativel para excerto alogénico.
Apesar disto, ndo existem estudos cientificos suficientes quanto a viabilidade e
sustentabilidade apds largos anos de conservagdo no frio (Abdulrazzak, Moschidou,

Jones, & Guillot, 2010).

Aplicacoes clinicas

Para que a recolha do sangue do cordao umbilical seja efetuada sdo necessarias
algumas diretrizes: Antes ou imediatamente apos a recolha do sangue do cordao umbilical
e da placenta, a mae deve assinar um termo de consentimento informado, o sangue ¢
colhido imediatamente apos o parto, € colhido por puncao da veia do cordao umbilical e
acondicionado numa seringa ou recipiente proprio, normalmente, englobada no kit de
criopreservacao anteriormente adquirido, a manipulacao € usualmente executada em 24h,
onde sao realizados testes de controlo de qualidade, remog¢do de plasma e glébulos
vermelhos, de modo a limitar o volume da amostra, ¢ as HSCs sdo armazenadas e
criopreservadas em nitrogénio liquido. A criopreservacdo das UCBSCs ¢ um fator
indispensavel para a viabilidade do uso em bancos de sangue do corddao umbilical (Kaimal

et al., 2009; Rocha & Gluckman, 2005; Waller-Wise, 2011).

Consideram-se quatro principais grupos de doengas tratados recorrendo a
transplantacdo com UCBSCs sao eles: as neoplasias, doengas hematopoiéticas, doengas
metabolicas congénitas e imunodeficiéncias. Temos como exemplo de neoplasias
tratados com UCBSCs o linfoma (ex. Hodgkin e ndo-Hodgkin) e a leucemia (ex.

linfoblastica aguda, mieloide aguda e mieloide cronica). De doengas hematopoiéticas, a
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anemia aplasica e a anemia de Fanconi. As células estaminais sdo também usadas para
tratar varias doencas metabodlicas, como a adrenoleucodistrofia, doenga genética rara
ligada ao cromossoma X alterando a mielina (proteina essencial ao correto funcionamento
do sistema nervoso e das sinapses) e posteriores perdas de funcdes do sistema nervoso,
atingindo, assim, o sistema nervoso, as glandulas adrenérgicas e os testiculos. Na
categoria de imunodeficiéncias temos como exemplo a Doenca de Duncan, sindrome
relacionada com o cromossoma X e referida a falha de resposta imune por infecao pelo
virus de Epstein-Barr, surgindo em rapazes. Caracteriza-se pela associagdo de
mononucleose infecciosa, linfoma maligno de células B, aplasia medular e
hipogamaglobulinemia (aumento anormal da imunoglobulina M (IgM)) (Doyonnas et al.,

2005; Waller-Wise, 2011; Weiss & Troyer, 2006).

Apesar de no capitulo referente as neoplasias terem sido apenas mencionadas as
consideradas principais no sucesso da transplantagdo, neste capitulo a tabela n°5 abrange
todas as doengas com aplicagdes terapéuticas possiveis com UCBSCs (Fabr, 2012;

http://bebevida.com/pt/, 2017; Moise, 2005; Waller-Wise, 2011).
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e [eucemia mieloide
aguda

e [eucemia mieldide

e Anemia de

Fanconi

e Talassemia

Doenca de Gaucher
Sindrome de Hurler

Sindrome de Hunter

Doengas ]
) o Doengas metabdlicas L
Neoplasias hematopoiéticas ) Imunodeficiéncias
congénitas
e Leucemia e Anemia Adrenoleucodistrofia Imunodeficiéncia severa
linfoblastica aguda aplasica Doenga de Gunther combinada

Deficiéncia da
Adenosina Deaminase

Sindrome de Wiskott-

crénica e Sindrome de Doenca de Krabbe Aldrich’s
e Sindrome Evan Sindrome de Sanfilippo Doenga de Duncan
mielodisplasico e Anemia Doenga de Tay-Sachs Hipogamaglobulinemia
e Tumores solidos falciforme Sindrome de
(Neuroblastoma, e Anemia de Maroteaux-Lamy
Retinoblastoma) Diamond-
e Doengade Blackfan
Hodgkin e Doenga de
e Linfoma ndo Glanzmann
Hodgkin (desordem
e Linfoma de plaquetaria
Burkitt e Pancitopénia
Tabela n°5: Doengas com aplicagdes terapéuticas possiveis com UCBSCs. (Fabr, 2012;

http://bebevida.com/pt/, 2017; Moise, 2005; Waller-Wise, 2011)

Vantagens

Existem varias vantagens no uso do transplante das UCBSCs em relagdo a outras
fontes como € o caso a medula dssea ou sangue periférico. Por exemplo, o facto de o
sangue do corddo umbilical ser relativamente facil de coletar e armazenar e o processo
associado a sua colheita ser ndo invasivo e ser indolor. Depois do sangue do cordao
umbilical ser extraido e corretamente armazenado ¢ enviado para um banco de
preservacao e estara disponivel rapidamente para o uso dentro de dias ou algumas

semanas apos o seu processamento (Gonzalez-Ryan et al., 2001; Waller-Wise, 2011).
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Em contraste com a medula 6ssea, as células estaminais retiradas desta fonte
podem demorar entre semanas a meses. Transplantes de medula 6ssea, por outro lado,
exigem que o doado seja hospitalizado, anestesiado e o procedimento € invasivo e cria
dor e desconforto ao doador. Além disso o processo de colheita de medula 6ssea € muito

mais dispendioso (Doyonnas et al., 2005; Moise, 2005; Percer, 2009).

Outra das vantagens de usar as UCBSCs ¢ o risco diminuido de transmissdo de
doengas infeciosas. Sendo este beneficio mais especifico no caso do virus de Epstein-
Barr ou citomegalovirus, pois o sangue do corddo umbilical raramente ¢ afetado pelo
mesmo. O processamento do sangue do corddo umbilical inclui um rastreio inicial
essencial a sua recolha. Ou seja, se a mulher gravida tiver historico de contaminagdo com
streptococcus B, herpes genital ativo ou inflamacao das membranas placentérias e/ou do
liquido amniotico, o sangue do corddo umbilical ndo ¢ preservado. Usualmente, as
amostras sanguineas da mae também sdao necessarias € importantes para testar doengas
infeciosas, como a hepatite, virus da imunodeficiéncia humana e sifilis (Doyonnas et al.,

2005; Gonzalez-Ryan et al., 2001; Waller-Wise, 2011).

Se depois de serem recolhidas e testadas, as UCBSCs forem consideradas
contaminadas e/ou infectadas sdo imediatamente inutilizadas e removidas do

armazenamento, por nao estarem viaveis a serem transplantadas (Gunning, 2007).

As UCBSCs também sao menos provaveis de serem rejeitadas em transplante que
as c€lulas da medula 6ssea. A sua baixa imunogenicidade associada a sua imaturidade,
produz significativamente menos células NK naturais, cria uma diminui¢do substancial
da rejeicdo. Consequentemente, as UCBSCs requerem um nimero de HLA coincidente
menos rigoroso do que comparado ao da medula 6ssea (K. K. Ballen, 2016; Waller-Wise,

2011).

As UCBSCs ficam armazenadas durante algum tempo num banco de dadores,
existindo um registo informatico de todos as UCBSCs disponiveis, visando diversidades
étnicas e um aumento do numero de haplétipos raros. (K. K. Ballen, 2016; Moise, 2005)

A tabela n°6 resume as principais vantagens da utilizagdo de UCBSCs (Fabr,

2012; Waller-Wise, 2011).
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Vantagens da utilizagdo de UCBSCs

Facil recolha

Menor risco tanto para a mde como para a crianga

Menor risco e desconforto para o doador

Menor tempo de processamento, mais rapidamente disponivel
Menos custo que o transplante de medula 6ssea

Menor risco de contaminagao por virus

Nao requer alta compatibilidade HLA

Menor GVHD

Maior probabilidade de transplantes autélogos se UCBSCs recolhidas a nascenga

SR N N N N U N N N

Maior diversidade genética das UCBSCs armazenadas

Tabela n°6: Vantagens da utilizagdo de UCBSCs, adaptado de Fabr,2012

Desvantagens

Apesar dos seus inumeros beneficios, as UCBSCs também possuem algumas
desvantagens. Para a transplantacao de células estaminais ser bem-sucedida ¢ necessaria
a existéncia de marcadores que demonstrem que o transplante foi aceite e estd a funcionar.
Dois desses marcadores sdo a recuperacao de neutrofilos e a producao de plaquetas. Estes
dois sinais clinicos demoram mais tempo a ocorrer em transplantes com UCBSCs do que
em transplantes com células estaminais provenientes da medula 6ssea. O niimero de
células progenitoras hematopoiéticas e células estaminais hematopoiéticas no sangue do
corddo umbilical comparadas com a medula 6ssea ou o sangue periférico ¢ muito menor

(Forraz & Mcguckin, 2011; Waller-Wise, 2011).

A dose celular ¢ relacionada ao volume de sangue do corddo umbilical retirado.
A dose celular refere-se a quantidade util de células estaminais na amostra de sangue. Por
causa da limitacdo do volume de cé¢lulas recolhidas a partir do sangue do cordao
umbilical, estas sdo aproximadamente 10% inferiores a quantidade obtida da medula
ossea. Uma unidade de UCBSCs contém normalmente 50 a 200ml de sangue. Se a
quantidade de UCBSCs retirada for inferior a esse volume minimo, a unidade ¢ descartada

e considerada como insatisfatoria porque a dose celular ndo seria alta o suficiente. A
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coleta de um volume insuficiente de UCBSCs ocorre em cerca de 50% ou mais dos casos.
Se for retirado o méximo de volume de células e o receptor necessitar de volume
adicional, j4 ndo € possivel obter mais células porque o volume de células ¢ uma

quantidade limitado. (Gonzalez-Ryan et al., 2001; Moise, 2005).

Outra das desvantagens ndao ¢ bem compreendida pela maioria das pessoas e
também chega a ndo ser bem explicita nas informagdes que se encontram disponiveis para
o publico. Isto porque o departamento de marketing dos bancos de UCBSCs anunciam o
sangue do corddo umbilical como sendo um “seguro bioldgico”. No entanto, a hipdtese
de uma crianca poder usar as suas proprias UCBSCs ¢ extremamente pequeno, de
1:200.000 durante a vida da crianga. Na verdade, existem certos casos em que o uso das
proprias UCBSCs € contraindicado, como nos casos em que o defeito ¢ de origem
genética. Como as UCBSCs sdao colhidas logo ap6s o nascimento sdao desconhecidas
informacodes relativas ao sistema imunoldgico e/ou hematopoiético do doador, tais como
as possiveis irregularidades do desenvolvimento. Por exemplo, os transplantes autélogos
com UCBSCs nao podem ser usados para tratar neoplasias malignas como a leucemia,
porque as mutacdes genéticas de certas neoplasias malignas ja estdo presentes no DNA
do sangue do corddao umbilical. Usando as proprias UCBSCs seria contaminar a pessoa
com o mesmo processo da doenga. Outra das consideracdes importantes para os
transplantes autdlogos € que atualmente nao se sabe quando tempo as UCBSCs se
manterao vidveis e utilizaveis enquanto congeladas. Certas pesquisas realizadas indicam
que as UCBSCs podem ser mantidas até 15 anos, mas ¢ desconhecida a evidéncia que as
células poderiam ser preservadas toda a vida dessa pessoa (K. Ballen, 2007; Endy, 2005;

Gonzalez-Ryan et al., 2001; Percer, 2009; Sullivan, 2008).

Além disso, uma outra desvantagem sdo os custos financeiros que estdo
associados com a manutengdo do sangue do corddo umbilical ao longo do tempo. Kaimal
e co-autores (2009) exprimiram a relagdo custo-eficacia de um banco de UCBSCs privado
para uso autdlogo e concluiram que ndo era rentavel na maioria dos casos, porque as

chances de viabilidade eram extremamente pequenas.

Finalmente hd uma significativa falta de regulamentacdo para os bancos de
UCBSC:s. A falta de normas de controlo de qualidade, por sua vez, afeta a qualidade da

peca transplantada. Alguns bancos submeteram-se a uma acreditagdo voluntaria, mas o
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processo de acreditagdo varia de banco para banco. (Forraz & Mcguckin, 2011; Moise,
2005) Na tabela abaixo estdo enumeradas de forma mais resumida e esquematica as

desvantagens da utilizagdo das UCBSCs.

Desvantagens da utilizacio das UCBSCs

= Pequeno volume disponivel

=  Maior tempo de regeneracdo do tecido hematopoiético do receptor

= Impossibilidade de usar UCBSCs da mesma amostra no caso da primeira transplantacdo ndo
seja bem-sucedida

= Longevidade das UCBSCs ainda pouco investigada (mantidas até 15 anos)

=  Se a historia genética for desconhecida ha risco de transferéncia de doencas genéticas

= A hipétese de uma crianga poder usar as suas proprias UCBSCs ¢ de 1:200.000

Tabela n°7: Desvantagens da utilizacdo de UCBSCs adaptado de Fabr,2012.

Resultados

Encontram-se, atualmente em Portugal, pelo menos 8 bancos de UCBSCs, um dos
quais publico. Na grande maioria a recolha ¢ feita tanto ao nivel das UCBSCs bem como
do tecido do corddo umbilical. A ordem dos advogados, em fevereiro de 2012, publicou
que apenas 4 desses bancos eram autorizados e certificados pela Diregdo Geral de Saude,
DGS, de modo a que os remanescentes ndo satisfaziam os requisitos legais impostos pela
mesma, com base na lei 12/2009, mas encontravam-se a funcionar. Essa mesma lei,
realizada em 26 de Margo regula o regime juridico da qualidade e seguranga relativa a
dadiva, colheita, anélise, processamento, preservacdo, armazenamento, distribuicdo e
aplicacdo de tecidos e células de origem humana (Fabr, 2012; Gunning, 2007; Querol et

al., 2009; Sullivan, 2008).

Em 2005, Vanderson Rocha e Eliane Gluckman, com o apoio da Eurocord and
European Blood and Marrow Transplant Group analisaram a eficacia do transplante de
UCBSCs em criangas recorrendo a alotransplantes, em compara¢do com a transplantagdo
da medula &6ssea. Embora seja necessario um acompanhamento mais longo com
transplante de UCBSCs, os dados do estudo sugerem que em alotransplantes de irmaos
com HLA idénticos, o transplante de UCBSCs ¢ tdo util como o de células estaminais da

medula 6ssea. Aconselhando a recolher e criopreservar as UCBSCs em caso de familias
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com historial de doencas genéticas e/ou hematoldgicas. Expdem, também que as
UCBSCs podem ser consideradas como uma fonte valida e fidedigna para alotransplantes
de criancas com doencas metabodlicas e distirbios malignos que precisem de um
transplante com HSCs e ndo possuem um HLA idéntico. Reunidos todos os dados, as
UCBSCs sao uma alternativa que deve ser considerada ao transplante de medula dssea e
apoiam a procura de doadores independentes de células do cordao umbilical. No caso de
criancas que necessitem de um transplante urgente, as UCBSCs sdao a melhor opg¢ao

(Rocha & Gluckman, 2005).
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Conclusao

Nos ultimos anos, diversos estudos tém sido realizados ndo s6 de modo a
fortalecer a utilizacdo de células do sangue do corddo umbilical bem como criar
terapéuticas inovadoras com as cé€lulas estaminais. Estudos esses, que se revelaram sendo
uma boa aposta a sua utilizacdo e tendo cada vez mais importancia e interesse, pois alguns

mostraram-se bastante eficazes. (Wognum & Szilvassy, 2015)

Existem muitas aplicacdes cientificas possiveis para as HSCs, de destacar algumas
como o estudo da fun¢do do sistema hematopoiético, principalmente na vida fetal e
neonatal, bem como a diferenciagao das HSCs e a forma como se relacionam com os
tecidos envolventes, no entanto ainda ¢ necessario prosseguir os ensaios € pesquisas de

modo a tornar validos alguns dos seus resultados na pratica clinica (Fabr, 2012).

A utilizagao de UCBSCs ¢ bastante aconselhada no caso de patologias, em que
seja necessario a prévia destruicdo parcial ou total do sistema hematopoiético dos
individuos, transformando o processo menos toxico € mais eficiente. Também podemos
encontrar bastante procura na utilizagdo de UCBSCs na melhoria da preven¢dao do
GVHD, através do uso de citocinas imunomoduladores e infusdo de células T regulatorias

com recurso a terapia génica (Eaves, 2015).

As perspetivas futuras contam com avangos cientificos na utilizacdo de SCs como
uma nova fonte de HSCs. Refere-se também uma melhor compreensdao de todos os
mecanismos moleculares envolvidos na divisdo celular e de que forma se consegue
interferir num formato mais ordenado no incentivo da regeneragdo tecidual, na
concordancia entre a autorrenovagao e diferenciagao celular e na determinagao de normas
mais claras e coesas sobre a forma de utiliza¢ao da terapia células com células do sistema
hematopoiético e a terapia génica para a melhoria da qualidade de vida dos doentes

(Eaves, 2015).
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A Leukemia & Lymphoma Society esta a dar maior destaque a ensaios referentes
ao transplante de UCBSCs. Estao a decorrer ensaios clinicos de fase II e III, de forma a
ampliar o nimero de SCs em cada unidade de sangue do corddo umbilical para possibilitar
tanto a adultos e a jovens, de modo a otimizar o seu resultado apds transplante de

UCBSCs (Fabr, 2012).

Em novembro de 2011, a US Food and Drug Administration aprovou o Hemacord,
como sendo a primeira terapia com UCBSCs, indicadas em caso de transplante de HSCs
para pacientes com patologias do sistema hematopoiético. Como uma fonte rica de HSCs
progenitoras, as UCBSCs possuem um forte potencial regenerativo na terapia baseada em
células estaminais. Embora os transplantes com UCBSCs possam melhorar os sintomas
e as condi¢des da maioria dos pacientes, ¢, no entanto, ainda muito precoce que estas
suportem uma cura para transtornos ndo-hematologicos. Embora as UCBSCs tenham
inimeras vantagens, o seu baixo rendimento em cada transplantagdo ¢ ainda considerado
um grande inconveniente, também o facto de existirem poucos estudos in vitro e in vivo
que incentivem a sua utilizagdo em pacientes adultos também se torna uma desvantagem

consideravel (Przepiorka, 2011).

Em suma, a recolha de UCBSCs ¢ um processo relativamente simples, que podera
ser muito util no futuro, por isso, € uma decisdo sensata a colheita das células estaminais
no momento do parto, por profissionais de satde especializados e a sua criopreservagao

num banco de cé¢lulas a escolha dos progenitores.
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