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Células Estaminais do Sangue do Cordao Umbilical

Luis Gomes, Margarida Vieira, Gongalo Castelo-Branco, André Gomes e Raul Santos

Crioestaminal - Instituto Pedro Nunes, Coimbra.
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Abstract

Crioestaminal is a biotechnology company whose
main activity 18 the collection and cryopreserva-
tton of cord blood stem cells. This tissue contains
hematopoietic stem cells (SC), mesenchymal SC and
endothelial SC. Hematopoietic SC share some simi-
lar properties with the stem cells from the bone mar-
row, being therefore used in thervapeutical proce-
dures directed towards several hematological
/oncological diseases. Being collected just after the
birth of the individual, they have unique charac-
teristics when compared with the stem cells isolated
Sfrom the adult bone marrow. These characteristics
allow, for instance, a hematopoietic reconstitution,
upon transplantation, similar to the one resulting
Sfrom bone marrow transplantation (even if the
available number of SC in the cord blood s lower)
and also a higher tolevance to HLA histocompati-
bility. Mesenchymal SC have the capacity of duffer-
entiation in different cellular types like bone cells or
cartilage, with some studies indicating theiwr in
hepatocytes or neurons. Umbilical cord blood has
equally endothelial SC, with potential applications
i neovascularization. These SC might allow the
broadening of the use of the wmbilical cord blood for
other contexts, apart from the hematological.

umbilical cord blood, hematopoietic Stem
Cells (SC), bone marrow, transplant, mesenchymal
Stem Cells (SC).

Resumo

A Crioestaminal é uma empresa de biotecnologia
cuja principal actividade é a recolha e criopreserva-
cao de células estaminais do sangue do corddao umbi-
lical. Este tecido contém células estaminais (CE)
hematopoiéticas, CE mesenquimais e CE endoteliais.
As CE hematopoiéticas apresentam algumas proprie-
dades semelhantes as CE presentes na medula 6ssea,
sendo assim igualmente utilizadas em procedimentos
terapéuticos direccionados para diversas doencas
hematoldgicas/oncogénicas.

Sendo colhidas logo ap6s o nascimento do individuo,
possuem caracteristicas Ginicas, comparativamente
as células isoladas a partir da medula 6ssea adulta.
Estas caracteristicas permitem, por exemplo, uma
reconstituicao hematopoiética, ap6s transplantacao,
semelhante a resultante do transplante de medula
Ossea (apesar do namero de CE disponiveis no san-
gue do cordao umbilical ser inferior) e ainda uma
maior tolerancia na histocompatibilidade HLA
(Human Leukocyte Antigen). As CE mesenquimais
tém a capacidade de diferenciacao em tipos celulares
como células Osseas, cartilagem, havendo estudos
indicando igualmente a sua diferenciacao em hepa-
tocitos ou neurénios. O sangue do cordao umbilical
possui igualmente CE endoteliais, com possiveis apli-
cacoes em neovascularizacao. Estas CE poderao alar-
gar a utilizacdo do sangue do cordao umbilical para
outros contextos que nao o hematologico.

sangue do cordao umbilical, Células
Estaminais (CE) hematopoiéticas, medula 6ssea, trans-
plantacdo, Células Estaminais (CE) mesenquimais.

A actividade da Crioestaminal

A Crioestaminal - Criopreservagdo de células esta-
minais, Lda. ¢ uma empresa de biotecnologia que
presta servicos na area da satde, nomeadamente o
servico de isolamento e criopreservacao de células
estaminais (CE) do sangue do cordao umbilical. Estas
células tém a capacidade de se diferenciar em diver-
sos tipos celulares, tendo igualmente a capacidade
de se auto-renovar e dividir indefinidamente. A crio-
preservacao das CE do sangue do cordao umbilical
tem como objectivo a sua eventual utilizacdo no tra-
tamento de diversas doencas ao longo da vida do pro-
prio recém-nascido e também dos seus familiares. O
isolamento das CE e a sua criopreservacao sao feitos
em parceria com a Cryo-Save nos seus laboratorios
na Bélgica, acreditados segundo a norma ISO EN
17025, seguindo os mais elevados padroes de quali-
dade e respeitando todas as exigéncias legais, o que
garante um rigoroso controlo de todos os processos.
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CELULAS ESTAMINAIS DO SANGUE DO CORDAO UMBILICAL

Figura 1:

1. Um saco estéril de recolha de sangue (250ml) contendo anticoagulante
CPD e uma agulha 16G

2. Mola que impede a saida do sangue depois de efectuada a recolha

3. Quatro toalhetes desinfectantes com alcool

4. Compressas de gaze

5. Pano absorvente (obrigatdrio para o transporte)

6. Saco de plastico hermético com fecho répido

7. Dois sacos de gel para acondicionamento e protecgdo térmica do
sangue

8. Bolsa plastica para colocagéo do documento de identificagdo (contém
codigo de barras para colar no saco de recolha quando é feita a

colheita e autocolante para selar a caixa)

9. Caixa com interior de esferovite para proteccdo térmica e mecanica do
sangue durante o transporte para o laboratdrio

Atengao

E extremamente importante que o conjun-
to de materiais que se encontra selado
(materiais de 1 a 7), apenas seja aberto
pela equipa de parto, imediatamente antes
do nascimento do bebé.

Figura 2:
Preparar a desinfecgéo do corddo umbilical nos locais onde sera picado.
Retirar 0 saco estéril de recolha do sangue da sua embalagem.

Figura 3:
Remover a protecgdo da agulha.

Figura 4:

Apertar o corddo umbilical com dois clamps, o mais perto possivel
do abdémen do recém-nascido uma vez que as células estaminais
migram rapidamente para o recém-nascido.

Cortar o corddo umbilical entre os dois clamps

e remover o bebé do ambiente estéril.
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Figura 5:

Picar a veia do corddo umbilical na érea previamente desinfectada com
a agulha do saco estéril de recolha de sangue (1 do contetido do kit),
0 mais proximo possivel do clamp e homogeneizar 0 sangue com

0 anticoagulante.

Devera ser recolhido o maior volume de sangue possivel.

Podera ser necessario picar o corddo umbilical em mais do que uma zona,
procedendo sempre a desinfecgéo da zona de recolha antes de picar

0 corddo umbilical.

Figura 6:

Apos a recolha, empurrar o sangue ainda presente no tubo
para o interior do saco, remover a agulha e apertar o tubo
com uma mola e dar pelo menos 2 nés.

Figura 7:
Inverter o saco cuidadosamente, varias vezes, de forma a misturar
0 sangue com o anticoagulante.

Figura 8:
Colocar o saco com o sangue dentro do saco de plastico hermético e,
de sequida, dentro da caixa, entre 0s dois sacos de gel, para o transporte.

Verificar se o formuldrio de identificagdo com os dados referentes ao bebé
€ a guia de transporte estdo devidamente preenchidos.

Dobrar o formulério de identificagéo, colocé-lo na bolsa pléstica e de
seguida no interior da caixa.

Sequir o procedimento de envio.
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A Cryo-Save é uma conceituada empresa europeia
com uma vasta experiéncia no isolamento e criopre-
servacao de CE, que presta este servico em varios pai-
ses (Reino Unido, Bélgica, Alemanha, Luxemburgo,
Holanda, Suica, Austria, Irlanda, Hungria, Suécia,
Dinamarca, Noruega e Grécia). A semelhanca do que
acontece nos referidos paises, os pais interessados
em usufruir deste servico devem contactar a
Crioestaminal para que lhes seja fornecido um kit
com todo o material necessario para efectuar a reco-
lha do sangue do cordao umbilical, bem como uma
descricao pormenorizada de todo o procedimento.

Este kit devera ser levado pelos pais para a materni-
dade/hospital para poder ser feita a recolha do san-
gue do corddao umbilical pela equipa de parto, ime-
diatamente apds o nascimento da crianca. Esta
recolha é totalmente indolor e ndo apresenta qual-
quer risco, nem para a mie nem para o bebé. O san-
gue deve ser recolhido no ambiente estéril da sala de
parto, imediatamente ap6s o nascimento (natural ou
cesariana) e antes da expulsdo da placenta (sem alte-
racao nos procedimentos normais de parto).

Depois de recolhido, o sangue é transportado para o
laboratoério de isolamento e criopreservacao de CE.
O transporte é feito pela DHL, lider de mercado no
transporte expresso e com uma vasta experiéncia no
transporte internacional, garantindo que em aproxi-
madamente 48 horas o sangue do corddo umbilical é
entregue no laboratorio de criopreservacio. Assim
que o sangue do cordao umbilical é entregue no labo-
ratorio, é feito um teste bacteriolégico para verificar
se ocorreu contaminacao do sangue durante o proce-
dimento de recolha e envio. De seguida, procede-se ao
isolamento das CE e a um teste da vitalidade das célu-
las (namero de células vivas ap6s o transporte).
A qualidade da amostra ¢ definida medindo a quan-
tidade de células mononucleadas e células estami-
nais/progenitoras hematopoiéticas (CD34+) nela pre-
sentes (a Crioestaminal disponibiliza aos seus
clientes informacdes relativas a estes 2 parametros e
ao volume de sangue recolhido). Segundo varios arti-
gos cientificos, a taxa de sucesso de transplantes de
sangue do corddao umbilical é mais elevada quando o
transplante é efectuado com um namero de células
mononucleadas maior ou igual a 15 milhoes de célu-
las por kg*>'"*®. Quando o nimero de células mono-
nucleadas presente na amostra é inferior a 200
milhoes, o seu nmero sera provavelmente demasia-
do baixo para transplantacio. Neste caso, as células
sao criopreservadas para serem expandidas no futu-

T0 caso seja possivel e nao sao cobrados os servicos de
processamento e criopreservacao da amostra. Se a
amostra tiver um ntimero de células CD34+ inferior a
20 mil, as células nao serao criopreservadas. Toda a
informacao acerca das células estaminais é armaze-
nada na nossa base de dados em nome do bebé.
A cada amostra é atribuida uma etiqueta identifica-
dora com um codigo de barras exclusivo, sendo garan-
tida a sua confidencialidade. As células estaminais
sdo guardadas num equipamento proprio para o efei-
to, em azoto liquido a 196°C negativos. Quando for
necessario, as células sdo retiradas sem que as outras
amostras sofram variacoes de temperatura. As células
criopreservadas podem ser pedidas a qualquer altura
a Crioestaminal. Para tal serd apenas necessario que
o proprio ou os pais/tutores e o médico as requisitem
por escrito. Para além destas actividades, a Crio-
estaminal estd neste momento a iniciar as suas acti-
vidades de investigacdo, com o objectivo de alargar as
aplicacoes terapéuticas do sangue do cordao umbili-
cal. Estas actividades focam-se em protocolos de
expansao e diferenciacao de CE mesenquimais e
endoteliais (ver Perspectivas Futuras) e cingem-se
neste momento a protocolos de colaboracao com gru-
pos de investigacao portugueses, embora a Crio-
estaminal preveja no decorrer de 2005 iniciar a sua
actividade de investigacao propria.

Transplante com CE da medula éssea

e do sangue do cordao umbilical

em doencas hematolégicas

O transplante de células estaminais hematopoiéticas

da medula 6ssea é uma das terapias disponiveis para

doencas hematolégicas/oncologicas. O procedimen-
to terapéutico envolve normalmente duas fases:

a) O paciente é tratado com doses de radiacdao ou
quimioterapia que levam a morte das células doen-
tes, mas também de células normais da medula
Ossea;

b) A infusado de células estaminais hematopoiéticas
leva ao restabelecimento das células sanguineas e
do sistema imunitario permitindo, na maioria dos
casos, a recuperacao do paciente. No entanto, o
transplante de medula 6ssea pode apresentar limi-
tacoes na sua aplicacao devido a factores como:
a) encontrar um dador compativel de medula 6ssea
(relativamente aos antigénios dos leucocitos huma-
nos - HLA); b) risco de reac¢des imunoldgicas
dador/paciente, tais como a rejeicao do transplante
e a doenca do transplante contra o hospedeiro
(GVHD); e ¢) risco de infeccoes oportunistas.”



Diversos estudos tém demonstrado que o sangue do
cordao umbilical, quando recolhido imediatamente
apoOs o parto, contém células estaminais que perma-
necem viaveis apos criopreservacao por um periodo
de pelo menos 15 anos.*” Apds quimio-radioterapia
mieloablativa, o transplante de células estaminais
(CD34+) criopreservadas pode repor e substituir fun-
cionalmente o reportério hematopoiético.’

Em 1988, uma equipa de cientistas franco-americana
efectuou em Paris o primeiro transplante de CE do
corddao umbilical numa crianca com anemia de
Fanconi.? Uma amostra compativel de sangue do cor-
dao umbilical de um familiar foi recolhida e trans-
plantada. Um ano mais tarde, 98% do sistema linfa-
tico do doente era originario das células do dador.?
Este procedimento clinico pioneiro veio despertar o
interesse (e consequentemente a investigacao) sobre
o potencial das CE do sangue do cordao umbilical no
tratamento de diversas doencas.

Em 1993, foi efectuado o primeiro transplante de CE
do cordao umbilical de um dador nao relacionado
com o paciente.® Até 2003 foram realizados mais de
2500 transplantes com CE do sangue do cordao
umbilical (94 dos quais com amostras criopreserva-
das por diferentes bancos privados)'®, a grande maio-
ria efectuado num contexto heterbélogo, ou seja,
sendo o dador uma outra pessoa que nao o pacien-
te."*'*** Neste contexto, as CE do sangue do cordio
umbilical podem ser utilizadas em diversas doencas
tais como leucemias, linfomas, tumores soélidos e
outras doencas hereditarias ou adquiridas do sistema
sanguineo ou imunitario."®

Num contexto autélogo (em que o paciente utiliza as
suas proprias células anteriormente criopreserva-
das), as aplicacoes, embora presentemente em
menor nimero, abrangem doencas como retinoblas-
toma, neuroblastoma® e anemia aplastica adquiri-
da®**". No caso de leucemias e linfomas, a utilizacio
autologa dependera do quadro clinico do paciente.
Nestas e noutras doencas genéticas e/ou congénitas,
a utilizacdo autéloga das células estaminais podera
estar limitada devido ao risco das células ja estarem
afectadas com a patologia. No entanto, um estudo
recente indica que a eliminacao das células doentes,
que possam estar a contaminar a amostra de sangue
recolhida do cordao umbilical, podera alargar a gama
de doencas tratadas num contexto autbélogo, tal
como tem ocorrido com a utilizagdo de sangue peri-
férico mobilizado.

CELULAS ESTAMINAIS DO SANGUE DO CORDAO UMBILICAL

Comparacao do sangue do cordao umbi-
lical com a medula 6ssea como fonte de
células estaminais hematopoiéticas

A quantidade de CE hematopoiéticas transplanta-
das é fundamental para a capacidade de regenera-
cao do sistema sanguineo, pelo que o peso do pacien-
te determina o niumero de CE necessarias para o
transplante. '™

O volume de sangue de corddao umbilical normal-
mente recolhido é inferior ao volume processado a
partir da medula 6ssea de um adulto, pelo que o
nimero de CE hematopoiéticas obtidas a partir do
cordao umbilical é inferior. Assim sendo, a taxa de
sucesso dos transplantes com células do cordao é
maior em criancas do que em adultos (com maior
peso corporal), embora ja tenham sido realizados
mais de 500 transplantes em adultos.***** Ademais,
ja em Novembro de 2004, foram publicados 2 artigos
na revista New England Journal of Medicine com
analises retrospectivas de transplantes de sangue do
cordao umbilical em pacientes adultos com leuce-
mias, referindo esta técnica como alternativa aceita-
vel ao transplante da medula 6ssea.®®** Outra condi-
cionante da transplantacao com sangue do cordao
umbilical é o tempo de recuperacao mieléide, mais
lento relativamente ao transplante com medula 6ssea
(o que pode originar um aumento nas complicacoes
iniciais pos-transplante).®

Por outro lado, as CE do sangue do cordao umbilical
possuem uma capacidade superior de proliferacao e
de expansdo, comparativamente com as CE da medu-
la 6ssea.”®® Estas caracteristicas Gnicas permitem
que a reconstituicdo do sistema hematopoiético de
pacientes, apds tratamento mieloablativo, se efectue
com um numero de células nucleadas do sangue do
cordao umbilical 10 vezes inferior ao namero de célu-
las derivadas da medula 6ssea.™ Além disso, as CE do
cordao umbilical permitem uma melhor reconstitui-
cdo do sistema hematopoiético.®

A criopreservacao de células estaminais do sangue

do corddo umbilical apresenta, por si s0, outras van-

tagens relativamente a medula 6ssea, tais como:

a) disponibilidade imediata das células para trans-
plantacao;

b) auséncia de risco para o dador;

¢) menor risco de infeccao com agentes infecciosos
como o citomegalovirus (CMV) e o virus Epstein-
Barr (menos de 0,1% dos recém-nascidos sauda-
veis sao positivos para CMV, contra 10-60% dos
dadores adultos voluntarios)?;
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d) menor risco de doenca do transplante contra o
hospedeiro (GVHD) aguda, comparativamente a
transplantes com células estaminais adultas da
medula 6ssea;*** e e) tolerancia de 1 a 2 discre-
pancias no teste de compatibilidade HLA, o que
permite a doacao das células estaminais a um
grupo mais alargado de pacientes.** Dadas estas
caracteristicas das CE do sangue do corddao umbi-
lical, algumas instituicdes publicas e privadas
tomaram a iniciativa de criar bancos de criopre-
servacao de células estaminais do sangue cordao
umbilical, de modo a possibilitar a realizacao de
mais transplantes heter6logos e autélogos com
estas células.™

Perspectivas Futuras

Dado uma das condicionantes do cordao umbilical
ser o numero limitado de CE, existem actualmente
varios centros de investigacdo a desenvolver em pro-
cedimentos que permitam aumentar o niimero de CE
hematopoiéticas, fazendo uso de diferentes combina-
coes de factores de crescimento ex vivo.***®

Tém sido desenvolvidos diversos métodos de prolife-
racao, tendo as células expandidas caracteristicas
semelhantes as CE originais. Ja foram efectuados
varios transplantes com sucesso, recorrendo a células
expandidas®*®".

Em Dezembro de 2003, iniciaram-se nos Estados
Unidos da América as fases I/II de ensaios clinicos
com CE do cordao umbilical amplificadas em labora-
torio, em doentes com leucemias e outros cancros
hematologicos.®* Estes avancos poderdo levar a, no
futuro, o transplante em adultos atingir niveis de
sucesso semelhantes aos transplantes pediatricos.

Embora no presente a aplicacdo das CE do sangue
do cordao umbilical se restrinja fundamentalmente
a doencas sanguineas e cancerigenas, experiéncias
em modelos animais sugerem que, no futuro, a
gama de aplicacoes da terapia celular com estas
células podera alargar-se a doencas de foro ndo imu-
nolégico ou sanguineo, como as doencas neurode-
generativas, diabetes, disfuncdes hepaticas e lesoes
vasculares.*"°

O sangue do cordao umbilical ndo possui somente CE
hematopoiéticas. Tal como a medula 6ssea, possui
igualmente CE mesenquimais, com a capacidade de

se diferenciarem em linhagens mesodérmicas.***®

Em 2002, foi isolada uma subpopulacdo de CE
mesenquimais pluripotentes da medula 6ssea, ou
seja, CE capazes de se diferenciar em diferentes tipos
celulares do organismo adulto, desde hepatocitos a
neuréonios.36 CE mesenquimais com propriedades
similares foram recentemente identificadas no san-
gue do corddo umbilical.® *®

Estas CE do sangue do cordao umbilical podem deste
modo transformar-se nao s6 em células do sistema
hematopoiético, mas igualmente em células de
outras linhagens celulares, como células neuro-
nais, %% células do figado,*"***® células dsseas,*
ou células adiposas,*.

O sangue do cordao umbilical contem igualmente
CE endoteliais, as quais se podem diferenciar em
células da vasculatura, tendo potencial aplicagdo em
enfartes do miocardio, lesoes dos membros inferiores

45,46,59

e lesoes da retina.

A terapia genética das CE podera ainda alargar a apli-
cabilidade do sangue do cordao umbilical a outro tipo
de doencas, como doencas metabodlicas hereditarias.
Este tipo de abordagem foi utilizada com sucesso em
criancas com deficiéncia imunitaria da adenosina
desaminase (ADA).

Em 1993, investigadores do Hospital Pediatrico da
Universidade da Califérnia em Los Angeles introdu-
ziram uma copia normal do gene defectivo nas célu-
las CD34+ do sangue do cordao umbilical e realizaram
transplantes autélogos destas células modificadas. As
criancas, recebendo tratamento farmacolégico adi-
cional, mantém-se saudaveis, apesar do seu sangue
conter apenas uma pequena fracgao de células com o
gene normal. """

Conclusao

As CE do sangue do cordao umbilical apresentam,
desde ja, inameras aplicagoes terapéuticas a nivel
de doencas hematolégicas/oncologicas, justifican-
do-se assim a sua criopreservacao para uso autolo-
go ou heterologo. A possibilidade de expansédo, a
capacidade de diferenciacao em tipos celulares de
outras linhagens embrionarias e a terapia génica
abrem portas a aplicacdo de células do sangue do
cordao umbilical a outras patologias que nao hema-
tologicas.
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