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ARrTIGO DE REVISAO

Use of stem cells in perinatal asphyxia:
from bench to bedside

O uso de células-tronco na asfixia perinatal: do laboratdrio a pratica clinica

Simone de Paulal, Samuel Greggiol, Jaderson Costa DaCosta?2

Resumo

Objetivos: Apresentar evidéncias cientificas recentes sobre os
efeitos do transplante com células-tronco em modelos animais de les&o
cerebral hipdxico-isquémica neonatal e abordar os aspectos translacionais
relevantes a aplicagdo clinica da terapia celular nesse contexto.

Fonte dos dados: Para a selegdo dos artigos, utilizou-se a base de
dados PubMed e Scopus. O critério de selegdo de artigos foi a especifi-
cidade em relagdo ao tema estudado, preferencialmente a partir do ano
de 2000. Também foram revisados artigos classicos de anos anteriores
que se aplicavam ao propdsito desta revis&o.

Sintese dos dados: Células-tronco de diferentes fontes exégenas
podem exibir propriedades neuroprotetoras em modelos experimentais
de hipéxia-isquemia neonatal. Na maioria dos experimentos animais, os
beneficios morfoldgicos e funcionais observados foram independentes
da diferenciagdo neural, sugerindo mecanismos de agdo associados, tais
como a liberagdo de fatores tréficos e a modulagdo inflamatéria.

Conclusdes: Baseado nos estudos experimentais analisados, a
terapia celular pode tornar-se uma promissora abordagem terapéutica
no tratamento de criangas com encefalopatia hipdxico-isquémica. No
entanto, estudos adicionais necessitam ser realizados a fim de elucidar
0s possiveis mecanismos de agdo dessas células e definir estratégias
clinicas seguras e efetivas.

J Pediatr (Rio J). 2010,86(6):451-464: Encefalopatia hipoxico-is-
quémica, células-tronco, asfixia, terapia celular.

Introdugao

A lesdo cerebral hipdxico-isquémica (HI) do recém-nas-
cido é uma das maiores causas de mortalidade e morbidade
neuroldgica em criangas. Estatisticas sugerem uma incidén-
cia de asfixia em 2-4 por 1.000 nascimentos a termo. No
Brasil, estima-se que a prevaléncia de asfixia neonatal seja
de, aproximadamente, 2% dos nascidos vivos!. Além disso,
a taxa de mortalidade dos recém-nascidos asfixiados no

Abstract

Objectives: To present recent scientific evidence on the effects of
stem cell transplantation in animal models of neonatal hypoxic-ischemic
brain injury and address the translational relevance of cell therapy for
clinical application in this context.

Sources: The PubMed and Scopus databases were used to select
articles. The selection criterion was the specificity of articles regarding
the subject studied, preferably articles published from 2000 onward. We
also reviewed classic articles from previous years that were applicable
to this review.

Summary of the findings: Stem cells from different exogenous
sources may exhibit neuroprotective properties in experimental models
of neonatal hypoxia-ischemia. In most animal experiments, the
morphological and functional benefits observed were independent of
neural differentiation, suggesting associated mechanisms of action, such
as the release of trophic factors and inflammatory modulation.

Conclusions: Based on the experimental studies analyzed, cell
therapy may become a promising therapeutic approach in the treatment of
children with hypoxic-ischemic encephalopathy. However, further studies
are warranted to elucidate potential mechanisms of action of these cells
and to define safe and effective clinical strategies.
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periodo neonatal é de 20-50%, sendo que mais de 25% dos
sobreviventes podem exibirincapacidades neuropsicoldgicas
permanentes, tais como retardo mental, paralisia cerebral,
epilepsia e dificuldades de aprendizagem?.

A causa mais frequente da encefalopatia HI é a asfixia
intraltero severa, e o principal mecanismo patogénico atri-
buido a sua neuropatologia é a redugdo do fluxo sanguineo
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cerebral3. Eventos neurotdxicos associados, tais como fa-
Iéncia energética, despolarizagdo da membrana, liberagdo
de aminoacidos excitatorios, acimulo de radicais livres e
apoptose ocorrem simultaneamente e contribuem para a
disfuncdo celular e para a morte neuronal apds insultos
hipéxico-isquémicos*.

Apesar dos avangos tecnoldgicos e cientificos nos cuidados
perinatais dos recém-nascidos de risco, 0 manejo clinico de
criangas asfixiadas tem sido limitado a manutengdo da oxi-
genacdo, ao controle da pressdo sanguinea e da homeostase,
ao tratamento das convulsGes e ao controle da hipertensado
intracranianas.

Novas estratégias neuroprotetoras vém sendo investi-
gadas em estudos experimentais e em ensaios clinicos em
decorréncia da significancia clinica e do impacto socioecono-
mico originados pelo dano cerebral neonatal. Bloqueadores
de calcio, inibidores de aminoacidos excitatorios e de radicais
livres, o uso de 6xido nitrico, de fatores de crescimento,
neuropeptideos e a hipotermia sdo algumas das abordagens
terapéuticas atuais que objetivam interromper a cascata de
eventos neuroquimicos iniciada pela HI*. Com excegdo da
hipotermia, que demonstra desfechos satisfatérios apenas
em criangas com lesGes HI moderadas, essas terapias apre-
sentam resultados limitados®.

Nesse contexto, a terapia celular vem sendo explorada por
ser uma atual e promissora abordagem de tratamento para
doencas neuroldgicas graves. As células-tronco representam
uma unidade natural do desenvolvimento embrionario e da
reparacao tecidual, sendo um subconjunto de células imatu-
ras, indiferenciadas e nao especializadas que apresentam a
capacidade de autorrenovacao e diferenciacao em linhagens
celulares especificas’. Tais células tém sido encontradas em
todos os 6rgdos e tecidos pds-natais, inclusive no sistema
nervoso central (SNC), previamente conhecido pela carén-
cia de progenitores celulares e de potencial regenerativos.
Recentes descobertas revolucionaram a biologia das célu-
las-tronco e tém demonstrado o potencial clinico dessas
células em uma variedade de doencas humanas. Inicialmente
usado no tratamento de doengas hematoldgicas malignas e
distUrbios autoimunes, o transplante de células imaturas e
indiferenciadas tem sido proposto atualmente como fonte
potencial de novas células e de fatores tréficos para minimizar
o dano celular e regenerar tecidos necroéticos decorrentes de
lesdes no SNC®. Estudos experimentais demonstram que o
transplante de células-tronco tem melhorado a funcionalidade
em modelos experimentais de isquemia cerebral, doenga de
Parkinson, doenga de Huntington, epilepsia e traumatismo
raquimedularo-14,

Basicamente, duas categorias de células-tronco tém
sido utilizadas em estudos experimentais de HI neonatal:
as células-tronco neurais, provenientes de tecido neuronal
embrionario ou adulto; e as células-tronco somaticas de
origem ndo neuronal, nas quais se destacam as provenientes
do sangue da medula dssea e do corddo umbilical.

O objetivo desta revisdo é apresentar o estado da arte
dos estudos experimentais de terapia celular em modelo
animal de HI neonatal (Tabela 1), abordando os possiveis
mecanismos de agdo desse recurso terapéutico e os aspectos
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translacionais relevantes a aplicagdo clinica do transplante de
células-tronco na encefalopatia hipdxico-isquémica.

Transplante de tecido neocortical fetal

Em 1996, Elsayed et al.l> realizaram o primeiro estu-
do sobre o uso de recursos celulares no tratamento da HI
experimental. Nessa investigacdo, os autores avaliaram os
efeitos do transplante intracerebral de um bloco de tecido
neocortical fetal realizado 7 dias apds a inducdo da HI em
filhotes de ratos. Embora tenham demonstrado que os trans-
plantes obtiveram uma implantagdo satisfatéria em 63%
dos casos, o estudo ndo demonstrou efeitos terapéuticos
significativos sobre a atrofia cerebral. Adicionalmente, o
respectivo trabalho ndo realizou uma avaliagao funcional dos
animais transplantados. Outro grupo de pesquisa também
realizou transplante intracerebral de tecido neocortical fetal
3 dias apds a indugdo da HI'®, Em vez de usar um bloco
tecidual, os autores utilizaram uma suspensdo celular a fim
de facilitar o procedimento de transplante. Os resultados
demonstraram uma melhora da coordenagdo e assimetria
motora nos animais tratados. No entanto, mesmo com a
identificagdo de 72% dos transplantes apds 10-12 semanas
pés-implantacdo, os autores observaram auséncia de res-
tabelecimento da citoarquitetura cortical.

Transplante de células-tronco neurais

As células-tronco neurais (CTN) sdo células com capaci-
dade de autorrenovacao e potencialidade restrita para gerar
células de linhagens neuronais e gliais. Tais células podem ser
isoladas de diferentes regides do sistema nervoso embrionario
ou extraidas de duas regiGes especificas do cérebro adulto:
a zona subventricular dos ventriculos laterais e a zona sub-
granular do giro denteado hipocampal’.°. Estudos mostram
que as CTN podem migrar e sobreviver em areas cerebrais
lesadas, assim como podem ser induzidas a se diferenciar in
vivo e in vitro em neurénios, oligodendrocitos e astrdcitos,
indicando uma possivel alternativa de reposicao dos tipos
celulares afetados na HI%/17,

Depois de isoladas, as CTN podem proliferar in vitro, em
resposta a presenca de fatores de crescimento especificos,
formando agrupamentos celulares denominados de neuroes-
feras. Basicamente, essas estruturas sdo formadas por CTN
multipotentes e progenitores neurais com desenvolvimento
mais comprometido®18:19. Alguns estudos tém demonstrado
que astrdcitos da zona subventricular que expressam uma pro-
teina glial também podem ser considerados como CTN20,

Nesse contexto, Zheng et al.2! demonstraram que célu-
las-tronco astrociticas multipotentes provenientes da zona
subventricular de camundongos migram para a regido cortical
e periventricular isquémica e expressam sinais de diferen-
ciacdo neuronal e astrocitica nos animais HI submetidos
ao transplante intracerebral. Em contrapartida, quando o
transplante foi efetuado em animais sadios, as células per-
maneceram no local em que foram injetadas e mantiveram
o seu perfil celular astrocitico. Esses dados indicam que o
tecido cerebral HI apresenta processos fisioldégicos capazes
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Tabela 1 - Revisdo das publicagdes sobre terapia celular em hipoxia-isquemia experimental no periodo neonatal

Referéncia  Modelo de HI Tipo celular Transplante Resultados Resultados Migragdao Diferencia¢do
(animal, idade (concentragdo, funcionais* morfoldgicos, celular celular
e duragdo via, tempo e celulares e
da hipdxia) imunossupressdo) moleculares*
Elsayed Ratos Long-Evans Tecido neocortical Bloco tecidual de NA Nenhum efeito Transplantes com NA
etal.’s black-hooded; fetal murino (13° 1-2 mm3; ic (TI); sobre a atrofia desenvolvimento
P7-8; 60, 120 dia embrionario) 7 dias apos HI; cerebral. Presenca de satisfatorio (63%)
ou 120-150 min SI conectividade axonal e pobre (19%),
entre o transplante e localizados no
as areas adjacentes cortex ou em
corticais do tecido areas adjacentes
receptor 6 semanas pT
Jansen Ratos Wistar; Tecido neocortical 5 x 104 células/uL; Melhora da Auséncia de Identificagdo NA
et al.16 P7; 150 min fetal murino (16° ic (T1); 3 dias apds coordenagdo restabelecimento de 72% dos
dia embrionario) HI; SI (3-8 semanas da citoarquitetura transplantes
pT) e assimetria cortical; o transplante localizados em
motora expressou marcadores areas adjacentes
(9 semanas pT) neuroquimicos e ao corpo caloso do
auséncia de marcagdo cortex sensorio-
glial; presenca de motor 9-11
astrocitos circundantes semanas pT
ao transplante. (9-11
semanas pT)
Park Camundongos CTN murinas (clone 1 ou 2 complexos | rotacdo Redugdo do dano O transplante Células
et al.?’ CD-1; P7; C17.2) em scaffold CTN-PGA (1 x 107 unilateral cerebral; formagdo apresentou transplantadas
120 min de PGA; CTN-PGA) células/mL; 100-200 de interconexdes uma implantagdo apresentaram
uL); ic (TI); 7 dias entre CTN/PGA e satisfatoria marcagdo de
apos HI; SI o tecido receptor; na cavidade neurdnio (5%)
neovascularizagdo; infartada cerebral e oligodendrdcito,
L infiltracdo de 2-6 semanas pT na penumbra
mondcitos e cortical da lesdo,
cicatriz astroglial; 2 semanas pT
restabelecimento de
projecGes neuronais
de longa distancia
Imitola Camundongos Cinco linhagens 5 x 105 células/mL; NA CTN expressam Correlacdo Células
etal.3 C57BI/6; P7; de CTN humanas ic (TC); 3 dias apds CXCR4; T expressdo positiva entre a transplantadas
120 min e murinas HI; ciclosporina de SDF-10. na regido presenca de células  com marcagdo
cerebral infartada transplantadas na neuronal na
(células astrociticas e regido isquémica penumbra
endoteliais); interacdo e a expressdo de cortical da lesao
da via SDF-10/CXCR4 SDF-1a
Katsuragi Ratos Wistar; Células BHK-GDNF 1 capsula (1 x 108 NA T GDNF sérico; Células BHK-GDNF  NA
et al.32 P14; 120 min encapsuladas células/mL); ic (TI); | incidéncia e mantiveram-se
2 dias pré-HI; SI severidade do dano viaveis 7 dias pT
neuronal (7 dias pT)
Katsuragi Ratos Wistar; Células BHK-GDNF 1 capsula (1 x 108 Melhora no Reducdo do dano NA NA
etal.® P9; 120 min encapsuladas células/mL); ic (TI); desempenho cerebral 17
2 dias pré-HI; SI cognitivo a partir semanas pT
da 62 semana pT
Zheng Ratos Células-tronco 5 x 104 células/uL; NA NA Detecgdo Células
etal.2t Sprague-Dawley; astrociticas ic (T1); 24 h apés das células transplantadas
P7; 120 min multipotentes da HI; SI transplantadas apresentaram
zona subventricular na regido cortical marcagdo de
murina e periventricular astrocito e neurdnio
isquémica em até 3-21 dias pT
21 dias pT
Meier Ratos Wistar; CTCUH 1 x 107 células/ Melhora no Nenhum efeito Presenca Auséncia de células
et al.36 P7; 80 min 500 yL; ip; 24 h desempenho sobre a atrofia das células transplantadas com
apos HI; SI locomotor 21 cerebral em transplantadas marcagdo para
dias pT 21 dias pT ao redor da lesdo astrocito e neurdnio

cerebral 21 dias pT

21 dias pT

BDNF = fator neurotréfico derivado do cérebro; BHK-GDNF = células renais de filhotes de hamster (BHK) transfectadas com DNA complementar de fator neu-
rotréfico derivado de linhagem celular glial (GDNF); CPAM = células progenitoras adultas multipotentes; ChABC = condroitinase ABC; CTCUH = células-tronco
de cordao umbilical humano; CTM = células-tronco mesenquimais; CTN = células-tronco neurais; CXCR4 = receptor de quimiocina CXC 4; FGF-2 = fator de
crescimento de fibroblasto 2; GDNF = fator neurotréfico derivado de linhagem celular glial; HI = hipdxia-isquemia; ic = via intracerebral; ica = via intracardiaca;
icv = via intracerebroventricular; ip = via intraperitoneal; iv = via intravenosa; NA = ndo avaliado; NGF = fator de crescimento neural; NT3 = neurotrofina -3; P = dia
pds-natal; PGA = acido poliglicélico; pT = pés-transplante; SDF-1 = fator derivado do estroma 1; T-PX = transplante no dia pds-natal X; S| = sem imunossupressao;
TC = transplante contralateral; Tl = transplante ipsilateral; VEH = veiculo.

* Animais tratados versus animais controle.

T = aumento.

I = redugao.
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Tabela 1 - Revisdo das publicagdes sobre terapia celular em hipdxia-isquemia experimental no periodo neonatal (continuagdo)

Referéncia  Modelo de HI Tipo celular Transplante Resultados Resultados Migragdo Diferencia¢dao
(animal, idade (concentragdo, funcionais* morfoldgicos, celular celular
e duragdo via, tempo e celulares e
da hipéxia) imunossupressao) moleculares*
Yasuhara Ratos Sprague- CPAM de medula 2 x 105 células/3 pL; Melhora da NA Detecgdo NA
et al.8 Dawley; P7; Ossea murina ic (T1); 7 dias apds assimetria, das células
150 min HI; ciclosporina A mas ndo da transplantadas
coordenagdo nas regides
motora, hipocampais de
14 dias pT CA2 e CA3
14 dias pT
Park Camundongos CTN murinas 0,4-1,6 x 105 NA NA TC: migragdo TI versus TC (3 dias
et al.22 CD-1; P7; (clone C17.2) células/4 yL; ic; celular através apos HI): células
138 min 1 (TI), 3 (TI ou TC), do corpo caloso e transplantadas
7 (TI), 14 (TI) ou outras comissuras  apresentaram
35 (TI) dias inter-hemisféricas ~ marcagdo de
apos HI; SI para a area neurdnio (~5 versus
infartada; TI: 0%), oligodendrocito
as células (~4 versus ~1%),
permaneceram astrocito (~23 versus
no local da lesdo, ~15%) e células
com melhor progenitores neurais
implantagdo (~18 versus ~6%)
quando no neocortex (1
transplantadas més pT)
entre 3 e 7 dias
apos HI
Park Camundongos CTN murinas 3 x 105 células/8 uL NA Expressdo Presenga das Células
et al.?® CD-1; P7; (clone C17.2) com (ic, TI em 2 locais) aumentada células nos locais transplantadas com
120-180 min superexpressao e 1,0 x 105 células/ de NT-3 de transplante 2-4 ~ marcagdo neuronal
de NT-3 (CTN-NT3) 2 L (icv, TC); semanas pT (colinérgico,
3 dias apos HI; GABAérgico e
SI glutamatérgico) na
penumbra (81,4%)
e area infartada
(10-20%), e para
oligodendrdcito
(0,4%) e glia
(1%); células
transplantadas com
marcagdo neuronal
no hemisfério
contralateral (~90%)
(2-4 semanas pT)
Ma Camundongos Células-tronco 1 x 104 células/pL; Melhora da T células neuronais na Detecgdo Células
etal. 2 C57BI/6; P7; embriondrias murinas icv (T1); 2-3 dias memoria espacial 2 regido hipocampal de das células transplantadas
90 min apos diferenciagdo apos HI; SI e 8 meses pT CA1 8 meses pT transplantadas apresentaram
neural in vitro no hipocampo e marcagdo de
cortex cerebral neurdnio, mas nao
2 e 8 meses pT de astrdcito,
8 meses pT
Dayer Ratos Wistar; Células progenitoras 4 x 10* células/ NA Preservagdo do Detecgdo A grande maioria
et al.30 P3; 30 min neurais murinas com 0,5 wL; ic (TI); estado de imaturidade das células das células
superexpressao de 1 e 3 dias apos HI; e proliferacdo celular transplantadas transplantadas
FGF-2 SI ¢ inversamente no cortex apresentou marcagao
proporcional a isquémica de neurdnio imaturo;
expressividade de infragranular em menor nimero,
FGF-2 nas células € na margem houve marcagdo

transplantadas

entre cortex e
corpo caloso
2 semanas pT

para astrocito,
oligodendrdcito e
neurdnio

BDNF = fator neurotréfico derivado do cérebro; BHK-GDNF = células renais de filhotes de hamster (BHK) transfectadas com DNA complementar de fator neu-
rotréfico derivado de linhagem celular glial (GDNF); CPAM = células progenitoras adultas multipotentes; ChABC = condroitinase ABC; CTCUH = células-tronco
de cordao umbilical humano; CTM = células-tronco mesenquimais; CTN = células-tronco neurais; CXCR4 = receptor de quimiocina CXC 4; FGF-2 = fator de
crescimento de fibroblasto 2; GDNF = fator neurotréfico derivado de linhagem celular glial; HI = hipdxia-isquemia; ic = via intracerebral; ica = via intracardiaca;
icv = via intracerebroventricular; ip = via intraperitoneal; iv = via intravenosa; NA = ndo avaliado; NGF = fator de crescimento neural; NT3 = neurotrofina -3; P = dia
pés-natal; PGA = acido poliglicélico; pT = pés-transplante; SDF-1 = fator derivado do estroma 1; T-PX = transplante no dia pds-natal X; S| = sem imunossupressao;
TC = transplante contralateral; Tl = transplante ipsilateral; VEH = veiculo.
* Animais tratados versus animais controle.

T = aumento.
I = redugao.
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Tabela 1 - Revisdo das publicagdes sobre terapia celular em hipdxia-isquemia experimental no periodo neonatal (continuagdo)

Referéncia  Modelo de HI Tipo celular Transplante Resultados Resultados Migragdao Diferenciagdo
(animal, idade (concentragdo, funcionais* morfologicos, celular celular
e duragdo via, tempo e celulares e
da hipéxia) imunossupressao) moleculares*
Yasuhara Ratos Sprague- ~ CPAM de medula 2 x 10° células/3 pL; Melhora da Redugdo da morte Detecgdo das células  Células
et al.5” Dawley; P7; Ossea murina iv ou ic (TI); 7 dias coordenagdo neuronal na regido transplantadas nas transplantadas
150 min apos HI; SI e assimetria hipocampal de CA3 regides hipocampais  apresentaram
motora 14 dias 14 dias pT (iv e ic) isquémicas de CA2e  marcagdo neuronal
pT (iv e ic) CA3 14 dias pT (iv e 14 dias pT (iv e ic)
ic). Localizavam-se
também em vasos
sanguineos no
hipocampo (iv)
Sato Ratos Sprague- ~ CTN murinas (14° 2,5 x 105 células/ NA | dano cerebral Presenca das células ~ NA
etal.28 Dawley; P7; dia embrionario) 5 uL; icv (TI); (CTN+ChABC < CTN = transplantadas na
120 min ou CTN+ChABC 24 h apos HI; VEH); T peso cerebral lesdo isquémica e
(25 mU) SI (CTN+ChABC > CTN = areas adjacentes
VEH) (7 dias pT) 7 dias pT
de Paula Ratos Wistar; CTCUH 1 x 107 células/ Nenhum efeito Nenhum efeito Detecgdo de poucas NA
etal.®8 P7; 120 min 100 pL; iv; 24 h sobre o déficit da sobre a atrofia cerebral células transplantadas
apos HI; SI memoria espacial 3 semanas pT 24h,1e3
3 semanas pT semanas pT
Yasuhara Ratos Sprague- CTCUH ou 1,5 x 104 células/ Melhora da T niveis cerebrais de GDNF,  Presenca de poucas NA
et al.40 Dawley; P7; CTCUH+M 200 pL; iv; 7 dias coordenacdo e BDNF e NGF 3 dias pT células transplantadas
150 min (manitol 1.1 apos HI; SI assimetria motora (CTCUH < CTCUH+M); no hipocampo
mol/L) 7 e 14 dias pT T densidade dendritica isquémico 14 dias pT
(CTCUH na regido hipocampal
< CTCUH+M) de CA1 14 dias pT
Pimentel- Ratos Lister- CTCUH 2 x 106 células/ Melhora no | morte neuronal e Presenga de poucas NA
Coelho Hooded; P7; 200 pL; ip; desenvolvimento expressdo de caspase 3no  células transplantadas
et al.3” 90 min 3 h apés HI; SI dos reflexos estriado isquémico 2 dias no cortex e estriado
sensorio-motores pT; | ativacdo microglial isquémico 2 dias pT
4 dias pT no cortex 7 dias pT
Jenny Ratos Wistar; Células 2-5 x 10* células/ NA Formagdo de agrupamentos ~ Presenca das células  Células
etal.3t P3; 30 min progenitoras 1L ic (TI); celulares com transplantadas em transplantadas
neurais 4 dias ap0s HI; SI superexpressao de FGF-2 areas de lesdo apresentaram
murinas com em areas perivasculares cortical e proximas marcagdo de
superexpressdo a vasos sanguineos neurdnio imaturo
de FGF-2 7 dias pT 7 dias pT
van Camundongos CTM de medula 1 x 105 células/2 pL; Melhora da T-P12: | lesdo cerebral Menos de 1% NA
Velthoven C57BI/6; P9; Ossea murina ic (TI); 3 dias (T-P12)  assimetria motora (18 dias pT); T neuro- e das células em
et al.56 45 min ou 10 dias (T-P19) em7e 18 dias pT  oligodendrogénese, e | proliferagdo no
apos HI; SI (T-P12), ouem 11 proliferagdo microglial hemisfério
e 18 pT (T-P19) no hipocampo e cortex isquémico
isquémico (7 e 18 dias pT);  originaram-se
7 proliferacdo de astrécitos  daquelas
no hipocampo, e | no transplantadas
cortex isquémico (7 dias
pT). T-P19: | lesdo cerebral
(18 dias pT)
Lee Ratos Sprague- CTM de medula 1 x 106 células/pL; Apesar de Nenhum efeito sobre a Detecgao Células
et al.®s Dawley; P7; oOssea humana ica; 3 dias apos nenhum efeito atrofia cerebral das células transplantadas
210 min HI; SI sobre o déficit 6 semanas pT transplantadas apresentaram
na coordenacao igualmente marcagdo de
motora, houve | distribuidas astrocito e microglia
assimetria motora em ambos (> n°), neurdnio
20 dias pT 0s hemisférios e oligodendrdcito
cerebrais 6 (< n9), igualmente
semanas pT distribuidas em

ambos os hemis-
férios cerebrais
6 semanas pT

BDNF = fator neurotréfico derivado do cérebro; BHK-GDNF = células renais de filhotes de hamster (BHK) transfectadas com DNA complementar de fator neu-
rotréfico derivado de linhagem celular glial (GDNF); CPAM = células progenitoras adultas multipotentes; ChABC = condroitinase ABC; CTCUH = células-tronco
de cordao umbilical humano; CTM = células-tronco mesenquimais; CTN = células-tronco neurais; CXCR4 = receptor de quimiocina CXC 4; FGF-2 = fator de
crescimento de fibroblasto 2; GDNF = fator neurotréfico derivado de linhagem celular glial; HI = hipdxia-isquemia; ic = via intracerebral; ica = via intracardiaca;
icv = via intracerebroventricular; ip = via intraperitoneal; iv = via intravenosa; NA = ndo avaliado; NGF = fator de crescimento neural; NT3 = neurotrofina -3; P = dia
pds-natal; PGA = acido poliglicélico; pT = pés-transplante; SDF-1 = fator derivado do estroma 1; T-PX = transplante no dia pds-natal X; S| = sem imunossupressao;
TC = transplante contralateral; Tl = transplante ipsilateral; VEH = veiculo.

* Animais tratados versus animais controle.

T = aumento.

I = redugao.
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Tabela 1 - Revisdo das publicagdes sobre terapia celular em hipdxia-isquemia experimental no periodo neonatal (continuagdo)

Referéncia  Modelo de HI Tipo celular Transplante Resultados Resultados Migragdao Diferenciagdo
(animal, idade (concentragdo, funcionais* morfoldgicos, celular celular
e duragdo via, tempo e celulares e
da hipéxia) imunossupressao) moleculares*
Xia Ratos Sprague-  CTM de sangue 5 x 104 células/pL; Melhora da fungdo  Atenuacdo Presenca das células  Células
etal.4 Dawley; de corddo ic (TI); 3 dias neuroldgica 14, do dano cerebral transplantadas no transplantadas
P7; 150 min umbilical humano apos HI; 21 e 28 dias pT 28 dias pT cortex e dispersdo apresentaram
ciclosporina para hipocampo marcagdo de
7 dias pT astrocito,
mas ndo de
neurdnio,
7 dias pT
Daadi Ratos Sprague-  CTN humana de 5 x 104 células/pL; Melhora da Nenhum efeito sobre Permanéncia Células
etal.®s Dawley; P7; células-tronco ic (TI em 3 locais); coordenacdo e a atrofia cerebral; das células transplantadas
90 min embrionarias 24 h apos HI; SI assimetria motora  superexpressdo de genes transplantadas, apresentaram
28-30 dias pT envolvidos na neuro- com dispersdo marcagdo de
/gliogénese e suporte para o estriato CTN,
neurotrofico no hemisfério isquémico, neurénio
isquémico; em 1 més pT e astrocito
7T brotamento axonal para 1 més pT

o0 hemisfério ipsilateral;

T terminais axonais no
cortex sensorio-motor,
corpo caloso, estriato e
talamo ipsilateral; T células
microgliais no estriado
isquémico, mas ndo no
cortex (1 més pT)

BDNF = fator neurotréfico derivado do cérebro; BHK-GDNF = células renais de filhotes de hamster (BHK) transfectadas com DNA complementar de fator neu-
rotréfico derivado de linhagem celular glial (GDNF); CPAM = células progenitoras adultas multipotentes; ChABC = condroitinase ABC; CTCUH = células-tronco
de cordao umbilical humano; CTM = células-tronco mesenquimais; CTN = células-tronco neurais; CXCR4 = receptor de quimiocina CXC 4; FGF-2 = fator de
crescimento de fibroblasto 2; GDNF = fator neurotréfico derivado de linhagem celular glial; HI = hipdxia-isquemia; ic = via intracerebral; ica = via intracardiaca;
icv = via intracerebroventricular; ip = via intraperitoneal; iv = via intravenosa; NA = ndo avaliado; NGF = fator de crescimento neural; NT3 = neurotrofina -3; P = dia
pds-natal; PGA = acido poliglicdlico; pT = pds-transplante; SDF-1 = fator derivado do estroma 1; T-PX = transplante no dia pds-natal X; S| = sem imunossupressao;

TC = transplante contralateral; Tl = transplante ipsilateral; VEH = veiculo.
* Animais tratados versus animais controle.

T = aumento.

d = reducao.

de atrair células-tronco astrociticas para o local de lesdo,
assim como de induzir a neurodiferenciacao.

Em um elegante trabalho, Park et al.??2 apresentaram
interessantes observagdes do comportamento de CTN quando
transplantadas no cérebro de camundongos neonatos subme-
tidos a HI. Quando transplantadas no hemisfério contralateral
a lesdo HI, as CTN migraram através do corpo caloso e de
outras comissuras inter-hemisféricas para a area infartada.
Ja quando o transplante foi feito no hemisfério ipsilateral, as
células permaneceram no local da lesdo. Em ambos os casos,
as CTN diferenciaram-se no sitio isquémico, apresentando
marcagdo para neurdnio, oligodendrécitos, astrécitos e célu-
las progenitoras neurais. Além disso, esse mesmo grupo de
pesquisa elucidou os mecanismos inflamatorios envolvidos
na migracdo da CTN frente a lesdo HI23,

Células-tronco embrionarias da camada interna do blas-
tocisto de embriGes também apresentam a capacidade de
diferenciar-se em neuroénios através de protocolos de cultura
especificos, podendo ser consideradas fontes celulares alter-
nativas para o tratamento de lesdes cerebrais. Dois estudos
utilizaram células-tronco embriondrias neurodiferenciadas em
modelo de HI. No primeiro deles, demonstrou-se que o trans-

plante de células-tronco embrionarias neurodiferenciadas in
vitro resultou na melhora da memoria espacial em ratos HI24,
No entanto, embora tenha ocorrido aumento de células neu-
ronais no hipocampo isquémico, ndo ha evidéncias claras de
que o sucesso nos desfechos encontrados esteja relacionado
a repopulagdo neuronal, a diferenciacdo ou a liberagdo de
fatores tréficos pelas células administradas. Em outro trabalho
recentemente publicado, verificou-se o restabelecimento da
coordenagdo e simetria motora de ratos HI apds transplante
de células-tronco embrionarias humanas neurodiferenciadas.
No entanto, os autores constataram auséncia de efeito re-
parador sobre o dano estrutural do cérebro?s.

O ambiente isquémico remanescente pode influenciar
na restauracdo tecidual em decorréncia da agressividade
do processo HI. As lesdes HI podem se associar a volumosa
necrose tecidual, resultando em um cisto porencefalico.
Tal situacdo oferece um microambiente prejudicado para
o abrigo de células transplantadas devido a caréncia de
aporte sanguineo e matriz extracelular adequada. Através
de estudos na area da engenharia tecidual, uma nova
abordagem de tratamento tem sido proposta com o uso
de matrizes (scaffolds) biodegradaveis dentro da cavidade
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infartada, a fim de intensificar a formacdo de conexdes entre o
enxerto e o tecido hospedeiro®26, Utilizando essa abordagem
terapéutica, Park et al.2” demonstraram uma implantagdao
satisfatoria dos scaffolds associada a reducdo da cavidade
cerebral infartada e ao déficit motor em ratos submetidos
a HI. Surpreendentemente, constatou-se a formacdo de
interconexdes entre o implante e o tecido receptor, além do
restabelecimento de projecdes neuronais de longa distancia
anteriormente prejudicadas pelo processo HI.

Outros compostos também podem ser associados a terapia
celular com o objetivo de prover suporte ao desenvolvimento
de CTN em modelo de HI. Um exemplo disso é a utilizagdo
de condroitinase ABC (ChABC) associada ao transplante in-
tracerebroventricular de CTN em ratos neonatos submetidos
a HI que resultou na reducgdo acentuada do dano cerebral?8.
Devido a capacidade de promover plasticidade cerebral, os
autores sugerem que a ChABC teria facilitado a adesdo e
migracdo de CTN para areas isquémicas.

Considerando CTN como possiveis vetores de fatores tré-
ficos, alguns trabalhos utilizam células-tronco geneticamente
modificadas para expressar niveis aumentados dessas subs-
tancias. Utilizando CTN que superexpressam neurotrofina-3
(CTN/NT-3) no cérebro de ratos HI, os pesquisadores obser-
varam aumento da porcentagem de diferenciacdao neuronal
de 5 para 10-20% na area infartada e > 80% na penumbra,
quando comparado a linhagem de CTN ndo geneticamente
modificada. Os autores sugerem que a produgdo da NT3
pelas CTN possa ter atuado de maneira autdcrina e paracri-
na, ligando-se as células adjacentes do tecido hospedeiro e
estimulando a neurogénese enddgena2229, Qutros estudos
também tém demonstrado que CTN que superexpressam
fatores tréficos especificos migram para a regido lesada e
formam nichos de célulasimaturas e proliferativas disponiveis
para o reparo celularapds HI30. Adicionalmente, identificou-se
que o ambiente perivascular é fundamental para a manu-
tengdo dessas células em um estado ativo de imaturidade e
proliferacédo3!. Estudos também mostram que a utilizacdo de
um vetor celular para liberar determinados fatores troficos
reduz a incidéncia e extensdo do dano cerebral e cognitivo
em estudos experimentais de HI32:33,

Transplante de células-tronco de corddao umbilical

Células-tronco de corddo umbilical humano (CTCUH)
tém sido usadas em alguns estudos experimentais de lesdo
HI em decorréncia de sua capacidade de diferenciagdo em
neurdnios e células gliais in vitro e in vivo. No entanto, ha
poucos estudos usando células de sangue de corddo umbilical
ndo humano em modelos animais de doencas neuroldgicas,
havendo divergéncias do uso concomitante de imunossu-
pressores34:35,

O primeiro estudo a testar o efeito do transplante de CT-
CUH em ratos HI foi realizado por Meier et al.36. Os autores
demonstraram que a injegdo intraperitoneal de CTCUH 24 h
apos a lesdo HI em roedores neonatos resultou em melhora
do padrdo de marcha dos animais. Pode-se também cons-
tatar que as células-tronco migraram para a regido da lesdao
cerebral, porém ndo se observou redugdo da atrofia cerebral
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e transdiferenciagdo das células transplantadas. Utilizando
a mesma via de administracdo dessas células, um grupo de
pesquisadores demonstrou que a injecao intraperitoneal de
CTCUH, 3 h apds a lesdo HI, tem a capacidade de melhorar os
reflexos primitivos desses animais3’. Além disso, os autores
demonstraram redugao da morte celular no estriado e um
efeito anti-inflamatdrio no cértex. No entanto, foi possivel
verificar a presenca de poucas células transplantadas no
estriado e cortex isquémicos dos animais tratados.

No mesmo ano, nosso grupo de pesquisa publicou um
estudo sobre os efeitos da administracdo intravenosa de
CTCUH em HI experimental38. No entanto, nossos resultados
demonstraram apenas uma tendéncia para a redugdo dos
déficits comportamentais e morfoldgicos nos ratos tratados
30 dias apo6s o transplante. Além disso, poucas células
transplantadas foram identificadas no cérebro dos animais
tratados. Aspectos como dose, tempo de seguimento para
a avaliacdo e via de administracdo podem ter influenciado
nos desfechos do estudo.

Paralelamente, também desenvolvemos um modelo
experimental de hipdxia-isquemia em suinos neonatos para
o estudo da terapia celular em animais de médio porte3°.
Os suinos recém-nascidos que receberam CTCUH através
da artéria carétida comum apresentaram melhores escores
neuroldgicos quando comparados aos animais apenas subme-
tidos ao modelo de HI ou ao grupo transplantado via artéria
umbilical. Adicionalmente, foi possivel identificar a presenca
das células transplantadas apenas em alguns animais do
grupo transplantado por via artéria carétida.

Um interessante estudo demonstrou que a injegao
intravenosa de CTCUH, 7 dias apds a lesao HI, melhorou
a coordenacdo e assimetria motora dos ratos tratados*0.
Além disso, foram detectados niveis aumentados de fatores
de crescimento no hemisférico cerebral ipsilateral a lesdo
3 dias pds-transplante. Nesse estudo, os autores também
incluiram um grupo de animais HI que receberam a mesma
dose de CTCUH associado ao uso de manitol, substéncia que
aumenta a permeabilidade da barreira hematoencefalica. Os
resultados desse grupo experimental demonstraram que o
manitol potencializou ainda mais os efeitos funcionais e a
expressdo dos fatores troficos, em comparagcdo ao grupo
apenas transplantado com CTCUH.

A viabilidade terapéutica de células-tronco mesenqui-
mais, provenientes de cordao umbilical humano em modelo
experimental de HI, também foi recentemente analisada*!.
O transplante foi efetuado 3 dias apds HI através da via in-
tracerebral. Os animais tratados apresentaram uma melhora
progressiva da fungdo neuroldgica, associada a atenuagdo
do dano cerebral. Além disso, verificou-se a presenca das
células transplantadas no cdrtex, com dispersdo em diregdo
ao hipocampo, 7 dias pds-transplante, apresentando dife-
renciacdo astrocitica, mas ndo neuronal.

Em contexto clinico, pesquisadores da Universidade Duke
iniciaram estudo fase I com transplante autélogo de células-
tronco de corddo umbilical em recém-nascido a termo com
encefalopatia HI de grau moderado a severo (NCT00593242).
As criangas serdo acompanhadas para avaliagao de neurode-
senvolvimento e submetidas a exames de ressonancia mag-



458 Jornal de Pediatria - Vol. 86, N° 6, 2010

nética. Até o presente momento, o ensaio clinico encontra-se
na fase de recrutamento de pacientes compativeis com os
critérios de selegdo do estudo.

Transplante de células-tronco de medula 6ssea

Estudos utilizando células-tronco da medula éssea tam-
bém tém sido amplamente utilizados em modelos animais
de lesdo isquémica cerebral, como em ratos adultos42-45
e, mais recentemente, em ensaios clinicos, demonstrando
resultados promissores?*6:47,

O sangue da medula éssea contém, pelo menos, duas
populagdes celulares com um grande potencial para o uso
clinico: as células-tronco hematopoiéticas e as células-tronco
mesenquimais (CTM)34. A descoberta de que células-tron-
co hematopoiéticas também possuiam a capacidade de se
transdiferenciar em linhagem neuronal ampliou o espectro de
utilizacdo dessa fonte de células imaturas48:49. Especificamen-
te, as CTM sdo derivadas do estroma medular e sdo definidas
conforme a presenga de marcadores de superficie especificos,
comportamento in vitro e potencial de diferenciagdo>?. Esse
tipo celular apresenta uma elevada capacidade de expressar
fendtipos neuronais in vitro5:52 e in vivo33:54,

Recentemente, dois grupos de pesquisa apresentaram
seus resultados utilizando CTM de medula dssea em modelo
de HI experimental. Lee et al.>> utilizaram a via intracardiaca
para o transplante 72 h apéds a lesdo. Os autores observaram
a presenca dosimplantes celularesigualmente distribuidos em
ambos os hemisférios cerebrais 6 semanas apos o transplante.
Tais células expressaram mais frequentemente marcadores
de astrécito e microglia, além de marcadores de neur6nio
e oligodendrécitos, em menor numero. Adicionalmente,
observou-se melhora da assimetria motora nos ratos HI 40
dias apds o transplante, embora ndo tenha sido constatada
a reparacgao do dano isquémico tecidual.

Ja em outro estudo, demonstrou-se que a injegdo intra-
cerebral de CTM, 72 h apds lesdo, aumentou a proliferagdo
e a diferenciagdo neuronal no hemisfério isquémico3¢. Os
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desfechos histoldgicos e motores também foram favoraveis 10
e 21 dias apds o tratamento. No entanto, menos de 1% dos
novos neurdnios eram derivados das células transplantadas.
O estudo sugere que as CTM tenham favorecido a formagao
enddgena de novas células neuronais a partir da redugdo da
atividade inflamatéria microglial.

Utilizando uma fragdo purificada das CTM, denominada de
células progenitoras adultas multipotentes (CPAM), Yasuhara
et al.57” demonstraram que a administragdo intracerebral ou
intravenosa de CPAM de medula éssea de camundongo, 7
dias apos HI, resultou em melhora motora dos animais trans-
plantados. Curiosamente, houve equivaléncia na recuperagdo
do déficit motor entre os animais que receberam transplante
alogénico (entre animais geneticamente diferentes, porém
da mesma espécie) e aqueles que receberam transplante
singénico (entre animais geneticamente idénticos). Associada
a perda neuronal diminuida, detectou-se também a presenca
de CPAM nas regibes hipocampais isquémicas e a marcagao
neuronal 14 dias pés-transplante>7:58,

Mecanismos de agao envolvidos na terapia celular
em hipoéxia-isquemia experimental

Compreender os mecanismos de agao envolvidos no pro-
cesso de neuroregeneracao pelas células-tronco é fundamental
para otimizar os beneficios clinicos da terapia celular. Diversos
fatores (resumidos na Tabela 2) podem ser responsaveis pelos
resultados positivos apresentados em estudos recentes de HI
experimental. No entanto, apesar dos beneficios significativos
demonstrados nesses trabalhos, as varidveis responsaveis
pelo sucesso do transplante de células-tronco em HI ainda
nao foram estabelecidas.

Transdiferencia¢do celular

A primeira hipotese estudada para justificar os efeitos
benéficos da terapia celular em doencas neuroldgicas foi a da
transformacao direta de células-tronco em neurénios madu-
ros, processo denominado de transdiferenciagao. No entanto,

Tabela 2 - Principais mecanismos de agdo das células-tronco na asfixia perinatal

Mecanismo de agao Descrigao

Transdiferenciagdo celular

Liberacdo de fatores troficos

Transformagdo direta de células-tronco (diversas fontes) em neurdnios maduros

Células-tronco podem funcionar como vetores para a produgdo e/ou liberagéo

Estimulagdo da neurogénese enddgena

Modulagdo do processo inflamatério

Estimulagdo da angiogénese

Indugdo da neuroplasticidade

de fatores neurotrdéficos

E possivel que as células-tronco transplantadas possam potencializar esses mecanismos
intrinsecos de reparagdo

Células-tronco podem inibir a ativagdo de diversas células imunes e, consequentemente,
aumentar a neurogénese e a producdo de fatores troficos

Tem-se observado a transdiferenciagdo das células-tronco em novos vasos (angiogénese),
0 aumento da vascularizagdo nas areas de penumbra e a formagao indireta de novos vasos
através da liberagdo de fatores de crescimento

Aumento nas conexdes aferentes e eferentes entre o local da lesdo e as regides cerebrais,
restaurando as atividades sinapticas locais através da sinaptogénese
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os estudos com HI tém mostrado que a recuperacgao funcional
dos animais tratados tem ocorrido independente da presenga
de células-tronco com expressdo de marcadores neuronais
nas areas isquémicas. A transdiferenciacdo de células-tron-
co adultas de origem mesodérmica em células derivadas
da camada ectodérmica ainda permanece em debate. Em
estudos in vitro, a transdiferenciacdo é detectada através
da positividade de marcadores especificos de neurdnios e
células gliais. No entanto, a caracterizacdo de propriedades
eletrofisioldgicas dessas células transdiferenciadas ainda esta
pouco documentada®9-61, Em decorréncia desses achados,
outros mecanismos tém sido propostos®2.

Liberacgdo de fatores tréficos

Os fatores tréficos constituem uma familia de polipep-
tideos essenciais para a sobrevivéncia e a diferenciacdo de
neurdnios normais em desenvolvimento, além de terem um
papelimportante na neuroprotecdo de neurénios maduros sob
condigGes patoldgicas®3. As células-tronco podem servir como
veiculos de moléculas especificas, funcionando como vetores
para a produgdo e/ou liberagdo de fatores neurotroficos29.64,
Interagindo com seus receptores, é possivel que as células-
tronco possam liberar fatores de crescimento e citocinas,
inibindo processo de apoptose, aumentando a angiogénese
e/ou estimulando a diferenciacdo de células precursoras
enddgenas!240, Dados obtidos no estudo de Borlongan et
al.65 reportaram um aumento de 15% na producdo de fatores
tréficos no sangue circulante de ratos adultos submetidos a
isquemia cerebral apos transplante de CTCUH. Recentemen-
te, 0 mesmo grupo demonstrou resultados similares apos o
transplante de células-tronco em um modelo de HI neonatal
em ratos?°. Embora exista a liberacdo enddgena de fatores
troficos pelo tecido neuronal frente a lesdes isquémicas, esse
mecanismo compensatério € insuficiente para promover a
regeneragao tecidual e/ou recuperacao funcional. Portanto,
os autores desses estudos sugerem que o aumento de fatores
troficos especificos seja, provavelmente, em decorréncia do
transplante de células-tronco.

Estimulacao da neurogénese endégena

Diversos estudos demonstraram aumento da neurogénese
endogena frente as lesGes HI neonatais®®.67. No entanto, é
possivel que as células-tronco transplantadas possam poten-
cializar esses mecanismos intrinsecos de reparagdo. No estudo
de van Velthoven et al.36, verificou-se que o transplante de
células-tronco em animais HI reduziu a proliferagdo micro-
glial e aumentou a neurogénese. Os autores sugerem que
as células transplantadas tiveram a capacidade de modular
a resposta inflamatoria pds-HI, favorecendo o processo de
neurogénese enddgena.

Modulacéo do processo inflamatorio

Apesar de benéfico para o recrutamento e migracao de
células-tronco até o local da lesdo, o processo inflamatorio
determinado por lesGes cerebrais parece ser restritivo para
a diferenciagdo celular?3. Nesse contexto, estudos atuais
tém demonstrado que diferentes fontes de células-tronco
podem inibir a ativagdo de diversas células imunes. Pluchino
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et al.58 mostraram que células-tronco neurais promoveram
a neuroprotecdo através de citocinas anti-inflamatoérias e de
moléculas imunomodulatdrias. Em outro estudo, a injegdo
intravenosa de CTCUH aumentou a sobrevivéncia do tecido
neuronal e reduziu a infiltracdo de leucdcitos e a expressado
de proteinas pro-inflamatorias no cérebro isquémico®°.

No SNC, as células microgliais constituem a primeira linha
de defesa imunoldgica e compreendem um dos principais
processos inflamatdrios que contribuem ao dano cerebral.
Essa populacdo celular libera uma variedade de citocinas
e fatores de crescimento e reagem rapidamente no tecido
cerebral lesado para promover a fagocitose e apresentar
antigenos para as células T. No entanto, a ativagdo micro-
glial estd comumente associada a diminuicdo da producao
de fatores tréficos e com redugdo da neurogénese®63.70,
Pode-se observar que, em dois estudos de terapia celular
em HI experimental, o transplante de células-tronco reduziu
a expressdo de microglia no cértex e hipocampo isquémico
e, consequentemente, melhorou os desfechos funcionais
nos animais tratados37.56, Em contrapartida, Daadi et al.?>
verificaram aumento de proliferagdo de células microgliais no
estriato de animais HI transplantados com CTN. Esses dados
sustentam a ideia de que as células microgliais desempenham
um papel pré- e anti-inflamatério, dependendo do seu estado
de ativacdo e fendtipo funcional?!.

Estimulacdo da angiogénese

Alguns estudos com lesdes isquémicas em ratos adultos
tém mostrado que hd um aumento da vascularizagdo nas
areas de penumbra poucos dias ap0ds o transplante de células-
tronco’2.73, Além disso, tem-se observado a transdiferenciagdo
das células-tronco transplantadas em novos vasos (angiogé-
nese)34.74, E provéavel que também ocorra um evento indireto
das células na formacao dos vasos sanguineos. Chen et al.”>
mostraram que células-tronco do estroma da medula éssea
promoveram angiogénese na regido isquémica através de
um aumento dos niveis enddgenos de fator de crescimento
endotelial vascular. Até o presente momento, existe apenas
um estudo indicando neovascularizagdo no tecido cerebral de
animais HI transplantados com CTN27. Os autores sugerem
que tenha ocorrido a elaboracgdo de sinais angiogénicos pos-
transplante, propiciando a formagdo de um parénquima novo
e vascularizado no local do cisto porencefalico.

Inducgao da neuroplasticidade

Eventos neuroplasticos incluem um aumento nas co-
nexdes aferentes e eferentes entre o local da lesdo e as
regides cerebrais, restaurando as atividades sinapticas locais
através da sinaptogénese34. Recentemente, tem-se obser-
vado a expressdo de proteinas sinapticas em ratos adultos
com lesdo cerebral isquémica que receberam transplante
de células-tronco, indicando a formagdo de contatos sinap-
ticos”6:77. Confirmando tal possibilidade, um estudo recente
demonstrou que células-tronco neurais, transplantadas via
intracerebral de ratos HI, aumentou o nimero de terminais
axonais no cortex sensdrio-motor, corpo caloso, estriato e
talamoipsilaterais, assim como brotamento axonal acentuado
em diregdo ao hemisfério lesado?>.
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Aspectos translacionais da terapia celular em
asfixia perinatal

A pesquisa translacional pode ser definida como um
processo que parte da medicina baseada em evidéncias em
direcdo a solugbes sustentaveis para problemas de salde da
comunidade?’8, Os estudos pré-clinicos constituem o primeiro
passo no desenvolvimento de novas terapias. No entanto,
a transferéncia dos conhecimentos adquiridos através de
estudos in vitro e em modelos animais de HI para o uso
clinico da terapia celular requer atencdo para as diferencas
entre as espécies e a analise critica dos resultados experi-
mentais. Além disso, aspectos ainda pouco elucidados (Tabela
3), tais como, a via de administragdo, o nimero de células
transplantadas, o tipo de célula utilizada e 0 momento de
intervencdo pds-lesdo sdo variaveis importantes que poderdo
influenciar significativamente a resposta clinica. Portanto,
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apdés o esclarecimento de questdes fundamentais para a
seguranca do tratamento, é possivel que estudos clinicos
de fase I possam ser iniciados para avaliar essa abordagem
terapéutica inovadora.

A escolha da via de administracdo pode ser um fator
crucial para o sucesso da terapia celular quando se consi-
dera que o beneficio do tratamento dependa da migracao
e localizacdo das células transplantadas na regido cerebral
comprometida. Atualmente, a melhor rota de transplante de
células-tronco para o tratamento de neuropatologias ainda
ndo esta definida. No entanto, concorda-se que a rota ideal
seria aquela que apresentasse alta eficiéncia e especificida-
de, com o minimo de efeitos adversos. Estudos em modelos
animais de HI tém utilizado uma variedade de métodos de
administragdo, incluindo a via intraperitoneal, intravenosa
e intracerebral.

Tabela 3 - Aspectos relevantes para o uso clinico da terapia celular em asfixia perinatal

Aspecto Vantagens Desvantagens
Via de administragao
Venosa Menos invasiva e mais segura Necessidade de sinais quimiotaticos
Células podem migrar para outros érgaos
Necessidade de avaliar efeitos adversos
Arterial Maior direcionamento das Risco de microembolismos e isquemias

células-tronco para os locais lesados

Técnica de rotina

Intracraniana

Intraperitoneal

Fonte e tipo celular

Embrido ou feto

Cordédo umbilical (mononucleares)

Medula 6ssea (mononucleares)

Células-tronco neurais

Tempo pos-transplante

Agudo

Crénico

Facilita migragdo das células-tronco
no sitio da lesdo isquémica

Técnica pratica, simples e
menos invasiva

Elevado poder de diferenciagao
e proliferagdo

Facilidade de obtengdo
Elevada quantidade de células
Possibilidade de transplante autélogo

Elevada quantidade de células
Possibilidade de transplante autélogo

Células da mesma origem embrionaria
Amplamente estudadas

Padrdo-ouro para o tratamento

de lesBes cerebrais

Atua de forma neuroprotetora
Presencga de sinais quimiotaticos e
permeabilidade vascular

Resultados pré-clinicos consistentes

Possibilidade do uso em pacientes
com sequelas estabelecidas

Mais invasiva, risco de lesdes

Células necessitam viajar longas distancias
Poucos estudos

Entraves ético-religiosos
Dificuldade de obtengdo
Invidvel para o uso em fase aguda de lesdo

Pouca caracterizagdo das células-transplantadas

Pouca caracterizagdo das células-transplantadas
Técnica dolorosa e invidvel para recém-nascidos

Migragdo restrita
Morte celular
Dificuldade de obtencgdo e uso imediato

Limita ao uso de tipos celulares pouco
processados (cultura)
Inviavel para casos ja estabelecidos

Auséncia de sinais quimiotaticos apropriados
Auséncia de permeabilidade vascular
Escassez de estudos
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Através do transplante intracerebral, é possivel atingir
diretamente uma area cerebral especifica. Apesar da precisao
da técnica, o procedimento é invasivo e diversas aplicagées
seriam necessarias para abranger uma lesdo isquémica, re-
sultando em um comprometimento cerebral ainda maior7°.
InjecOes intracerebroventriculares também constituem uma
abordagem intracraniana de administragdo das células-tron-
co. No entanto, apesar de permitir uma distribuicdo celular
difusa, essa via ndo é capaz de atingir lesdes afastadas dos
ventriculos e esbarra nas mesmas questdes que o transplante
intracerebral. Além disso, as células transplantadas podem
permanecer aderidas nas paredes dos ventriculos e causar
hidrocefalia obstrutiva7°.80, Embora a maioria dos estudos
experimentais de terapia celular em HI neonatal utilize o
transplante intracerebral, é mais provavel que outras vias
de administragdo menos invasivas sejam estabelecidas para
a pratica clinica. Em contexto experimental demonstrou-
se equivaléncia na recuperacdo motora e morfoldgica do
transplante intravenoso e intracerebral de células-tronco em
modelo animal de HI neonatal>’.

Uma recente metanalise demonstrou que transplante
celular pela via intravenosa é capaz de melhorar os desfechos
de modelos animais de neuropatologias, sendo que a inibigao
do processo apoptotico é a principal modificacdo molecular
cerebral pos-transplante8l. O procedimento de administragao
intravenosa é menos invasivo, simples e seguro, possibilitan-
do ampla distribuicdo das células transplantadas para areas
cerebrais HI3840,57, Além disso, permite que estas entrem
em contato com sinais quimiotaticos provenientes da lesdao
cerebral e sejam seletivamente acumuladas no tecido alvo”9:82,
No entanto, apenas um nimero reduzido de células-tronco
atinge o local de lesdo cerebral por permanecerem retidas
nos pulmaes, rins, figado e bago. Em decorréncia disso, toxi-
cidade e crescimento ectopico em outros érgdos necessitam
ser avaliados antes do uso clinico8°,

Uma maneira de evitar a circulagdo corporal sistémica
seria optar pelo transplante das células-tronco por um acesso
intra-arterial. Dados recentes mostram migragdo igualmente
distribuida e desfechos neuroldgicos favoraveis através do
uso dessa abordagem terapéutica em modelo de HI em ra-
tos55. Essa rota desvia a captagdo pelos 6rgdos sistémicos,
permitindo que uma concentragdo maior de células-tronco
atinja o sitio isquémico, uma vez que os vasos tenham re-
perfusdo. Caso os vasos estejam permanentemente ocluidos,
as células transplantadas permanecerdo distribuidas apenas
na regido da penumbra’. Entretanto, estudos recentes re-
portam alta taxa de mortalidade de animais transplantados
pela via intra-arterial, sugerindo a formagdo de oclusdes
microvasculares e isquemias’9.80.83, Na pratica médica, o
método de acesso intra-arterial € comumente utilizado em
técnicas intervencionistas de cateterismo vascular. Em um
ensaio clinico brasileiro de terapia celular em pacientes com
isquemia crénica (NCT00473057), foram observados resulta-
dos promissores pds-transplante autdélogo de células-tronco
da medula dssea utilizando a via intra-arterial46.

Aviaintraperitoneal também foi utilizada para transplante
celular em HI neonatal, demonstrando migragao celular da
cavidade peritoneal até as regiGes de dano cerebral36.37,
Os resultados do estudo sugerem a presencga de sinais qui-
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miotaticos precisos e a necessidade de quebra da barreira
hematoencelafica para que ocorra migragao celular em dis-
tancias tdo longas. Apesar da praticidade do procedimento,
necessita-se um numero maior de estudos que déem suporte
para esta via de transplante alternativa.

Aescolhadointervalo de tempo entre o estabelecimento da
lesdo HI e a intervengdo também é importante, pois ao longo
dotempo, o ambiente cerebral adapta-se drasticamente frente
a uma lesdo HI. Em decorréncia disso, a maioria dos estudos
utilizando a administragdo sistémica de células-tronco em HI
utiliza estagios agudos de lesdo. Células-tronco injetadas pre-
cocemente podem auxiliar na preservacgao e na sobrevivéncia
do tecido neuronal. Adicionalmente, van Velthoven et al.5¢
sugerem que o transplante celular seja realizado entre 2 e
3 dias pds-HI, momento em que o cérebro apresenta maior
capacidade de proliferagdo celular e ativagao de mecanismos
de reparo enddgeno. No trabalho de Park et al.22, a janela
terapéutica para transplante celular eficaz abrangeu 3-7 dias
pds-HI, devido a elevada atividade metabdlica, bioquimica e
molecular deste periodo que poderia facilitar a migragdo das
células transplantadas?22. ]Ja no caso de transplantes tardios,
é possivel que as células-tronco possam estimular a liberagédo
de fatores troficos para restaurar as funcoes perdidas8®. No
entanto, apesar da melhora funcional observada em ratos
adultos que receberam células-tronco um més apds isque-
mia cerebral®4, ndo ha estudos que demonstram beneficios
terapéuticos em modelos animais de HI crénica, limitando a
aplicabilidade clinica em lesdes hipdxico-isquémicas estabe-
lecidas em decorréncia da auséncia de sinais quimiotaticos
e permeabilidade vascular apropriados.

A permeabilizacdo da barreira hematoencefalica também
pode facilitar a entrada de células-tronco ou de fatores neu-
rotréficos no SNC, especialmente quando forem utilizadas
vias periféricas de transplante. Entretanto, recentemente,
demonstrou-se que o nimero de células-tronco no hipocampo
isquémico dos animais HI transplantados pela via intravenosa,
nao diferiu significativamente quando comparados os animais
que receberam apenas células-tronco com aqueles em que foi
associado o manitol4°. Em contrapartida, os animais trans-
plantados e administrados com manitol apresentaram maior
concentragdo cerebral de alguns fatores troéficos. Também se
verificou melhora acentuada dos desfechos comportamentais
e histoldgicos com o uso de células-tronco e manitol, possi-
velmente através do efeito paracrino dessas células. Essas
evidéncias indicam a importancia da permeabilizagdo da
barreira hematoencefalica em terapia celular, mas também
guestionam se a neuroprotecdo é realmente dependente da
migragao e diferenciagao celular.

O tipo e fonte celular mais adequados para o tratamento
das lesGes HI neonatais ainda necessitam ser definidos34. O
uso de CTN é considerado padr&do-ouro para o tratamento de
doengas neuroldgicas. No entanto, os resultados de muitos
estudos demonstram que morte celular, migragdo restrita e
rapida diferenciacdo em células gliais limitam a aplicabilidade
das CTN no reparo neuronal. Além disso, um dos maiores
obstaculos para o uso clinico desse tipo celular em lesGes
cerebrais neonatais € a sua dificuldade de obtencao. E provavel
que tecidos de bidpsia ou de material extraido de tecido post-
mortem sejam insuficientes para a produgao de quantidades
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significativas dessas células8>. As questGes ético-religiosas
envolvidas na extracdo de material embrionario e fetal e as
preocupacdes com os riscos de resposta imunoldgica ou de
formacdo de tumores malignos também inibem a aplicabi-
lidade clinica dessas células. A neurodiferenciagdo in vitro
para futura utilizacdo dessas células em recém-nascidos
com HI adiciona preocupagdo com os potenciais riscos de
contaminacdo, reacdo imunoldgica aos fatores adicionados ao
meio de cultivo celular e dificuldade de uso em transplantes
agudos. Desvantagens similares relacionadas a segurancga e
dificuldade de uso imediato também sdo apresentadas pelas
células-tronco mesenquimais da medula 6ssea e corddo um-
bilical, amplamente usadas em HI experimental.

Em contrapartida, o processamento de células-tronco
mononucleares provenientes do sangue de corddao umbilical
e da medula 6ssea é relativamente simples e rapido. No
contexto da area neonatal, as células-tronco mononucleares
derivadas de sangue de corddo umbilical apresentam algu-
mas vantagens em relagdo a aspiragdo da medula dssea. A
obtengdo de células-tronco de sangue de corddo umbilical
ndo oferece nenhum risco e desconforto para o recém-
nascido, podendo ser transplantadas apds coleta autéloga.
Além disso, o sangue do corddo umbilical pode ser usado
terapeuticamente no periodo perinatal ou criopreservado para
0 uso tardio%2.86, No entanto, estudos adicionais necessitam
ser realizados para caracterizar as populagdes celulares e
avaliar efetividade e segurangas0.87,

Avaliagdo da dose-resposta das células-tronco em modelos
animais também necessita ser realizada para embasar o seu
uso clinico. Segundo Janowski et al.8!, hd uma associagédo
dose-resposta entre o nUmero de células injetadas e os efeitos
do tratamento de neuropatologias em estudos experimen-
tais. No entanto, a dose ideal de células-tronco &, em parte,
dependente da via de administragdo, assim como do tipo
celular usado, do momento de intervencao e a quantidade
de células transplantadas que atingem a lesdo cerebral. Do
ponto de vista clinico, desfechos relacionados a seguranca do
transplante celular, tais como a formagao tecidual ectdpica
e anormalidades comportamentais, devem ser incorpora-
dos na metodologia das investigagdes e no seguimento dos
pacientes. Também ¢é importante considerar metodologias
seguras e efetivas para o monitoramento ndo invasivo da
migragdo das células transplantadas e, consequentemente,
estabelecer uma compreensdo adequada das respostas do
paciente ao tratamento proposto.

Conclusdes

A pesquisa basica vem apresentando resultados promis-
sores na area da lesdo cerebral neonatal. Apesar da varia-
bilidade dos métodos empregados, a maioria dos estudos
citados nessa revisdo indica que as células-tronco podem
apresentar propriedades neuroprotetoras, resultando em
melhores desfechos funcionais nos animais tratados. Certa-
mente, o sucesso da terapia celular em roedores pode ser
considerado o primeiro passo no desenvolvimento de uma
abordagem terapéutica para um futuro uso clinico. No entanto,
cabe ressaltar que as doengas cerebrais humanas apresen-
tam mecanismos mais complexos de dano e regeneragao
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do que em animais de experimentacao. Portanto, questdes
relacionadas a dose e ao tipo celular, a via de administragdo
e ao momento adequado de intervencao necessitam ser
definidas. Embora ndo determinante para a aplicacao clinica,
investigagdes adicionais sobre os mecanismos de agdo das
células-tronco em HI também constituem uma ferramenta
importante na determinacdo da seguranca e efetividade do
transplante.
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