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Resumo

As anomalias congénitas correspondem a quinta principal causa de morte em criancas
com menos de 5 anos, em todo o mundo, representando um total de 532854 mortes em
2019. Constituem, assim, um grave problema de satide publica a nivel mundial, sendo
uma importante causa de mortalidade, mobilidade e hospitalizacdo. Apesar dos avancos
na Medicina, as opg¢Oes terapéuticas para o tratamento destas malformacoes sao ainda
muito limitadas, sendo necessario encontrar alternativas validas que permitam melhorar

os outcomes clinicos destas criancgas. As células estaminais do liquido amniotico possuem

um conjunto de propriedades e caracteristicas Gnicas e incomparaveis que lhes conferem
um enorme potencial terapéutico no campo da Medicina Regenerativa fetal/pediatrica,
nomeadamente no que toca ao tratamento de anomalias congénitas. Recentemente, a
TRASCET - Transamniotic Stem Cell Therapy -, por se basear no papel natural
desempenhado por estas células, tem surgido como uma opgao terapéutica promissora
com enorme potencial no tratamento de algumas das anomalias congénitas mais
frequentemente diagnosticadas, parecendo ser uma opg¢ao mais acessivel, menos invasiva,

custo-efetiva e eficaz.

Esta dissertacdo pretende entdo descrever o estado atual da arte no que concerne a
aplicacao terapéutica com células estaminais do liquido amniético no tratamento de
anomalias congénitas — TRASCET -, nomeadamente a sua aplicabilidade em algumas das
anomalias congénitas mais frequentes — Mielomeningocelo, incluindo a malformagao de
Chiari II, Gastrosquise e Hérnia Diafragmatica Congénita. Foram realizadas pesquisas nas
plataformas PubMed e Google Scholar, tendo por base as palavras-chave “Stem Cells”,
“Amniotic Fluid”, “Congenital Anomalies” e “TRASCET".

Concluiu-se que, de facto, a TRASCET tem impacto no tratamento destas anomalias
congénitas e a evidéncia atual suporta a hipétese de que as células estaminais do liquido
amniotico representam uma fonte promissora com enorme potencial terapéutico em
diversas anomalias congénitas. Ainda que a translacdo dos resultados destes estudos
experimentais para a clinica possa ser uma tarefa complexa, é altamente provavel que os
resultados que tém vindo a ser obtidos através de estudos pré-clinicos em modelos
animais sejam transladados para fetos humanos dentro de poucos anos. E imperativo
aprofundar o estudo destas células e da aplicabilidade da TRASCET, quer em estudos pré-

clinicos como clinicos.
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Abstract

Congenital anomalies are the fifth leading cause of death in children under 5 years of age
worlwide, representing a total of 532854 deaths in 2019. Thus, they constitute a grave
public health problem, being an important cause of mortality, morbidity and
hospitalization. Despite all the advances in Medicine, the therapeutic options for the
treatment of these malformations are still very limited, and it’s necessary to find valid
alternatives that improve the clinical outcomes of these children. Amniotic fluid stem cells
have a set of unique and incomparable properties and characteristics that give them an
enormous therapeutic potentail in the field of fetal/pediatric Regenerative Medicine,
particulary with regard to the treatment of congenital anomalies. Recently, TRASCET —
Transamniotic Stem Cell Therapy -, based on the natural role played by these cells, has
emerged as a promising therapeutic option with enormous potential in the treatement of
some of the most frequently diagnosed congenital anomalies, appearing to be a more

accessible, less invasive, cost-effective and eficiente option.

This dissertation aims to describe the current state of art regarding the therapeutic
aplication with amniotic fluid stem cells in the treatement of congenital anomalies —
TRASCET -, namely its applicability in some of the most frequent congenital anomalies —
Myelomeningocele, including the Chiari Malformation type II, Gastroschisis and
Diaphragmatic Congenital Hernia. Research was carried out on the PubMed and Google
Schoolar platforms, based on the keywords “Stem Cells”, “Amniotic Fluid”, “Congenital
Anomalies” and “TRASCET”.

It was concluded that, in fact, TRASCET has an impact on the treatment of these
congenital anomalities and the current evidence supports the hypothesis that amniotic
fluid stem cells represent a promising source with enormous therapeutic potential in
various congenital anomalies. Although translating the results of these experimental
studies to the clinic can be a complex task, it’s highly likely that the results that have been
obtained from preclinical studies in animal models will be translated to human fetuses
within a few years. It’s imperative to deepen the study of these cells and the applicability of

TRASCET, both in pre-clinical and clinical studies.
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1. Introducao

Segundo a Organizacao Mundial da Sadde, as anomalias congénitas definem-se como
anomalias estruturais ou funcionais que ocorrem durante o desenvolvimento intrauterino
e que podem ser diagnosticadas quer em periodo pré-natal, neonatal, ou durante a
infancia. (1) Algumas das mais frequentemente diagnosticadas incluem a hérnia
diafragmatica congénita, os defeitos da parede abdominal, como é o caso da gastrosquise,

e os defeitos do tubo neural. (2)

As anomalias congénitas correspondem a quinta principal causa de morte em criancas
com menos de 5 anos, em todo o mundo (3), representando um total de cerca de 532854
mortes em 2019, configurando a décima principal causa de carga global de doencas (2%
DALYs), constituindo, portanto, um grave problema de satide publica a nivel mundial. (4,

5,6,7)

Apesar dos avancos da Medicina no que concerne ao diagnostico e tratamento das
anomalias congénitas, que permitiram uma reducdo ao nivel da taxa de mortalidade
infantil e da carga global de doenca, estas continuam a ser uma grande causa de
mortalidade, morbilidade e hospitalizacdo em todo o mundo (2), sendo que em muitas das
quais, as opc¢Oes de tratamento sdo ainda muito limitadas, baseando-se principalmente no

controlo sintomético e nao no tratamento dos danos provocados por elas. (8, 9)

Numa tentativa de melhorar os outcomes clinicos destas criancas, terapias que facam uso
de células estaminais do liquido amnidtico tém surgido recentemente como uma opcao
promissora no tratamento das anomalias congénitas, quer diagnosticadas in utero, quer
em periodo poés-natal, dado as suas caracteristicas e propriedades incomparaveis.
Baseando-se na amplificacdo do papel biologico natural destas células na reparacio e
regeneracao tecidular fetal, a TRASCET — Transamniotic Stem Cell Therapy — parece ser
uma opcao com um elevado potencial terapéutico no campo da Medicina Regenerativa,
capaz de ser uma alternativa valida na melhoria do prognostico de criancas diagnosticadas

com anomalias congénitas. (2, 8, 10, 11, 12)
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1.1  Liquido Amniético

O liquido amniotico (LA) envolve o embrido/feto durante o seu desenvolvimento uterino.
Tem véarias funcoes, nomeadamente a de protecao do feto contra traumatismos externos, a
protecao do cordao umbilical, reduzindo o seu risco de compressao entre o feto e a parede
uterina, a protecao do feto contra agentes patdégenos infeciosos e a funcao de reservatorio
de liquidos e nutrientes, proteinas, eletrélitos, imunoglobulinas, vitaminas e fatores de

crescimento necessarios a embriogénese. (8,13,14)

Durante muitos anos acreditou-se que o LA era apenas composto por urina fetal e células
epiteliais diferenciadas com origem na pele fetal e amnio. Atualmente, estd mais que
comprovado que o LA é composto por um grupo heterogéneo de células progenitoras,
incluindo progenitores hematopoiéticos CD34+, células estaminais mesenquimais (CEMs)
(c-kit-) e células estaminais c-kit+. (2,13) Cada um destes tipos de células estaminais
possui um conjunto de caracteristicas especificas que se transladam a um potencial clinico
unico baseado nas suas capacidades de diferenciacao, capacidade antinflamatoria e outras

propriedades que promovem a reparacao e regeneracao tecidual. (2)

O LA é composto maioritariamente por agua, substancias quimicas e células (13), sendo
que a sua composicao e volume se vai alterando ao longo de toda a gestacao, permitindo a
formacao de um grupo muito heterogéneo de células. (8,13) Estas células tém origem nas
membranas amnioéticas e tecido conjuntivo, bem como no proprio feto (pele, tratos
respiratorio, urinario e gastrointestinal) e o seu nimero tende a aumentar a medida que
aumenta a idade gestacional. Podem dividir-se em trés grandes grupos: células
epitelioides (33,7%), células especificas do LA (60,8%) e células tipo-fibroblastos (5,5%),
sendo que a sua proporcao varia com a idade gestacional. (8,13,15,16) Pensa-se que as
células especificas do LA tenham origem nas membranas mesenquimais fetais e no
trofoblasto, as epitelioides a partir de urina e pele fetal e as tipo-fibroblastos a partir de

fibroblastos da derme e tecido conjuntivo. (8,16)

Na presenca de determinadas anomalias congénitas, outros tipos singulares de células
estaminais podem também ser encontrados no LA, como € o caso de células neuronais, se

defeitos do tubo neural, ou células peritoneais, se defeitos da parede abdominal. (10,13)

A maioria das células presentes no LA sao diferenciadas e tém capacidade proliferativa
limitada. No entanto, em 1990, Torricelli et al demonstraram a presenca de percursores

hematopoiéticos numa amostra de LA colhido antes das 12 semanas de gestacao. (13,17)
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Streubel et al conduziram um estudo no qual foram capazes de diferenciar células do LA
em miocitos, o que sugere a presenca de percursores nao-hematopoiéticos no LA. Tal
significa que existirao células no LA capazes de se diferenciarem e proliferarem noutras

linhagens celulares - células estaminais. (13,18)
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1.2 Células Estaminais do Liquido Amniético

1.2.1 Definicao e Tipos

As células estaminais caracterizam-se pela sua capacidade de autorrenovacao e
pluripoténcia. Classificam-se segundo a sua origem em células estaminais embriondrias
(CEEs), células estaminais pluripotentes induzidas (CEPis) e células estaminais

mesenquimais (CEMs). (9)

As CEEs possuem um potencial de diferenciacio extremamente elevado, tendo a
capacidade de dar origem a qualquer célula do organismo. Porém, dada esta sua
caracteristica, existe o risco de tumorogénese. Outras caracteristicas contra o seu uso sao a
elevada imonugenicidade e a dificuldade da sua producao em massa. Todavia, as diversas

questoes éticas que a sua utilizagdo coloca limitam a sua pesquisa para fins terapéuticos.

(9)

As CEPis sdo células adultas diferenciadas as quais foi induzida laboratorialmente a
capacidade de pluripoténcia, como forma de ultrapassar as questoes éticas que restringem
o uso das CEEs. Apesar de ultrapassada a questdo ética, mantém-se ainda as restantes
desvantagens comuns as CEEs, nomeadamente o risco de carcinogénese, a dificuldade da

sua producao em massa e a elevada imunogenicidade. (9)

As CEMs podem dividir-se em CEMs adultas e CEMs fetais. As CEMs adultas possuem um
potencial de diferenciacao inferior as restantes células estaminais referidas anteriormente,
apenas conseguindo diferenciar-se, tal como o proéprio nome indica, em células
mesenquimais, como as que compoem a medula 0ssea, o tecido adiposo e a cartilagem.
Ambas as CEMs adultas e fetais ndo levantam questoes éticas e o risco de carcinogénese é
muito inferior ao das CEPis. Quando comparadas as CEMs adultas com as CEMs fetais,
conclui-se que as capacidades biologicas destas tltimas superam as das primeiras, uma
vez que as CEMs fetais tém um racio de crescimento superior, os seus teldbmeros sao mais
compridos (9) (dado expressarem a trancriptase reversa telomerase, que ¢ um marcador
de pluripoténcia), o que lhes permite evitar o encurtamento do cromossoma até 250
replicacoes, superando largamente o limite definido por Hayflick (2) — células humanas
normais conseguem replicar-se entre 40 a 60 vezes antes de entrarem em senescéncia (19)
-, conferindo-lhes esta carateristica, entdo, uma enorme capacidade regenerativa. O seu
potencial de diferenciacao também é superior, estando no intermédio do das CEMs
adultas e do das CEEs. (2,9,16)
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Uma das fontes destas CEMs é o LA. Cerca de 1% das células do LA sdo CEMs com origem

no proprio feto — células estaminais mesenquimais do LA (CEMLAs). (9)

As CEMLAs sao uma populacao de células plastico-aderentes c-kit-, CD34-, CD45-,
CD124- , CD73+, CD9o+, CD105+ e CD166+. Alguns investigadores demonstraram uma
maior plasticidade das CEMLAs, comparativamente as CEMs da medula 6ssea, e a
expressao de marcadores de superficie que conferem pluripoténcia, expressos igualmente
nas CEEs, como o Oct-4, SSEA4 e Nanog, embora em quantidades menores na maioria

dos casos. (2,16)

A expressao dos marcadores de superficie pluripotentes é variavel, devido a sua natureza
policlonal, e tende a diminuir ao longo da gestacdo e quanto mais tempo estiverem em
cultura. As CEMs s3o maioritariamente conhecidas pelo seu papel imunomodelador em
processos inflamatorios e no curso de diversas doencas. Apesar do mecanismo das CEMs
in vivo nao estar completamente esclarecido, sabe-se que as CEMLAs, comparativamente
com as CEMs da medula 6ssea e da placenta, inibem a proliferacao de linfocitos T,
reduzem o namero de linfécitos T de memoria, aumentam os linfocitos T reguladores,
polarizam os linfocitos Th2, fazendo simultaneamente aumentar os niveis de IL-10 e IL-4.
Colocou-se a hipotese de que as CEMLAs tém um papel paracrino importantissimo na
resposta imune na interface materno-fetal devido a expressao de CD59, HLA-G, entre

outros. (2)

Para além das CEMLAs, também ja foram descritas outras células estaminais no LA, as
CD117+ (c-kit+). Este subtipo de células estaminais do LA foi descrito pela primeira vez
por De Coppi et al (2,20) e expressa o mesmo painel de marcadores fenotipicos que as
CEMLAs, incluindo marcadores de pluripoténcia, expressos igualmente nas CEEs, como o
Oct-4, SSEA4, Nanog e Sox-2, correspondendo a cerca de 1% de todas as células no LA.
(2,8,13,16)

As CEMLAs conseguem-se diferenciar em, como o proprio nome indica, células
mesenquimais, como adipdcitos, ostedcitos e condrocitos. As CD117+, para além de serem
capazes de se diferenciarem em linhagens celulares com origem na mesoderme (o0sso,
tecido adiposo, cartilagem, musculo, tecido hematopoiético), sdo também capazes de se
diferenciarem em linhagens celulares com origem na endo- e ectoderme (linhagens
celulares endotelial, hepatica e neuronal), possuindo assim um potencial de diferenciacao

superior ao das CEMs com origem quer no LA, quer na medula 6ssea. (2,9,13,16)
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Uma caracteristica que dificulta o uso das c-kit+ é a sua raridade. Contrariamente as
CEMLAs, que se encontram em maior nimero no LA e que podem ser obtidas até ao final
da gravidez, as c-kit+ representam apenas cerca de 1% de todos os subtipos celulares no
LA e nao podem ser isoladas com seguranca a partir de amostras de LA colhidas no final
do segundo e terceiro trimestres de gravidez, que correspondem aos periodos onde mais
anomalias congénitas sao detetadas por ecografia gestacional. Para além disso, os métodos
de isolamento sao mais diligentes, mais demorados e mais caros, pelo que, por todas estas
razoes, se opte por usar as c-kit+ apenas como uma alternativa off-the-shelf para o

transplante aut6logo de células estaminais. (2)

Quanto ao seu potencial de diferenciacao, como ja foi referido, as células estaminais do LA
(CELAs), classificacdo que inclui ambas as CEMLAs e as CD117+, sd3o capazes de se
diferenciar em diversos tipos de células mesenquimais, como ostedcitos, condrocitos e
adipécitos, bem como se conseguem diferenciar em células ndo-mesenquimais, como € o
caso de cardiomiocitos, células neuronais e hepatocitos, ou seja, tém a capacidade de se

diferenciarem em células de todas as camadas germinativas embrionérias. (2,9,13,16)

Adicionalmente, a imunogenicidade das CELAs é extremamente reduzida (9), o que faz

com que a sua possivel rejeicao pelo organismo seja muito pouco provavel.

Para além disso, as CELAs possuem propriedades imunomoduladoras especiais,

comparativamente as CEMs adultas, que lhes permitem controlar infe¢oes. (9)

As CELAs podem ser obtidas através da realizacdo de amniocentese entre as 15-20
semanas de gestacdo (21) e consegue-se facilmente obter um grande ntimero de células a
partir de uma pequena amostra sem interferir com o cariétipo fetal. (9,16) Para
exemplificar, bastam apenas 3-5mL de toda a amostra de LA colhida via amniocentese

para se obterem centenas de milh6es de CELAs em 3-4 semanas de cultura. (10)

A comparacao direta entre culturas de CELAs colhidas por amniocentese estratificadas
por idade materna nao revelou quaisquer diferencas estatisticas no sucesso das culturas
nem na pureza da amostra. Apesar de a idade materna avancada poder ser considerada
um fator que diminui a qualidade do LA, a verdade é que os estudos ndo demonstram um
grande prejuizo na qualidade das culturas das CELAs. Porém, estudos recentes detetaram
ligeiras diferencas na sinalizagdo paracrina das CELAs humanas com diferentes idades

gestacionais. (22)

Para além de tudo o que ja foi referido, Kunisaki et al. demonstraram no seu estudo

que as CEMLAs se conseguem proliferar duas vezes mais rapido em cultura do que as
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CEMs com origem na medula 6ssea ou no cordao umbilical, com o mesmo fenoétipo, e sob
condicoes de cultura in vitro semelhantes. Tal cinética proliferativa, associada a
demonstracao de padroes tnicos de deposicao da matriz extracelular, comparativamente
com outras CEMs in vitro, parecem ser de particular importancia na reparacdo e
regeneracao tecidulares. (23,24) Adicionalmente, estd comprovado que a capacidade
imunossupressora das CELAs é bastante superior a das células estaminais com origem no

cordao umbilical, como medido pela expressao de PGE.. (22)

O uso de CELAs parece, entdo, ser uma escolha logica e pratica para o tratamento de
criancas com anomalias congénitas, jA que nao é necessario esperar até ao parto para
colher uma amostra de LA. (2) Basta realizar uma amniocentese pelas 15-20 semanas de
gestacdo e colher cerca de 2-5mL de LA e, dado que este procedimento estd medicamente
indicado como parte do rastreio pré-natal do segundo trimestre para muitas gravidas para
exclusdo de aneuploidias, ndo existe risco aumentado de morbilidade por colheita
adicional de LA para potencial beneficio terapéutico. (2,13,21) A amniocentese é um
procedimento relativamente seguro, com uma taxa de aborto espontaneo inferior a 1%
quando ecoguiada e realizada por um profissional experiente. (2,21) Contrariamente, a
colheita pré-natal de células estaminais da placenta, vilosidades corionicas, cordao
umbilical, figado, pele ou medula 6ssea sdo tecnicamente mais exigentes e associados a

um maior risco de aborto espontaneo, infecao, hemorragia e outras complicacoes. (2,23)

De salientar que a colheita das CELAs esta isenta de questoes éticas, uma vez que nao ha

manipulacao nem destruicao de embrides humanos. (16)

As CELAs tém origem genética fetal (2,13), o que permite a sua aplicacdo terapéutica
autologa, sem risco de rejeicao apos transplante, quer em periodo pré-natal, quer em
periodo pos-natal precoce. (2) Estudos comprovam que as CELAs do segundo e terceiro
trimestre se conseguem proliferar mais rapidamente em cultura, comparativamente a
células somaticas poOs-natais, o que permite que mal sejam diagnosticadas anomalias
congénitas durante o diagndstico pré-natal, as CELAs colhidas possam-se multiplicar

rapidamente, prontas para serem usadas em terapias autélogas em periodo perinatal. (2)

Prusa et al foram os primeiros a demonstrar a expressao de Oct-4 pelas células estaminais
do LA. (13,25) Cerca de 90% de todas as CELAs expressam este fator de transcricao que
confere pluripoténcia, que é igualmente expresso noutras células estaminais de origem
embrionaria, nomeadamente nas CEEs, células germinativas embrionarias e nas células
carcinogénicas embrionarias. (16) Karlmark et al demonstraram que algumas destas

células eram capazes de ativar os promotores de Oct-4 e Rex-1. (13,26)
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O facto de ndo possuirem uma verdadeira pluripoténcia embrionéria, como as CEEs
impede que estas, ao serem transplantadas, originem teratomas. Para além desta
caracteristica, o facto de nao levantarem questées éticas, o seu fendtipo multipotente, a
capacidade em se diferenciarem em diversas linhagens celulares e a facilidade na sua
obtencao fazem das CELAs as candidatas ideais para o campo da Medicina Regenerativa

no que toca ao tratamento de anomalias congénitas. (2,13, 16)

1.2.2 Caracteristicas Celulares

Pensa-se que as CELAs do primeiro trimestre possuam um fenétipo mais primitivo, ja que

partilham 82% do transcriptoma com as CEEs. (13)

Elas sdo uma populacdo muito heterogénea, com distribuicio bimodal no que toca ao
tamanho— varia de 8 a 15 um, com uma média de 12 pm + 0,3 um. As células de menor
tamanho tendem a crescer em colonias e expressam os fatores de transcricio Oct-4, c-
Myc, Sox-2, Nanog, expressam os antigénios SSEA3, SSEA4, Tra-1-60, Tra-1-81 e
expressam também fosfatase alcalina. As células de maior tamanho sio, contrariamente as
mais pequenas, SSEA3 negativas, possuem uma morfologia fibroblastica e ndo expressam
nenhum dos marcadores de superficie nem fatores de transcricao tipicos das CEEs, que
lhes conferem pluripoténcia. Apesar de ainda nao se ter chegado a conclusao acerca de
qual a sua funcio especifica, pensa-se que elas tém um papel acessorio apoiando o

crescimento das CELAs SSEA3+. (13)

As CELAs apresentam igualmente heterogeneidade no que toca a sua forma, com células
fusiformes e redondas, cada uma possuindo propriedades distintas, com as CELAs
fusiformes a possuirem maiores capacidades neuroprotetoras, conforme evidenciado pela
sua analise imunohistoquimica. Especificamente, as CELAs fusiformes expressam na sua
superficie os marcadores celulares CD117, CD73, CD90 e CD105, enquanto que as CELAs
redondas nao expressam CD9o nem CD105. Além dos marcadores CD117 e CD73, a
presenca de CD9o e CD105 estd associada a um potencial de protecao cerebral fetal
superior, medido pela redugdo do tamanho da lesdo cerebral apos a inje¢ado de CELAs em

modelos animais de encefalopatia hipoxico-isquémica. (22)

A origem fetal das CELAs do primeiro trimestre foi confirmada em amostras fetais

masculinas através da presenca do gene SYR. (13)
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As CELAs CD117+ SSEA3+, partilham caracteristicas semelhantes as células germinativas
primitivas, expressando c-kit, FGF-8, Sox17, STELLA, DAZL, NANOS, VASA, SSEA1,
FRAGILIS, PUM2, o que suporta a teoria de que as CELAs terdo origem nas células

germinativas primitivas. (13)

Para além dos marcadores de pluripoténcia, as CELAs do primeiro trimestre também
expressam na sua superficie varios marcadores mesenquimais, nomeadamente, CD29,
CD44, CD73, CD9o, CD105 e CD166. (13, 16) As CELAs do primeiro trimestre possuem
uma baixa imunogenicidade, dado o HLA de classe I e de classe II ser muito baixo ou
mesmo negativo, o que permite que estas células sejam capazes de formar corpos

embrioides, mas sem o risco de formacao de teratomas. (13)

As CELAs do segundo e terceiro trimestres expressam Oct-4, mas nao Nanog nem Klf4.
Apesar de serem SSEA4+, nao expressam SSEA3, Tra-1-60, Tra-1-81 nem fosfatase
alcalina. Expressam igualmente um ntimero elevado de marcadores mesenquimais na sua
superficie, nomeadamente CD29, CD44, CD73, CDg9o, CD105, CxCR4, CD146, CD166,
CD184 e SDF-1. HLA de classe 1 é expresso em pequenas quantidades, mas o HLA de
classe 2 esta ausente. (13) As CELAs do segundo trimestre podem diferenciar-se em
células de qualquer uma das trés camadas germinativas embrionarias. (13,16) Contudo,
estudos demonstram que nao sdo capazes de formar corpos embrioides, a ndo ser que
sejam expostas a condicoes de cultura de CEEs, e nao dao origem a teratomas quando
injetadas em ratos imunocomprometidos. Estas observacoes sugerem que as CELAs do
segundo e terceiro trimestres tendem a diferenciarem-se mais em linhagens celulares com
origem na mesoderme, mas que mantém alguma plasticidade, semelhante a das CEEs, e
amplas caracteristicas multipotentes, quando comparadas com as CELAs do primeiro
trimestre. De modo semelhante as CELAs do primeiro trimestre, também tém origem
fetal, dado expressarem o gene SYR, e expressam marcadores migratoérios das células
germinativas primitivas, embora em niveis inferiores, o que mais uma vez reforca a teoria

anterior de que as CELAs tém origem nestas células germinativas primitivas. (13)

1.2.3 Isolamento e cultura

As CELAs podem ser isoladas a partir de amostras de LA em qualquer altura da gravidez
(8): 1) durante o segundo trimestre, através da amniocentese (13) — procedimento
invasivo de diagnostico pré-natal que consiste na colheita de uma pequena amostra de LA

através da puncao da bolsa amnio6tico, orientado por ecografia (16, 27) entre as 15 e as 20
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semanas de gestacao (21) -, que corresponde ao método preferencial de colheita de LA; 2)
durante o terceiro trimestre, através de amniorreducao (13) - consiste na aspiracao de um
determinado volume de LA (cerca de 1-5mL) com o objetivo de prolongar a gestacao em
casos de gravidas com diagnostico de polihidramnios grave, que apresentem sintomas
como dor de dificil controlo ou dificuldade respiratéria, por grande distensao uterina, e

que pode ser feita a partir das 28 semanas (28); 3) durante cesariana. (13)

Todavia, pensa-se que as CELAs isoladas no primeiro trimestre serao mais primitivas
(partilham 82% do transcriptoma com as CEEs, com maior probabilidade de terem origem
germinativa). Contudo, elas ndo estdo acessiveis para uso autoélogo. (13) Mas, as do
segundo e terceiro trimestres ainda manterao caracteristicas terapéuticas importantes.
(8,13)

A separacao das CELAs c-kit+ das CEMLAs numa mesma cultura pode ser conseguida
através de diversos protocolos, incluindo a imunoselec¢ao c-kit, ou colocando a amostra de
LA num meio de cultura que estimule a proliferacio de apenas uma das duas
subpopulagdes de células. Como hé estudos que comprovaram a existéncia de padroes
anormais de diferenciacio e de reagdes imunitarias pouco carateristicas nas células
isoladas através do protocolo de imunoselecao c-kit, protocolos que que niao usem esta

técnica de separacao sao preferiveis para serem usados na préatica clinica. (13,16)

De destacar, que quer as CELAs de roedores, quer as CELAs humanas colhidas mantém a

sua pluripoténcia ap6s cultura. (22)

1.2.4 Origem das CELAs

A sua origem nao estd completamente esclarecida. E possivel que tenham origem nos

tecidos extra-embrionarios, como a placenta, e posteriormente migrariam dai para o LA.

(13)

Todavia, as que expressam c-kit, poderdo ter a sua origem nas células germinativas
primitivas fetais, na crista neural e/ou células estaminais hematopoiéticas, uma vez que
todas estas expressam este recetor tirosina cinase durante o desenvolvimento embrionario

e fetal. (13,16)

A origem fetal das CELAs do primeiro trimestre foi confirmada em amostras fetais

masculinas através da presenca do gene SRY. (13)
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Pensa-se que as CELAs terdo origem nas membranas mesenquimais fetais e no
trofoblasto. Esta origem trofoblastica é suportada pelo facto de as CELAs produzirem

gonadotrofina corionica humana, progesterona e estrogénio. (8,16)

Também se pensa que poderao existir diferencas ao nivel do LA e da sua composicao entre
diferentes espécies. (13) Um exemplo disso, seria o facto de nos ratos haver a persisténcia
do saco vitelino (13), ao contrario do que acontece nos humanos, em que este desaparece
no final do primeiro trimestre (26), o que poderia influenciar a composicao do liquido
amniotico, pelo que os dados obtidos através do uso de CELAs com origem em ratos
teriam de ser confirmados primeiro com CELAs de origem humana antes do seu uso

clinico. (13)

1.2.5 Perfil de Seguranca

Nao foram reportados casos de desenvolvimento de teratomas ap6s injecao das CELAs em
ratos imunocomprometidos em estudos pré-clinicos. O grupo de Guillot testou o potencial
carcinogénico das CELAs e concluiu que apenas se formavam teratomas apdés uma
reprogramacao das CELAs em CEPis. (13, 30) Ja se sabe que isto é valido quer para as

CELAs de roedores como para as humanas. (13)

Pensa-se que as CELAs serao mais seguras do que usar células estaminais p6s-natais, uma
vez que as CEMs adultas se ficarem em cultura durante um longo periodo de tempo
comecam a apresentar erros na estabilidade genética e na sua capacidade de diferenciacao,
provavelmente por anomalias epigenéticas. Nos estudos feitos com as CELAs nao se
observaram alteracGes a nivel epigenético, pelo que se pode assumir que a sua cultura in

vitro é segura para uso clinico. (13)

11
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2. TRASCET

A TRASCET - Transamniotic Stem Cell Therapy — é um conceito terapéutico
relativamente recente, visto s6 a partir de 2014 haver registo de investigacoes
translacionais, sendo que até ao presente momento nao decorreram nem estao a decorrer

quaisquer ensaios clinicos. (10)

A TRASCET baseia-se no papel natural desempenhado por populacbes especificas de
células estaminais presentes naturalmente no LA ou no contexto de determinadas

anomalias congénitas. (10)

Do ponto de vista translacional, as CEMLAs sao as células estaminais mais vantajosas para
a TRASCET (10,23), uma vez que sao usadas no seu ambiente nativo, preferencialmente
de forma autéloga, sdo obtidas de forma rapida e através do método menos invasivo de
todos os métodos de recolha de células fetais - amniocentese — que pode, inclusive, estar ja

indicada para o diagnostico de anomalias congénitas. (10)

Sao amplamente conhecidas as caracteristicas anti-inflamatoérias e imunomodeladoras das
CEMs, existindo diversos estudos pré-clinicos e mesmo clinicos que comprovam o
beneficio das CEMs de diversas origens na reparagao e regeneracao tecidular num elevado
numero de patologias. (31,32) Porém, os mecanismos por detras da capacidade
regenerativa e anti-inflamatoria, bem como os mecanismos de migracdo mantém-se ainda

por determinar totalmente. (10,31)

A TRASCET baseia-se entdo na injecdo de CEMLAs na bolsa amniética, amplificando
desta forma o papel biol6gico destas células na reparacao tecidular fetal normal, visando
beneficio terapéutico através de uma abordagem minimamente invasiva de administragao
das células ao feto. (11,12,33,34,35) E expectivel que nos proximos anos sejam
desenvolvidos estudos que descrevam a presenca de outros tipos de células estaminais no
LA especificos da anomalia congénita diagnosticada, bem como o seu potencial em futuras

terapias autodlogas. (10)
Muito ainda falta esclarecer acerca dos mecanismos que regulam o trafego e o papel na

reparacgao e regeneracao tecidulares e na inflamacao e, consequentemente, ainda muito

pouca informacao se tem acerca da TRASCET. (10)

12
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O raciocinio por detras do uso da TRASCET no tratamento de anomalias congénitas cujo
defeito se encontra diretamente exposto ao LA baseia-se na ideia de que as CEMLAs
utilizadas na TRASCET, apo6s a sua injecao intraamniotica, migrariam diretamente da
bolsa amnioética para o local da lesdo. (10) Pensava-se que este seria o inico mecanismo de
trafego celular implicado na TRASCET, mas recentemente demonstrou-se que o trajeto via
circulagdo sanguinea é um componente essencial desta opcdao terapéutica. As células
migrariam para a placenta e a partir dai alcancariam a circulacio quer fetal quer materna,
incluindo a medula 6ssea fetal e mesmo locais de lesao materna. (10,34,36,37,38) Este
achado permite que anomalias congénitas que nao estejam diretamente expostas ao LA
possam beneficiar desta opcdo terapéutica, como é o caso da hérnia diagramaética
congénita. (36) O facto de as CEMLAs se dirigirem para a medula 6ssea fetal é de grande
importancia, uma vez que, tal como acontece com as CEMs da medula 6ssea em periodo
pos-natal, elas conseguem atingir qualquer area/zona do feto. Tal caracteristica expande

em muito o potencial terapéutico da TRASCET. (10)

Diversos estudos que avaliam a migracao das CEMLAs ap6s a TRASCET tém verificado
que os padroes migratorios variam de forma significativa, dependendo da existéncia ou
nao de uma anomalia congénita, bem como da anomalia em questdo. Mas ha um
denominador em comum em todos esses estudos, que é a placenta. Ela parece ser o centro
de onde partem todas as possiveis trajetérias migratorias das CEMLAs administradas,
funcionando como uma porta de entrada entre a bolsa amnidtica e as circulacoes fetal e
materna. (34,35) Tal s6 vem apoiar ainda mais a necessidade da realizacao de estudos que
permitam compreender qual o destino a longo prazo das CEMLAs, incluindo o seu destino
pos-natal. Tracy et al demonstraram a existéncia de migracao transmembranar entre as
membranas gestacionais e a placenta, que nao depende do gradiente de estimulos
quimiotaticos ou nutricionais. Perto do termo, observaram que o sentido desta migracao
tanto se fazia do amnio — cérion - placenta como vice-versa. Tal é sugestivo da hipotese de
o trafego das CEMs ser um componente normal do parto e, possivelmente, um
componente anormal do parto pré-termo. (34) Sabe-se que as CEMs expressam na sua
superficie moléculas de adesdo que facilitam a transmigracido através de barreiras
endoteliais, permitindo a migracao entre as circulacoes fetal e materna. E de especular que
de forma comparavel as CEMs consigam migrar através das membranas gestacionais e da

placenta. (35)
No estudo de Tracy et al em ratos Lewis saudaveis, nao foram detetadas CEMLAs em

nenhum local do neonato. Apenas ao 16° dia do periodo pos-natal foram identificadas.

Muito possivelmente, em estudos com fetos com anomalias congénitas esses resultados
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serdo diferentes. No entanto, tais resultados apoiam a possibilidade da TRASCET poder
ser aprovada para ensaios clinicos. (34) Permanece ainda por determinar qual o periodo

de viabilidade das CEMLAs que migram para os locais de lesao materna. (10)

Muito recentemente, a TRASCET tem entao surgido experimentalmente como um novo

paradigma no tratamento pré-natal de diversas anomalias congénitas. (11,12,32,33,39)

2.1 Aplicacoes Clinicas

A base biologica, o timing, a praticabilidade, a acessibilidade e a auséncia de questoes
éticas relacionadas com o uso das CEMLAs suportam a perspetiva de que a TRASCET
podera ter um grande impacto no tratamento perinatal de uma grande variedade de
anomalias congénitas. Dado este ser um conceito tdo recente, ainda muito pouca
informacdo plausivel existe acerca da sua aplicabilidade clinica, apenas existindo alguns
estudos pré-clinicos a avaliar a sua potencialidade terapéutica em algumas anomalias
congénitas, como é o caso do mielomeningocelo, da gastrosquise e da hérnia diafragmatica

congénita. (9,10,22)
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3. Objetivos

Com esta revisdo descritiva da literatura pretende-se descrever o estado atual da arte no
que concerne a aplicacdo terapéutica com células estaminais do liquido amniético no
tratamento de anomalias congénitas — TRASCET -, nomeadamente a sua aplicabilidade
nos defeitos do tubo neural — mielomeningocelo, incluindo a malformacao de Chiari II,
nos defeitos da parede - gastrosquise e nos defeitos diafragmaticos - hérnia diafragmatica

congénita.
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4. Material e Métodos

A presente dissertacao foi redigida apos recolha e selecao criteriosa da informacao de

artigos cientificos e de estudos publicados em revistas médicas indexadas.

A pesquisa bibliografica foi efetuada na lingua inglesa nas plataformas digitais PubMed e
Google Scholar, tendo por base as palavras-chave “Stem Cells”, “Amniotic Fluid”,
“Congenital Anomalies” e “TRASCET”, tendo sido selecionados artigos publicados entre
2015 e 2022. Foram incluidos também alguns artigos anteriores ao ano de 2015,
correspondentes a algumas referéncias bibliograficas dos artigos selecionados, por
conterem dados importantes relativos as caracteristicas das células estaminais do liquido
amniotico e resultados de estudos experimentais que avaliam as aplicabilidades

terapéuticas destas mesmas células.

Os dados epidemiolégicos foram retirados da Organizacdo Mundial da Satde, do Our
World In Data, do EUROCAT - Registo Europeu de Anomalias Congénitas, e do RENAC -

Registo Nacional de Anomalias Congénitas em Portugal.
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5. Resultados e Discussao

5.1 Defeitos do Tubo Neural

Os Defeitos do Tubo Neural (DTN) resultam de uma falha no encerramento do tubo
neural até ao vigésimo oitavo dia do desenvolvimento embrionario (10,23) e constituem
uma das anomalias congénitas mais frequentes. (10) O encerramento incompleto leva a
exposicao ambiental do neuroepitélio e, consequentemente, a sua degeneracao e ao défice

neuronal. (40)

Sao multifatoriais, contribuindo tanto para o seu desenvolvimento fatores genéticos como
fatores ambientais, como a deficiéncia de acido folico. (10,23) Esta descrito que a
suplementacao de, pelo menos, 0,4mg de acido fblico antes da concecdo e durante o
primeiro trimestre de gravidez reduz o risco de DTN em 70%. Contudo, Portugal ainda
regista uma incidéncia de 2.36 por cada 10000 nascimentos, segundo dados de 2016-2017.
(41) Os dados mais recentes revelam que, na Europa, o nimero total de casos registados
com DTN foi de 11.61 casos por cada 10000 nascimentos, sendo que desses, 5.32

correspondiam a espinha bifida. (42)

A espinha bifida é o tipo de DTN compativel com a vida mais frequente. (10,23) A forma
mais comum, mas também a mais grave, € o mielomeningocelo (MMC), que resulta da
auséncia do encerramento dos arcos posteriores da coluna vertebral, com consequente

protusao medular e das meninges. (10,43,44)

E grande causa de morbilidade, uma vez que leva a perda das funcées sensoriomotoras das
extremidades inferiores, deformacoes do esqueleto, incontinéncia urinaria e fecal,
cardiomegalia, hidrocefalia e malformacao de Chiari II. (2,8,22,45) O nao encerramento
do tubo neural leva a exposi¢do da medula espinhal ao ambiente intrauterino (primeiro
hit). A medula espinhal fica entao exposta a trauma quimico e mecanico pela exposicao ao
LA, o que leva a sua destruicdo in titero (segundo hit), com consequente lesdo neurologica
irreversivel. E este segundo hit o mecanismo clinicamente mais relevante para a lesdo

neurologica. (8,10,12,23,45)
Até a data, o tratamento standard do MMC corresponde ao encerramento cirargico pos-

natal, que pretende prevenir danos adicionais ao sistema nervoso central, mas nao

permite reparar a lesao neurologica ja presente. (2,23)
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Teoricamente, intervengdes in utero poderiam prevenir o trauma provocado pela
exposicao da medula espinhal ao LA (segundo hit), mas nao o primeiro hit. (8,45) Um
ensaio clinico randomizado prospetivo acerca do tratamento cirtrgico do MMC -
Management of Myelomeningocele Study- demonstrou que a cirurgia pré-natal feita
antes da 26° semana de gestacdo (mas nunca antes da segunda metade do segundo
trimestre de gestacdo, o que ja é relativamente tarde no processo fisiopatologico dos
DTN), apesar de nao ser curativa, pode melhorar o outcome fetal, comparativamente com
a cirurgia pos-natal. Contudo, nao est4 indicada na maioria dos casos, nem ¢ isenta de
riscos, quer para o feto, quer para a mae, sendo o risco de parto pré-termo a complicacao
mais evidente. (8,10,12,22,23,45,46) Conclui-se, entao, que os beneficios tanto da cirurgia
pré-natal como da pdés-natal sdao ainda bastante modestos, existindo, por isso, necessidade
de encontrar uma alternativa pratica e inovadora, capaz de ser realizada no inicio da
gestacdo, acessivel a todos, minimamente invasiva e que permita um melhor outcome
clinico. (8,10,12,22,23,46) A TRASCET pode ser uma opg¢ao ja que parece ir ao encontro

desses mesmos requisitos. (10,39,45)

5.1.1 Resultados Terapéuticos

Diogini et al administraram a ratos Sprague-Dawley fémea durante a gestacdo acido
retinbico, de forma a induzir MMC. Ao 17° dia de gestacao, transferiram CEMLAs de ratos
da mesma espécie, colhidas ao 21° dia de gestacdo, para a bolsa amniotica. Tal resultou
num coverage parcial ou completo do defeito, por uma pele rudimentar, com escassez de
anexos na analise histologica. (9,12,23) 29% apresentavam um coverage completo da
lesdo, com isolamento total da medula espinhal exposta ao LA. (23) A anélise
imunohistoquimica permitiu identificar, em 83% dos fetos tratados com TRASCET,
CEMLAs administradas, organizadas em clusters, sugestivos de clonalidade,
preferencialmente localizados nas estruturas 6sseas proximas do defeito. Algumas foram
identificadas ainda no tecido subcutianeo e, muito escassamente, no tecido neuronal. As
CEMLASs pareciam ser menos abundantes nos defeitos com coverage completa do que nos

com parcial, apesar de tal nao ter sido possivel quantificar. (23)

No estudo conduzido por Abe et al, foram criados laboratorialmente modelos de MMC
através da exposicao de ratos Sprague-Dawley fémea em periodo gestacional a acido
retindico. Posteriormente, injetou-se, em cada bolsa amniética, CELAs CD117+ humanas,
ao 17° dia de gestacao, provenientes de mulheres gravidas, recolhidas por amniocentese

entre as 15-17 semanas de gestacdo. As CELAs injetadas na bolsa amni6tica de modelos de

18



Uso de Células Estaminais do Liquido Amni6tico no Tratamento de Anomalias Congénitas

fetos de ratos com MMC demostraram ter especial afinidade pela medula espinhal
exposta, reduzindo a lesdo neural, através da reducao da neurodegeneracao e astrogliose, e
promovendo a regeneracgiao neuronal. Este estudo provou que as CELAs atuavam através
de dois mecanismos distintos — coverage direto do defeito e secrecio do fator de
crescimento do hepatécito (FCH). As dimensoes cranio-caudal e lateral bem como a area
do MMC, comparativamente com o grupo que nao recebeu o tratamento com as CELAs,
foram reduzidas significativamente. A analise histolégica dos diferentes cortes seccionais
transversais da medula espinhal revelou um aumento destas sec¢bes, comparativamente
ao grupo que nao recebeu o tratamento com as CELAs. Estes resultados indicam que as
CELAs promovem o coverage do MMC e protegem a medula espinhal exposta. Nos
diferentes cortes da medula espinhal tingiu-se com coloragao especifica a Tubulina-BIII,
um marcador precoce de neurogénese, para avaliacio da lesdo neuronal, tendo-se
verificado um aumento significativo deste marcador apos o tratamento com as CELAs.
Para além da Tubulina-BIII, também foi tingido GFAP, de forma a investigar a presenca de
astrogliose. O que se verificou foi uma diminuicao do racio de areas GFAP positivas/areas
Tubulina-BIII positivas apds o tratamento com as CELAs. Estes resultados sugerem que as
CELAs reduzem a astrogliose e induzem a neurogénese no local da lesao, protegendo,
assim, as células neuronais. Foi analisada a expressio de diversos marcadores
inflamatorios, uma vez que a inflamacao causada pela exposi¢do da medula espinhal a
trauma quimico e mecanico por parte do LA se trata do mecanismo responsavel pelo
segundo hit. A exposicdo ao acido retindico aumentou significativamente os niveis de
MCP-1, de IL-6, de TNF-a e de COX-2, sendo que esta resposta inflamatéria seria
atenuada com o tratamento com CELAs, especialmente os niveis de MCP-1 e COX-2. (45)
Estudos prévios sugerem a hipotese de que a expressdo de Tubulina-BIII na camada
muscular da bexiga estd diminuida ap6s exposicdo ao acido retindico. (45,47,48) No
estudo de Abe et al, verificou-se que apds o tratamento com as CELAs, os niveis de
Tubulina-BIII nas fibras nervosas vesicais aumentaram. (45) Este resultado sugere que a
TRASCET reduz o dano neuronal na camada muscular da bexiga (45), atendendo-se ao
facto de que a disfungao vesical é uma das complicacoes do MMC. Os autores verificaram,
apos a injecao das CELAs nas bolsas amniéticas, o aparecimento de uma camada de pele
rudimentar a cobrir o defeito. Também verificaram que a expressaio de CXCL12 se
encontrava ligeiramente aumentada na superficie da medula espinhal exposta apo6s a
inducao fetal de MMC e marcadamente aumentada ap6s o tratamento com as CELAs. Isto
sugere que as CELAs se acumulam no local de lesao através da via sinalizadora CXCL12,
que é produzido sobretudo por estas células estaminais que migraram para o local do
defeito. Também se verificou que algumas das CELAs que se acumularam no local de lesao

eram positivas para os marcadores STEM121 e citoqueratina (um dos principais
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componentes da epiderme), enquanto outras eram apenas positivas para STEM121. Para
além disso, os niveis de FCH encontravam-se significativamente aumentados apo6s a
TRASCET, sendo que a analise por imunofluorescéncia revelou que algumas das CELAs
eram positivas para STEM121 e FCH. Adicionalmente, verificou-se também que no grupo
tratado com CELAs existia uma sobreexpressao do recetor fosforilado do FCH — p-Met.
Estes dados sugerem que algumas das CELAs injetadas nas bolsas amnioticas se
diferenciam diretamente em células neoepiteliais, que cobrem o defeito, protegendo a
medula espinhal do segundo hit, enquanto outras CELAs permanecem indiferenciadas e
produzem FCH, que contribui para a supressdo da inflamac¢ao e promove a protecio e a
regeneracao neuronal. Concluiu-se também que nem todas as CELAs injetadas nas bolas
amnidticas migraram para o local de lesdao. Estas células foram colhidas no 21° dia de
gestacdo e analisadas, revelando, as do grupo tratado com TRASCET, quer positividade
quer negatividade para o marcador STEM121, e as do grupo de controlo, apenas
negatividade para este marcador. Praticamente todas as CELAs CD117+ obtidas entre os
dias 19° e 21° de gestacdo expressavam o marcador STEM121, sugestivo de que estas
células teriam origem nas CELAs injetadas ao 17° dia de gestacdo. Analisaram-se
igualmente os niveis de FCH ao 17° dia de gestacao (antes da inje¢do das CELAs), ao 19°
dia (48 horas ap6s a injecao) e ao 21° dia (96 horas apos a injecao), tendo se verificado
que os niveis deste mediador paracrino aumentaram significativamente ap6s a TRASCET,
de uma forma tempo-dependente. Estes dados sugerem que as CELAs injetadas nas bolsas

amnioticas ao 17° dia de gestacao se integraram no LA dos roedores e produziram FCH.

(45)

Shieh et al testaram a eficAcia da TRASCET em modelos de espinha bifida em coelhos New
Zealand criados cirurgicamente ao 22°/23° dia de gestacao, através de uma laminectomia
lombar que exp0s a medula espinhal. Em seguida, foram administradas CEMLAs de
coelhos da mesma espécie através injecOes intraplasmaticas nas bolsas amniéticas, com
uma concentracio de CEMLAs 60 vezes superior a administrada nos estudos
experimentais em modelos roedores. Constatou-se que, dos sobreviventes com espinha
bifida, uma percentagem significativa (50%) apresentava um coverage parcial da lesdo,
comparativamente aos grupos nao tratados com TRASCET. Esse coverage consistia,
semelhante ao estudo de Diogini et al, numa nova camada de pele rudimentar, com
escassez/auséncia de anexos, que se comecava a formar a partir das extremidades do
defeito. Técnicas de imunohistoquimica permitiram identificar as CEMLAs injetadas

dispersas e ndo contidas na camada de pele formada. (12)
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Dionigi et al analisaram o impacto na TRASCET na malformacao de Chiari-II, quase
sempre universalmente associada ao MMC. Ao 17° dia de gestacdo, foram administradas
injecoes intraamnioticas de CEMLAs de ratos da mesma espécie (colhidas 21° dia de
gestacdo) em modelos de espinha bifida criados em laboratério, através da exposicdo de
ratos Sprague-Dawley fémea a acido retindico. Como ja era expectavel, pelo estudo
anterior de Diogini et al, verificou-se um coverage parcial/total do defeito apenas no
grupo tratado com TRASCET, com as mesmas carateristicas histolégicas verificadas no
estudo prévio realizado por este grupo, bem como uma organizacao das CEMLAs injetadas
em clusters, localizadas preferencialmente nas estruturas 6sseas proximas do defeito. A
analise imunohistoquimica permitiu identificar as CEMLAs injetadas em 71% dos fetos
tratados com TRASCET. Relativamente ao deslocamento do tronco cefalico, verificaram-
se diferencas significativas entre o grupo tratado com TRASCET e o ndo tratado, com o
grupo nao tratado a apresentar um maior deslocamento caudal. Igualmente, também se
verificaram diferencas ao nivel do deslocamento do cerebelo, apesar de mais discretas,
com o grupo nao tratado com um maior grau de deslocamento. Estes dados sdo sugestivos
de que a TRASCET, apesar de nao reverter totalmente, é capaz de atenuar a malformacao
de Chiari-II. (39)

5.1.2 Discussao

Ja havia sido comprovado em estudos prévios o papel bioloégico fundamental das CELAs
na regeneracao tecidular fetal. Porém, permanecia ainda a questdo se a injecao
intraamniotica de CELAs era capaz de estimular a regeneracao tecidular em fetos com

anomalias congénitas. (23)

De facto, as CELAs injetadas nas bolsas amnitticas de ratos fémea tendem a migrar
preferencialmente para os locais de lesdao, em modelos fetais de MMC criados em
laboratério. (23,45,49) Esta migracdo parece ser o primeiro passo no tratamento. Com
base nos estudos de Garcia et al, de Sun et al e de Yang et al, acredita-se que as CELAs
migram para a zona de lesao devido a libertacao de citoninas inflamatérias pela medula
espinhal exposta que ativam a via sinalizadora CXCL12/CXCR4. (45,50,51,52) Por sua vez,
as CELAs que ai se acumulam passariam a produzir CXCL12 que contribuiria para uma
ainda maior acumulacao de CELAs. Uma vez ai, estas células parecem aderir a superficie
da medula espinhal e diferenciarem-se em células neoepiteliais, cobrindo a medula
espinhal exposta, e promovendo o crescimento da epiderme através de medidores

paracrinos produzidos pelas proprias CELAs. Isto levaria a protecao do segundo hit. (45)

21



Uso de Células Estaminais do Liquido Amniético no Tratamento de Anomalias Congénitas

Estes resultados suportam os estudos prévios de Fukutake et al, Sun et al e Yoon et al que
demonstraram que as CELAs por si s6 e através do seu secretoma eram capazes de
acelerar a cicatrizacao através da estimulacao da re-epitelizacdo num modelo de ferida em
ratos da estirpe BALB/c, bem como apoiam a descoberta de Sun et al de que as CELAs
seriam capazes de se diferenciarem em queratinocitos em diferentes estadios de

maturacao e, assim, promoverem a cicatrizagao celular. (45,50,53,54)

De facto, ja tinham sido feitos estudos em foi comprovado que CELAs CDi117+ se
conseguem diferenciar em células progenitoras neuronais in vitro, quando estimuladas
pelo inibidor da proteina cinase GSK3- 8, SB21676, conforme medido pelo marcador

neuronal progenitor, Nestina. (22)

Abe et al identificaram que no seu estudo, quer as CELAs que migraram para o local do
defeito, quer as que passaram a integrar o LA, produziam FCH. (45) Ja De Coppi et al e
Trounson tinham reportado uma producdo de FCH pelas CELAs nos seus estudos.
(16,20,55) O FCH é um potente fator mitogénico para os hepatocitos adultos, para além de
que estimula a angiogénese, reduz a inflamacao, melhora a microcirculagio, atua como
um fator neurotréfico para inimeros tipos de neurénios e exerce um efeito neuroprotetor
na isquemia cerebral, na esclerose lateral amiotréfica e na lesdo da medula espinhal.
(9,45) Abe et al concluiram que o FCH secretado pelas CELAs CD117+ reduziu o dano
neuronal e a astrogliose (reacao inflamatoria neuronal que se deve a trauma/lesao neural),
protegendo do segundo hit. Para além disso, com o uso da Tubulina-BIII, que representa o
mais precoce marcador de neurogénese, conclui-se que a TRASCET ¢é capaz de induzir a

neurogénese num modelo de MMC fetal através da secrecao de FCH. (45)

Notavelmente, no estudo de Abe et al um pequeno namero de fetos com MMC no grupo de
controlo apresentava algum coverage do defeito, ainda que limitado e incompleto, mesmo
sem administracao de CELAs. Este achado apoia a ideia de que a atividade biologica
intrinseca das CELAs constitui o principal mecanismo por detras do coverage do defeito
desencadeado pela TRASCET, que representa simplesmente um aumento dessa atividade
natural através da administracio de CELAs em nimero bastante superior, porque, de
facto as CELAs intrinsecamente sdo capazes de cobrir o defeito. Contudo, o seu grau de
coverage ¢é limitado pelo pequeno numero de células existentes naturalmente no LA.
(9,10,45) A TRASCET, ao administrar multiplas injecGes intraamniéticas de CELAs, e em

quantidades maiores, permitiria, em teoria, um coverage total do defeito. (10)
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No estudo de Dionigi et al, ficou demonstrado que as CEMLAs migraram
preferencialmente para as estruturas osseas proximas do defeito. Porém, apesar do
modelo roedor ser o ideal para expor o mecaniscismo da TRASCET, nao foi possivel
esclarecer o porqué das CEMLAs revelarem especial preferéncia pelas estruturas 6sseas,
nem o porqué de os arcos vertebrais afetados pelo defeito ndo serem as tinicas zonas para
as quais houve migracao das CEMLAs. Para além disso, também nao foi possivel explicar o
porqué da densidade de CEMLAs injetadas aparentar ser inferior nos defeitos com

coverage completa, relativamente aos com coverage parcial. (23)

Lazow et al, com base nos resultados de Dionigi et al, colocou a hip6tese de que a medula
Ossea tem um papel fundamental na resposta do hospedeiro a TRASCET, no contexto de
espinha bifida. Estd largamente demonstrado que a importancia da medula 6ssea na
reparacao tecidular se prende com a sua populacao de CEMs, que secreta diversos fatores
paracrinos que promovem a cicatrizacdo, a angiogénese e a imunomodelacdo. Os
resultados deste estudo mostraram uma diminuicao dos fatores paracrinos, secrecao de
FGF-2 e EGF, no local do defeito em fetos com coverage da espinha bifida,
comparativamente com aqueles sem qualquer coverage. Isto parece sugerir uma
regulacao por feedback negativo da atividade paracrina local a medida que o defeito vai
sendo coberto por uma camada de pele. Estes resultados estdo de acordo com a literatura.
E, apesar de esta associacao entre a diminuicao da secrecdo FGF-2 e EGF e o coverage do
defeito nao represente uma prova definitiva dos processos mecanicistas da TRASCET, de
facto fornece importantes pistas no que toca ao mecanicismo desta nova opcao
terapéutica, servindo de base para investigacoes futuras. Lazow et al demostraram
também uma diminui¢do da expressao de TGFB-1 na medula 6ssea com o coverage da
lesdo, de forma similar ao que se verificou com a atividade paracrina no local do defeito.
Igualmente, verificaram uma diminuicao da expressao de CD45 a medida que o defeito ia
sendo coberto pela nova camada de pele. O CD45 é um marcador expresso pelas células
estaminais hematopoiéticas (CEHs), que nao esta presente nas CEMs. Tais resultados
parecem indicar um shift no balanco de CEHs e CEMs na medula 6ssea. De facto,
demonstrou-se que o coverage do defeito estava associado a um predominio relativo de
CEMs, o que corrobora uma vez mais o papel da medula 6ssea na formacao da camada de
pele que cobrira o defeito. Neste estudo verificaram-se diferencas significativas nos fatores
paracrinos e na expressao de marcadores de clonalidade das CEMs, na medula 6ssea,
entre os diferentes grupos com DTN e que receberam tratamento e o grupo como DTN
usado como referéncia. Est4 descrito em varios estudos prévios que tal reflete apenas os
efeitos bioldgicos do uso de acido retindico na medula 6ssea e no desenvolvimento 6sseo.

Porém, nao se pode colocar de parte a hipotese de que estes resultados reflitam apenas
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uma reposta reflexa das medulas 6sseas ao DTN nos fetos de todos os grupos. Apesar das
limitacGes deste estudo, nomeadamente, a divisdo de defeito em dois hemidefeitos, o
estudo de Lazow et al suporta de facto a hipotese de que o coverage do DTN induzido pela
TRASCET se deve a atividade da medula 6ssea, através da amplificacdo de um fenémeno

que ocorre naturalmente. (32)

O uso do modelo de MMC fetal em ratos tem algumas limita¢ées, nomeadamente o curto
periodo de gestacao, o curto espaco de tempo desde a injecao intramaniotica das CELAs e
a morte, que nao permite inferir se caso se tivessem administrado as CELAs mais
precocemente ou repetidamente, os efeitos da TRASCET poderiam ter sido mais
pronunciados, e o facto dos fetos com MMC morrerem logo apés o nascimento, nao
permitindo estudar o verdadeiro impacto da TRASCET a longo prazo no que toca a
disfuncao motora. Tal implica a realizacao de novos estudos em moldes semelhantes em
animais mais complexos, com gestacoes mais longas para se poderem estudar estas

caracteristicas. (10,23,45)

O estudo de Shieh et al, utilizando um modelo de MMC fetal em coelhos constitui o passo
sequencial na analise pré-clinica do impacto da TRASCET, uma vez que o volume do LA
presente na bolsa amniética de coelhos fémea em periodo gestacional é multiplas vezes
superior ao encontrado em ratos. No entanto, também este modelo nao é isento de
limitacoes. O DTN tem de ser criado cirurgicamente em periodo relativamente avancado
da gestacao, o que leva a que o periodo de gestacao se torne demasiado curto para permitir
maximizar os efeitos da TRASCET. De facto, apesar de se ter verificado um coverage da
lesdao no grupo tratado com TRASCET, esse coverage foi apenas parcial, contrariamente
ao verificado no estudo com o modelo de MMC fetal em ratos, em que se verificaram
coverages parciais e totais. Para além disso, neste modelo a injecao intramnio6tica das
CELAs deu-se no momento da criacao do defeito, em oposicao com o modelo em ratos, em

que as CELAs foram injetadas algum tempo ap6s a inducdo do DTN com &cido retinoéico.

(12)
O proximo passo na investigacao devera passar pela realizacdo dum estudo nos mesmos

moldes, mas em animais da raca ovina, antes de se poder pensar em ensaios clinicos.

(10,12)
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Uma das principais complicacoes do MMC é a malformagao de Chiari-II. Esta condigao
pertence ao espetro de anomalias congénitas do rombencéfalo, caracterizando-se pela
descida do vermis cerebeloso, do tronco cerebral e do quarto ventriculo, através do
foramen magno. Raramente é reportada isoladamente, sem estar a associada ao MMC. Na
maioria dos casos, a malformacdo de Chiari-II complica-se com hidrocefalia, causa de

grande morbilidade e mortalidade em criancgas com espinha bifida. (39)

Em 1950, Cameron propds a teoria, posteriormente confirmada, de que a herniacdo do
rombencéfalo ocorre devido as diferencas de pressao resultantes do vazamento do liquido
cefalorraquidiano (LCR) para a bolsa amniotica, através do DTN, resultando disto uma
forca descendente que atua sobre as estruturas da fossa posterior. Adicionalmente, a
herniacao do rombencéfalo conduz a uma obstrugdo do quarto ventriculo, impedindo o
normal fluxo de LCR, obrigando a sua circulacao pelo canal medular, desde o DTN até a
bolsa amniética. A medida que a gestacio avanca, a herniacio agrava-se, acabando por
obstruir igualmente o fluxo de LCR do quarto ventriculo para os foramens de Magendie e

de Luschka, conduzindo necessariamente a hidrocefalia. (39)

A cirurgia fetal reduz a frequéncia e a gravidade da malformacao de Chiari-II, uma vez que
ao reparar o DTN, impede o vazamento de LCR. Todavia, como ja foi referido
anteriormente, a cirurgia nao esta indicada na maioria dos casos, nem é isenta de riscos.

(39)

Quanto a alternativa terapéutica TRASCET, os resultados do estudo de Diogini et al
sugerem que o tratamento com CELAs, apesar de nao reverter completamente a
malformacdo de Chiari-II, minimiza as suas consequéncias, por levar ao coverage do

MMC e, consequentemente, impedir o vazamento de LCR. (10,39)

No modelo de MMC de acido retinbico usado neste estudo, apesar dos fetos apresentarem
malformacdo de Chiari-II, nao se identificou hidrocefalia em nenhum. Véarias teorias
foram levantadas para explicar este facto. Uma das teorias propostas assume que a
auséncia de hidrocefalia se deve a nao rotacao ventral no rombencéfalo nos roedores,
enquanto que outros assumem que a hidrocefalia é tempo-dependente e, sendo o periodo
de gestacao nos roedores bastante curto e a taxa de sobrevivéncia a curto prazo apos o

nascimento também bastante curta, ndo permite o desenvolvimento de hidrocefalia. (39)

De facto, o tempo foi um fator limitante inerente a este estudo, assim como ja se havia

verificado nos restantes estudos apresentados. Nao sé o periodo gestacional dos roedores
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é bastante curto, como também o tratamento com TRASCET s6 pode ser efetuado com
taxas de sobrevivéncia elevadas ao 17° dia de gestacao, restando apenas menos de uma
semana entre o tratamento e a eutanasia. E impossivel ndo especular que o efeito da
TRASCET poderia ter sido ainda mais pronunciado caso as injecoes intraamniodticas de

CELAs pudessem ter sido feitas mais cedo e/ou administradas mais do que uma vez.

(23,39,45)

Apesar de todas as limitacoes, € inerente a todos os estudos mencionados que a TRASCET
parece ser uma alternativa terapéutica futura valida, pratica e com resultados promissores

para o tratamento da espinha bifida e das suas complicacoes. (12,23,39,45)

Adicionalmente, de referir que ja se comprovou a existéncia de outra subpopulacao de
células estaminais no LA - células de fen6tipo neural, mais indiferenciadas e primitivas,
que aparecem no LA em contexto de DTN - e que, em teoria, poderiam auxiliar no
diagnoéstico dessas anomalias. (10,56) Os dois estudos publicados por Pennington et al
sugerem que este subtipo de células estaminais tém um valor diagnostico para os DTN,

para além do seu potencial terapéutico. (10,57,58)

Turner et al conseguiram isolar CELAs “do tipo neural” no LA na presenca de DTN.
Posteriormente, transplantaram-nas em fetos roedores com espinha bifida induzida
laboratorialmente, tendo concluido que estas migravam preferencialmente para o local do

defeito. (13,59)

Apesar de ainda nao existirem estudos que demonstrem se este subtipo de CELAs tem
impacto clinico na reparacdo do defeito, elas parecem ser candidatas naturais para a
TRASCET, uma vez que tal como as restantes CELAs, seriam colhidas a partir de
amniocentese, expandidas ex wvivo, e seriam administradas através de injecoes

intraplasmaticas, juntamente com as restantes CELAs. (13)

De ressalvar que embora possam existir preocupacoes relativamente a viabilidade do uso
de CELAs de fetos com anomalias congénitas comparativamente com o uso de CELAs de
fetos normais, sem quaisquer malformacoes, existem ja estudos que comprovam existir
potencial a nivel terapéutico e que demostraram nao existir diferencas ao nivel do

crescimento/proliferacao celular, quando comparados estes dois tipos de CELAs. (22)
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5.2 Defeitos Diafragmaticos

A hérnia diafragmatica congénita (HDC) é uma anomalia congénita que se caracteriza por
um defeito no diafragma que leva a herniacdo das visceras abdominais para a cavidade
toracica, impedindo o normal desenvolvimento dos pulmoes, e conduzindo,
consequentemente, a hipoplasia pulmonar. (2,43,60,61) O defeito diafragmatico mais
comum é o posterolateral — de Bochdalek — e ocorre maioritariamente a esquerda.

(43,60,61)

A sua incidéncia na Europa é de 3.2 casos por cada 10000 nascimentos, segundo dados

relativos a 2019. (42)

A sua etiologia permanece ainda por ser totalmente esclarecida, porém é considerada
multifatorial, com diversos fatores genéticos associados a exposicdo ambiental e
deficiéncias nutricionais a serem propostos como possiveis etiologias. A HDC pode ser
uma anomalia isolada ou fazer parte de um sindrome genético, associado a outras

anomalias. (60,61)

A sua fisiopatologia resulta da associacao de hipoplasia pulmonar com vasorreatividade
pulmonar anormal, hipertensdo pulmonar persistente do recém-nascido (HPPN) e

disfuncao ventricular. (60,61)

Com o avanco das técnicas de diagnostico pré-natal, cerca de dois tercos dos casos de HDC
sao detetados durante o periodo pré-natal, por ecografia fetal por volta das 18-20 semanas

de gestacao. (2,61)

A gestdo imediata do RN inclui descompressao intestinal, evitar ventilacdo com Ambu, e
entubacdo com tubo endotraqueal, se necessario. O foco principal inclui a ventilacao,
monotorizacdo hemodinamica e tratamento da hipertensao pulmonar com 6xido nitrico,
seguido de cirurgia, que parece ser a Unica esperanca de sobrevivéncia destas criangas
atualmente. A oxigenacao por membrana extracorporal (ECMO) sera opcao em fetos com
HDC e > 34 semanas de gestagdo ou com peso >2 kg, sem outras anomalias major letais,

apos a faléncia do tratamento médico convencional. (60)

A cirurgia para a reducdo do contetdo herniado com reparacao do defeito diafragmatico
tem beneficios a longo prazo, por permitir a expansdo pulmonar, mas tem poucos
beneficios imediatos para o RN. A hipertensdo pulmonar raramente resolve apenas com a

reparacdo da hérnia. Alids, a prépria cirurgia pode induzir crises hipertensivas
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pulmonares, dado o stress gerado nos RNs com doenca mais severa, podendo mesmo levar

a complicacoes hemorragicas graves nos pacientes a fazerem ECMO. (60)

Para os RNs que nao necessitam de ECMO, a cirurgia deve ser feita nunca antes das 48-72
h ap6s o nascimento, dado que se sup6e que a vasculatura pulmonar destas criancas nao
se encontra comprometida a ponto de representar um risco significativo de
descompensacao peri ou poés-operatéria. Quando o RN requer ECMO, existem trés
abordagens que podem ser adotadas: reparacao precoce, imediatamente apos o inicio da
ECMO (normalmente <72 h), reparagao retardada, considerada como a tltima esperanca

no cenario de incapacidade de desmamar a ECMO, e reparacao p6s decanulacio. (60)

Apesar dos avancgos no tratamento médico e cirargico da HDC, a taxa de mortalidade
neonatal permanece elevada (30%) (43), assim como a taxa de morbilidade, e o tempo de
internamento destas criancas é bastante prolongado, exigindo uma abordagem

multidisciplinar e acompanhamento médico apos a alta hospitalar. (60)

5.2.1 Resultados Terapéuticos

Chalphin et al avaliaram o impacto da TRASCET na HDC num modelo experimental de
HDC em ratos Sprague-Dawley. Ao 9° dia de gestacao foi administrado nitrofeno aos ratos
fémea de forma a induzir HDC. Ao 17° dia gestacional, foram administradas injecoes
intraamnioticas contendo CEMLAs de ratos Lewis normais colhidas ao 21° dia de

gestacao. (36)

O grupo que recebeu as inje¢oes com CEMLAs mostrava uma diminuic¢do da expressao do
FGF-10 e do VEGF-A, comparativamente com os grupos que nao foram tratados com
TRASCET, enquanto a expressdo da SPC se encontrava significativamente aumentada no
grupo que recebeu as CEMLAs, comparativamente com o grupo que nao recebeu qualquer
tratamento. A medicdo dos niveis FGF-10, VEGF-A e SPC no pulmao ipsilateral ou no

pulmao contralateral a hérnia ndo demonstrou resultados muito dispares. (36)

5.2.2 Discussao

Nos tltimos anos, tem sido bastante estudado o impacto do uso de CEMLAs na indugao do

desenvolvimento pulmonar como tratamento da hipoplasia pulmonar causada pela HDC.
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Dado a conhecida associacdo entre oligohidramnios e a hipoplasia pulmonar, colocou-se a
hipotese de que de facto as CEMLAs poderiam secretar fatores de crescimento que
provessem o desenvolvimento vis-a-vis com mediadores paracrinos e/ou exossomas. (2)
Pederiva et al, Di Bernardo et al e Pozzobon et al tinham jA comprovado com os seus
estudos a capacidade regenerativa pulmonar das CELAs em modelos de HDC. (62,63,64)
O estudo de Di Bernardo et al demostrou que CEMLAs administradas num modelo roedor
de HDC com hipoplasia fetal foram capazes de estimular e aumentar a ramificacao das

vias aéreas e a maturacao epitelial do pulmao. (63)

O estudo de Chalphin et al demonstrou principalmente que a TRASCET tem impacto no

desenvolvimento pulmonar. (36)

Estudos prévios acerca da expressao da proteina VEGF-A em modelos de HDC induzidos
por nitrofeno revelaram resultados dispares. (36) Nos estudos de Chang et al e de Hara et
al, a expressao de VEGF-A no seu global encontrava-se diminuida, enquanto que o estudo
de Oue et al demonstrou um aumento da sua expressao. (36,65,66,67) O VEGF-A é
necessario para a sobrevivéncia embrionaria, desempenhando um papel essencial no
desenvolvimento vascular e parénquima pulmonar, por promover a angiogénese, a
migracdo e proliferacdao celular e a permeabilidade vascular. (66) O VEGF-A vai sendo
sujeito a splicing alternativo, originando diversas isoformas, que atuam de forma diferente
na angiogénese, podendo induzi-la ou inibi-la, devendo ter-se tal em conta aquando da
escolha do método de PCR utilizado, para que os resultados obtidos sejam fidedignos.
Apesar de este estudo ter revelado uma diferenca significativa da expressao da proteina
VEGF-A entre o grupo tratado com TRASCET e os grupos nao tratados, dada a grande
complexidade desta molécula, o significado destes resultados ainda nao esti totalmente

esclarecido. (36)

Para além do VEFG-A, também o FGF-10 desempenha um papel fulcral no
desenvolvimento pulmonar, nomeadamente na ramificacao das vias aéreas. (36) Teramoto
et al conduziram um estudo em que expuseram igualmente ratos fémea em periodo
gestacional a nitrofeno, com o objetivo de induzir HDC, e mediram os niveis de expressao
de FGF-10, tendo verificado uma diminuicdo do mesmo. Verificaram igualmente nao
existirem diferencas na expressao de FGF-10 entre os grupos de controlo e os grupos de
fetos expostos a nitrofeno mas que nao desenvolveram HDC. (68) Estes resultados
apontam para que a diminui¢do da expressao FGF-10 seja principalmente dependente da
existéncia de HCD. Tal como VEGF-A, a expressao de FGF-10 encontra-se igualmente

diminuida no grupo tratado com TRASCET comparativamente com os restantes grupos
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nao tratados. No entanto, ao contrario do que acontece com o aumento da expressao do
FGF-10, em que existem estudos a ligar este aumento a metaplasia das células
caliciformes, compromisso do desenvolvimento do broto pulmonar e captura de células
progenitoras, ainda nao se conhece o impacto clinico da diminuicao da expressao do FGF-
10. (36)

SPC é um marcador da maturacio dos pneumécitos tipo-II. A deficiéncia de surfactante ja
foi demonstrada em fetos de ratos expostos a nitrofeno e RNs humanos com HDC. Os
resultados do estudo de Chalphin et al demonstraram um aumento da expressao de SCP
no grupo tratado com TRASCET, comparativamente com grupo que nao recebeu qualquer
tratamento. Apesar de estes dados serem bastante positivos, nao se pode descartar a opcao
de que a expressdo aumentada de SCP se possa dever ao simples facto de os dados serem

insuficientes. (36)

Naturalmente, todos estes resultados tém de ser considerados a luz das limitacGes deste
estudo. Apesar de o modelo de HDC induzido por nitrofeno ser o mais representativo de
HDC humana, nao consegue reproduzir a 100% a doenca clinica. Para além disso, é dificil
controlar o tamanho do defeito diafragmatico, que se sabe que é um fator preditor da sua
gravidade clinica. E, como j4 seria expectavel, ndo permite retirar conclusées com absoluta
certeza, dado a complexa rede de sinalizacdo que estd por detras do desenvolvimento

pulmonar, sendo necessarios mais dados. (36)

Ainda assim, o estudo de Chalphin et al permitiu demonstrar que de facto a TRASCET tem
impacto em aspetos fundamentais do desenvolvimento pulmonar num modelo
experimental de HDC, constituindo assim o primeiro passo na investigacao do potencial
terapéutico da TRASCET na HDC e servindo como base para novos estudos acerca da que

podera a vir a ser a terapia do futuro desta anomalia congénita. (36)
Dado que cerca de 30% dos neonatos com HDC morre devido a hipoplasia pulmonar e

HTP, a TRASCET, por estimular o desenvolvimento pulmonar, podera ter um grande

impacto clinico na mortalidade e morbilidade destas criancas. (2)
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5.3 Defeitos da Parede

A gastrosquise, o defeito da parede abdominal mais frequente, consiste numa anomalia
congénita da parede abdominal anterior, localizada a direta da insercdo do cordao
umbilical e caracterizada pela herniacdo das visceras abdominais, geralmente das ansas

intestinais, que ficam expostas diretamente ao LA. (2,10,69,70)

A sua incidéncia na Europa € de 2.73 casos por cada 10000 nascimentos, segundo dados
relativos a 2019 (42), e em Portugal é de 0.9 por cada 10000 nascimentos, segundos dados
recolhidos entre 2000 e 2010. (71) De ressalvar, que se tem vindo a observar um aumento

da sua incidéncia a nivel mundial. (10,11,70)

A sua etiologia nao estd totalmente esclarecida. No entanto, existem alguns fatores
associados com o desenvolvimento de gastrosquise, nomeadamente o consumo de alcool e
tabaco, uso de drogas ilicitas, exposicao ambiental a nitrosaminas ou atrazina, uso de
inibidores da COX-2 e de descongestionantes durante a parte inicial da gestacao, historia
de diabetes pré-gestacional ou gestacional e uso de antidepressivos, antecedentes de
infecOes do trato geniturinario em periodo periconcepcional, uma idade jovem do proprio
progenitor masculino e residéncia em areas onde a prescricio de opidides é média a

elevada. (69,70) Raramente esta associada a anomalias genéticas. (70)

A exposicao continuada do contetido intestinal herniado ao LA, meconio e outros produtos
de excrecdo, principalmente durante o terceiro trimestre de gestacao, é responsavel pelo
dano intestinal verificado na gastrosquise. (2,11,31) A analise histologica revela um
espessamento de todas as camadas da parede intestinal, edema, inflamacdo croénica,
aspeto coriaceo e um encurtamento das ansas intestinais. A isto acresce a constricao
provocada pelo estreitamento pré-natal da fascia tipica da gastrosquise que conduz a
vasoconstriciao e, consequentemente, a isquemia intestinal. (31) Em casos mais graves,
pode mesmo conduzir a estrangulamento e/ou atresia. (10) Consequentemente, verificar-
se-4 uma auséncia do peristaltismo e um retorno muito prolongado a um normal

funcionamento intestinal. (10,31)

A gastrosquise pode levar a restricio de crescimento intrauterino (RCIU), parto
prematuro ou mesmo morte fetal. (70) Aproximadamente 10% dos casos encontram-se
associados a outras anomalias extraintestinais (69) e até 25% podem desenvolver outros
problemas gastrointestinais, como atresia intestinal, estenose, perfuracao, necrose, ma

rotacao ou volvo intestinal. (70)
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Os defeitos da parede sao rotineiramente diagnosticados em periodo pré-natal através da
ecografia fetal. Porém, apesar do diagnoéstico precoce, a gestao pré-natal desta anomalia

limita-se apenas ao aconselhamento relativamente ao timing e ao tipo de parto a optar.

(10)

Varias estratégias pré-natais foram propostas com o intuito de minimizar o dano intestinal
e recuperar a funcgio gastrointestinal na gastrosquise, mas ainda nenhuma se comprovou
ser efetivamente eficaz na reparacao do dano e recuperacao da funcao intestinal. (10,11,31)
E, embora a mortalidade de RNs com gastrosquise tenha diminuido ao longo dos anos, é
verdade que a morbilidade permanece ainda consideravelmente elevada, associada a
internamentos caros e prolongados, nutricao parenteral a longo prazo, infecoes e outras

comorbilidades. (11,31)

5.3.1 Resultados Terapéuticos

Feng at al induziram cirurgicamente gastrosquise em fetos de ratos Sprague-Dawley ao
17,5-18,5° dia de gestacdo e estudaram o impacto da TRASCET no tratamento desta
anomalia, através da administracdo de injecOes intraamnio6ticas de CEMLAs colhidas ao
21° dia de gestacdo de ratos Lewis fémea normais. A vista macroscopica, o grupo que
recebeu as injecOes intraamnioéticas de CEMLAs apresentava aparentemente menor
alteracao das ansas intestinais, contrariamente as dos restantes grupos, que apresentavam
caracteristicas expectaveis de gastrosquise, como dilatacdo das ansas, aparéncia coriacea e
apresentando um espesso revestimento. O grupo tratado com TRASCET apresentou
igualmente uma reducdo significativa da espessura total das ansas intestinais e das
camadas serosa, muscular e mucosa, comparativamente com os grupos que nao receberam
as injecoes intraamnioticas de CEMLAs. Em relacao com o grupo de controlo, o grupo
tratado com TRASCET apresentou valores de espessura total das ansas intestinais e das
camadas serosa e mucosa semelhantes, mas nao da camada muscular, cuja espessura era
superior. As CEMLAs foram identificadas por microscopia de fluorescéncia no grupo

tratado com TRASCET, dispersas pelas diferentes camadas da parede intestinal. (31)

Posteriormente, Feng et al avaliaram a eficicia da TRASCET no tratamento da
gastrosquise em modelos animais mais complexos, com gestacoes mais prolongadas -
coelhos. Induziram cirurgicamente gastrosquise em fetos de coelhos New Zealand ao 23°
dia de gestagdo. Seguidamente, administraram injec¢oes intraamnidticas de CEMLAs de

coelhos fémea normais em periodo gestacional, colhidas ao 23-24° dia de gestacao. No
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grupo tratado com TRASCET, a espessura total das ansas intestinais, assim como a
espessura das camadas serosa, muscular e mucosa, encontrava-se significativamente
reduzida, comparativamente com os grupos que nao receberam as injecoes de CEMLAs. Ja
comparativamente com o grupo de controlo, a espessura total das ansas intestinais e a
espessura da camada mucosa do grupo que recebeu as CEMLAs apresentava-se com
valores em muito semelhantes aos do grupo de controlo, contrariamente ao verificado com
a espessura das camadas serosa e muscular, que apresentavam um aumento da sua
espessura relativamente a do grupo de controlo. No grupo tratado com TRASCET, as
CEMLASs injetadas foram identificadas dispersas por todo o intestino, excetuando no
epitélio luminal. Nao se verificaram diferencas significativas na atividade dos marcadores
de inflamacdo mieloperoxidase, malondialdeido e interferao-gama ao longo de todos os

grupos analisados. (11)

Chalphin et al estudaram a cinética das CEMLAs ap6s a TRASCET, num modelo roedor de
gastrosquise. Ao 18° dia de gestacao de ratos Sprague-Dawley, foi induzido gastrosquise
cirurgicamente e durante este procedimento, CEMLAs colhidas ao 21° dia de gestacao de
ratos Lewis normais, e posteriormente marcadas com luciferase, foram administradas via
injecOes intraamnidticas. Foram recolhidas amostras de diversos locais anatéomicos e
rastreada a atividade da luciferase por luminometria. As CEMLAs injetadas foram
maioritariamente detetadas na placenta e ansas intestinais expostas e ainda residualmente
na medula 6ssea, cérebro e cordao umbilical. No entanto, a migracao das CEMLAs para o
intestino nao foi documentada nas ansas nao expostas ao LA. Nao foi encontrada
qualquer correlacdo entre a migracao das CEMLAs em direcdo a placenta e as ansas
intestinais, o que é indicativo que as rotas migratérias para estes dois locais sao

mutuamente independentes uma da outra. (33)

5.3.2 Discussao

Apesar de ja terem sido propostas diversas estratégias pré-natais para a reducao do dano
intestinal provocado pela exposicdo continuada ao LA e a produtos de excrecao,
atualmente, nao existe nenhum tratamento pré-natal clinicamente comprovado que
permita diminuir o dano, melhorar a funcdo intestinal ou que consiga diminuir a

morbilidade provocada pela gastrosquise. (11,31)

Dado ja estar comprovado o papel fulcral das CEMLAs na regeneracido e reparagao

tecidular, a amplificacao do seu papel natural através do aumento do nimero de CEMLAs
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presentes no LA, conseguido a custa de injecoes intraamnio6ticas, a TRASCET poderia ter
efeito terapéutico na gastrosquise, tal como ja se comprovou ter num modelo de espinha

bifida. (2,11,31)

Porém, diferentemente do que se observou no modelo de espinha bifida, nao se verificou
uma implantacdo de CEMLAs nas diversas camadas da parede intestinal no modelo de
gastrosquise, o que é sugestivo de um efeito paracrino. No modelo roedor de gastrosquise,
as CEMLAs tiveram necessariamente de ser injetadas concomitantemente com a criacao
do defeito da parede, o que pode explicar a fraca implantacao, uma vez que as CEMs sao
conhecidas por migrarem preferencialmente para as zonas de lesdo, correspondendo esta

a uma limitacao deste estudo. (10,31)

Outras limitacOes deste estudo incluem a alta taxa de mortalidade fetal, a incapacidade de
conduzir estudos detalhados acerca da motilidade intestinal e outros estudos funcionais
poOs-natais, assim como a dificuldade em administrar mais do que uma injecdo
intraamniotica ou fazé-lo apos a criacao do defeito da parede. Contudo, este modelo é o
ideal no estudo inicial do impacto da TRASCET na gastrosquise, uma vez que parece
mimetizar a fisiopatologia deste defeito em fetos humanos, tem baixo custo, periodo de

gestacao curto e grande nimero de fetos por ninhada. (31)

Apesar do modelo ovino parecer ser o melhor para comprovar de facto a eficicia da
TRASCET, a transicdo de um modelo roedor para o modelo ovino, excessivamente caro e
que exige bastantes recursos, ndo parece ser a alternativa mais sensata quando existe uma
espécie intermédia como os coelhos que pode fazer a ponte entre o modelo roedor e o
ovino. Os coelhos tém vantagens sobre os roedores, uma vez o volume de LA nativo é
varias vezes superior, o que permite injetar um volume de CEMLAs 30-60 vezes maior,
dependendo da fisiopatologia da doenca em questdo. Este modelo é custo-efetivo e
apresenta uma taxa de sobrevivéncia fetal relativamente elevada. Todavia, o periodo de
gestacao nao ¢ longo o suficiente para permitir o uso de CEMLAs auto6logas. De ressalvar,
que nao se verificaram quaisquer reacoes inflamatorias ou outras reacoes adversas ao uso

de células heterélogas, tal como no modelo roedor. (11)

No estudo com o modelo de coelho, verificou-se que as ansas intestinais expostas tratadas
com as injecoes intraamnioticas de CEMLAs heter6logas nao eram totalmente normais,
nao se podendo descartar a possibilidade de que o uso de células aut6logas poderia ter

algum impacto nesses resultados. (11)
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Neste estudo, o tratamento com TRASCET apesar de nao ter conseguido reverter na
totalidade o dano intestinal associado a gastrosquise, foi capaz de o diminuir. Apesar de
nao saber ainda com certeza os mecanismos por detras deste resultado, pensa-se que a
capacidade anti-inflamatéria e imunomodeladora das CEMs serao responsaveis por tal.

(11)

Nao se verificaram diferencas significativas entre os grupos tratados com TRASCET e os
restantes ao nivel das moléculas inflamatérias analisadas neste estudo, o que estd de
acordo com os estudos de Midrio et al e de Gongalves et al, que igualmente nao
demostraram diferencas nos marcadores inflamatérios medidos no contexto de fetos com

gastrosquise. (11,72,73)

Sera de maxima importancia a realizacdo de novos estudos que investiguem outros
componentes da resposta inflamatéria, nomeadamente uma analise quantitativa e
qualitativa da atividade leucocitaria e da proliferacdo do tecido conjuntivo e/ou da
deposicao de fibrina, bem como analisar o status das células estaminais intestinais
nativas, uma vez que ja se comprovou que as células estaminais, incluindo as CEMs,
muitas vezes acompanham a populacdo de células estaminais locais, de forma

independente de intervencao inflamatoria. (11)

Neste modelo de gastrosquise em coelhos, as CEMLAs sao administradas em simultaneo
com a criacao do defeito, ou seja, antes de existir de facto dano intestinal. Tal pode entao
explicar o facto de nio se ter observado um grande fluxo migratério de CEMLAs para o
local do defeito. (10,11) Adicionalmente, apesar do coelho ser um animal maior, mais
complexo e com um volume de LA bastante superior ao do roedor, nao foi possivel a
administracao de multiplas injecoes intramnitticas de CEMLAs, mais uma vez, devido ao

timing de administracdo das CEMLAS e da criacao do defeito. (11)

Quer este modelo quer o modelo roedor nao conseguiram reproduzir fiel- e
consistentemente o estreitamento pré-natal da fiscia presente no defeito em fetos
humanos, que tem um papel crucial no mecanismo de lesdo intestinal. Dai que, com base
apenas nestes dois estudos, ndo se possa inferir se a TRASCET teria ou ndo algum impacto

neste componente da fisiopatologia da gastrosquise. (11)
Apesar de todas as limitagdes apresentadas em ambos os modelos, ficou comprovado que

a TRASCET, apesar de nao reverter totalmente o defeito, consegue diminuir

significativamente a espessura total da parede intestinal, bem como a espessura das
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camadas serosa, muscular e mucosa, sendo capaz entao de diminuir o dano intestinal,
suportando, assim, a ideia de que a TRASCET podera tornar-se numa alternativa

terapéutica valida no tratamento da gastrosquise. (11,31)

Os estudos de Feng et al nos modelos de rato e coelho de gastrosquise demonstraram a
presenca escassa de CEMLAs e apenas nas ansas intestinais expostas, em todas as suas
camadas, excetuando a mucosa. J4 Chalphin et al, para além de terem confirmado a
migracao intestinal das CEMLAs, conseguiram demonstrar que a placenta é de facto um
componente fundamental para o trajeto migratorio a tomar pelas CEMLAs. Tal vai ao
encontro dos estudos de Graham et al e Shieh et al, que tinham ja comprovado a presenca
de CEMLAs na placenta e na via hematogénica apos a TRASCET, tanto em fetos saudaveis
como em modelos animais de espinha bifida. Para além da placenta, estes dois grupos
demonstraram igualmente a presenca de CEMLAs noutros locais altamente irrigados,
como € o caso do corddo umbilical, baco e medula 6ssea, o que suporta a importancia da
via hematogénica na migracdo das CEMLAs. A luciferase, apesar de permitir uma
avaliacao homogénea de um 6rgao como um todo, pode nao ser sensivel o suficiente para
detetar todos os locais de migracdo das CEMLAs. No estudo de Chalphin et al apesar de se
ter detetado atividade da luciferase no cordao umbilical, medula 6ssea e cérebro, a
verdade é que esta atividade enzimatica nao permite retirar dados estatisticamente
significativos, comparativamente com o grupo de controlo com luciferase que nao recebeu
as CEMLAs. Tal poder-se-a dever a um erro tipo II, dado o tamanho da amostra ou entao
ao facto da gastrosquise, de entre todas a as anomalias genéticas em que ja se estudou o
impacto da TRASCET, ser aquela que mais dano tecidular provoca, o que resulta num
maior e mais rapido consumo das CEMLAs. Apesar da presenca de CEMLAs na medula
Ossea, verificou-se que algumas das patas traseiras dos sobreviventes com gastrosquise
seriam mais pequenas e/ou anormais e que os seus fémures aparentavam ser mais palidos
do que o normal. Ora, tal tem implicacbes importantes, uma vez que o fémur é o Gnico
local do roedor onde pode ser obtida medula 6ssea de maneira fiavel, e apenas em fetos de
termo. Isto podera ter tido impacto nos resultados deste estudo. Para além disso, o facto
de na gastrosquise, comparativamente com outras anomalias genéticas ja estudas, o
defeito ter sido criado cirurgicamente provoca maior dano tecidual, quer fetal, quer
uterino, o que leva a que haja um maior consumo de CEMLAs nesses locais de lesdao. Ao
que se adiciona o facto de que as CEMLAs foram administradas concomitantemente a

criacdo do defeito. (33)

A migracao das CEMLAs parece depender da patologia presente, o que sugere que 0s

mecanismos responsaveis pelos efeitos terapéuticos da TRASCET serdo diferentes em
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cada anomalia congénita. Esta migracdo para a placenta tem duas implicacoes
translacionais. A primeira, serd que as CEMLAs conseguem atingir as ansas intestinais
expostas através da circulaciao, o que permitiria as CEMLAs migrarem para o intestino,
mesmo na presenca de uma camada fibrosa, tipica deste defeito, que impede a migracao
direta das CEMLAs desde a bolsa amniética para as ansas intestinais afetadas. A segunda,
relaciona-se com as implicagcbes que a migracao por via hematogénica das CEMLAs para
outros locais anatémicos podera ter, exigindo investigacdo a médio-longo prazo do efeito
destas células nesse locais, antes de se partir para os ensaios clinicos em humanos. De
ressalvar, que as migracoes placentaria e intestinal sao totalmente independentes uma da
outra. A demonstracido da existéncia de dois trajetos migratorios distintos, incluindo a
disseminacao direta pela bolsa amniotica e a disseminacao por via hematogénica, suporta
a necessidade de determinar qual o futuro a curto-longo prazo das CEMLAs injetadas

intraamnioticamente. (33)

Estes dados apoiam a hipdtese de que a TRASCET se poderd tornar numa estratégia

terapéutica altamente valiosa no tratamento pré-natal da gastrosquise. (33)
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6. Conclusao

O LA ¢é uma fonte subaproveitada de células estaminais, com enorme potencial terapéutico
no campo da Medicina Regenerativa (13), especialmente no que toca ao tratamento de
anomalias congénitas, que apesar dos avancos da Medicina, permanecem como um
enorme problema social (8), e cujas opcOes terapéuticas atualmente ndo permitem
garantir o melhor outcome clinico nem a melhor qualidade de vida das criancas com estas

malformacoes fetais.

As CELAs tém vindo a demonstrar-se como uma promissora fonte para o tratamento de
varias doencas, nomeadamente das anomalias congénitas, dadas as suas propriedades e
caracteristicas inicas, nomeadamente a sua capacidade de diferenciacdo em diferentes
tipos celulares das trés camadas germinativas embrionarias, a facilidade no seu
isolamento e expansao em cultura, o facto de conseguirem reduzir a resposta anti-
inflamatoria e estimular a reparacdo e regeneracgao tecidulares, a auséncia de limitacoes
éticas, assim como do risco de tumurogénese. (13,16,45) Para além disso, as CELAs sao
facilmente obtidas através de amniocentese, que representa um dos procedimentos de
obtencao de células fetais menos invasivos atualmente, com um risco minimo para a mae e
feto, para além de que esta ja indicado como parte do diagnostico pré-natal em muitas das
gestantes, bastando apenas uma pequena amostra de LA para se obter um grande niimero
de novas CELAs. (16,31,45) Adicionalmente, as CELAs sao capazes de se proliferar em
cultura muito mais rapidamente, resistindo com mais facilidade a condic¢oes de hipoxia
que quaisquer outros tipos de células estaminais in vitro. (31) Todas estas caracteristicas
tornam o seu uso bastante pratico e acessivel, somando ao seu enorme valor translacional
(16), ao que se junta o facto da grande maioria das anomalias congénitas ser diagnosticada
em fases relativamente precoces da gestacado, fazendo entao das CELAs as candidatas
ideais para o desenvolvimento de terapias Gnicas para o tratamento de um variado leque

de anomalias congénitas humanas. (13)

A qualidade e a capacidade de reparacao das CELAs nao parecem ser prejudicadas pela
idade materna, conforme estudos comparativos entre LA colhido de gestantes entre os 18

e 0S 46 anos, durante o segundo trimestre de gravidez. (22)

Numa perspetiva translacional, as CEMLAs sao ideais para usar em terapéuticas pré-
natais, como a TRASCET (31), que se baseia na obtencdo de CEMs no seu ambiente
natural e posterior reintroducido nesse mesmo ambiente nativo, mas em maior nimero,

amplificando o papel natural desempenhado pelas CEMLAs na reparacao e regeneracao
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tecidular. (33,34) O LA é uma fonte importante de CEMs, com distintas vantagens sobre
as CEMs adultas. (16)

As CEMLAs, apesar de nao serem tao primitivas nem terem um potencial de diferenciacao
tao elevado quanto outros tipos de células estaminais, conseguem diferenciar-se em varios
tipos de células, e estd comprovado que quando expostas um extenso processamento
celular mantém-se estaveis quer genetica, quer fenotipicamente (10,13), para além de que
jé foi demonstrado em diversos estudos que as CEMLAs se expandem mais rapidamente
em cultura do que outros tipos de CEMs, quando expostas as mesma condigoes in vitro.
Tal capacidade proliferativa, associada ao principio basico da TRASCET de utilizar
CEMLAs no seu estado nativo, sem quaisquer manipulacdes, amplificando a sua
capacidade intrinseca de reparacao e regeneracdo tecidular fetal, apés a sua injecdo na
bolsa amniética, de onde foram inicialmente colhidas, acentuam ainda mais a

operacionalidade e o potencial alcance terapéutico da TRASCET. (10)

Apesar da TRASCET ser uma estratégia de tratamento relativamente recente, as CEMLAs
h& muito que sdo usadas no tratamento de diversos modelos animais, sem existir, até a
data, qualquer caso, reportado de tumorogénese ou outro efeito adverso relacionado com

o0 seu uso. (10)

As CEMLAs sao igualmente capazes de migrar para as diferentes zonas de lesao. Tém
surgido nos ultimos anos evidéncia cientifica através de diversos modelos experimentais
de anomalias congénitas em animais com resultados muito promissores no que toca ao
uso TRASCET no tratamento das anomalias congénitas, dada a capacidade regenerativa e
de reparagdo tecidular das CEMLAs. (8,13) A injecdo intraamnittica de CELAs em
modelos de MMC resultou no coverage parcial ou total da lesdo. (12,23,32,45) Para além
disso, este coverage, apesar de nao reverter na totalidade, é capaz de minimizar a
malformacdo de Chiari II, universalmente associada ao MMC. (39) As CELAs sao
igualmente capazes de migrar para o local de lesdao e produzir FCH, promovendo a
regeneracao neural, suprimindo a inflamac¢ao neuronal e protegendo as células neuronais.
(45) A injecao intramnidtica de CEMLAs nao previne, mas é capaz de reduzir o dano
intestinal em modelos experimentais de gastrosquise. (11,31) As CEMLAs migram para a
placenta e para as ansas intestinais expostas, de forma independente, sugestivo da
existéncia de disseminacdo direta a partir da bolsa amnio6tica e disseminacao por via
hematogénica. (33) A TRASCET tem ainda impacto em aspetos fundamentais do

desenvolvimento pulmonar num modelo roedor de HDC. (36)
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Nos ultimos anos, a TRASCET tornou-se numa das areas com mais interesse na medicina
translacional fetal/pediatrica, dentro do campo da Medicina Regenerativa, e a evidéncia
atual suporta a hipotese de que as CELAs representam uma fonte promissora com enorme
potencial no tratamento de diversas anomalias congénitas. Ainda que a translacao dos
resultados destes estudos experimentais para a clinica possa ser uma tarefa complexa, é
altamente provavel que os resultados que tém vindo a ser obtidos através de estudos pré-
clinicos em modelos animais sejam transladados para fetos humanos dentro de poucos
anos. (2) E imperativo aprofundar o estudo das CELAs e da aplicabilidade da TRASCET,
quer em estudos pré-clinicos como clinicos, o que permitira desenvolver uma nova forma
de tratamento (8), mais acessivel, custo-efetiva, eficaz e que permita melhorar quer o

outcome clinico quer a qualidade de vida destas criancas.
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7. Perspetivas Futuras

A pesquisa e obtencao de mais dados acerca da TRASCET, juntamente com a informacao
recolhida até ao presente momento, associada ao principio biol6gico em que se baseia esta
estratégia terapéutica, suporta a hipotese de que a TRASCET podera tornar-se, num
futuro proximo, numa opcao terapéutica pratica, acessivel, minimamente invasiva e

eficiente no tratamento de diversas anomalias congénitas. (10)

Dado os resultados tdo promissores da TRASCET em modelos animais, os proximos
passos devem passar por reproduzir os modelos laboratoriais das anomalias congénitas ja
estudadas até ao momento (MMC, incluindo a malformacao de Chiari II, gastrosquise e
HDC) em modelos animais maiores e mais complexos para a eventual translacgao clinica da
TRASCET em humanos (10,11,23), bem como iniciar estudos pré-clinicos em modelos
animais de outras anomalias congénitas, a fim de alargar o espetro de atuacao da
TRASCET.

O beneficio da extensdo e do padrao terapéutico em modelos animais maiores e mais
complexos e, posteriormente, em humanos, é expectavel que dependa de diversas
variaveis, nomeadamente a densidade e o volume celular da injecdao intraamniotica de
CELAs a administrar, o timing e o nimero de inje¢des e, possivelmente, o eventual
refinamento das CELAs in vitro antes da sua administracao in vivo. (2,10) Como tal, é
imperativo que, a medida que o estudo da TRASCET se vai alargando, se tenha em

consideracao tais variaveis.

As CEMLAs sao as CELAs mais utilizadas nos estudos da TRASCET, quer por se
encontrarem em maior namero no LA, quer pela facilidade na sua obtencao e perfil de
seguranca. Porém, alargar a investigacao quanto ao potencial terapéutico das CELAs c-
kit+ (10), células estaminais com um perfil de diferenciacao diferente do das CEMLAs,
procurando encontrar métodos de isolamento com maior perfil de seguranca, mais
acessiveis e rapidos, bem como meios de cultura que permitam a sua rapida e numerosa
multiplicacao, deve fazer parte da investigacdo futura no campo da TRASCET. Sera
igualmente necessaria uma melhor definicdo de qual o fenétipo 6timo, dentro do grupo
heterogéneo das CELAs, que permita os melhores resultados em cada aplicacao clinica.

(2,22)

Outros pontos onde as investigacbes futuras da TRASCET devem incidir incluem o
conhecimento acerca do mecanicismo da TRASCET e da base biologica da funcdo

paracrina das CELAs, que ainda pouco se sabe (2), assim como a obtenciao de dados
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relativos a ontogenia e, particularmente, o esclarecimento acerca de qual o destino destas
células a longo prazo, incluindo o seu perfil de seguranca na mae e RN. (10,23,34) Dado o
potencial benéfico, mas também prejudicial que o microquimerismo fetal podera ter na
circulacio materna, aquando da translagdo clinica da TRASCET, esta deve ser uma

questao a incluir durante o aconselhamento maternofetal. (10)

Sera igualmente importante determinar a idade gestacional 6tima para o isolamento das

CELAs, assim como qual a dose e timing 6timos para a sua administracao. (2,22)

A cultura das CELAs frequentemente requer o uso de reagentes xenogénicos, cuja
utilizacdo em humanos é desencorajada ou requer regulacao apertada por conselhos de
seguranca clinica. (2) Dai que seja imperativo encontrar novos reagentes que possuam um

bom perfil de seguranca.

O progresso da TRASCET ¢é dificultado pela raridade relativa das anomalias congénitas, o
que pode dificultar a realizacao de ensaios clinicos cujos resultados sejam fidedignos. (2)
Para garantir a maxima qualidade dos futuros ensaios clinicos, estes deverdao estar
baseados num tnico grande centro ou basear-se num esforco colaborativo entre diversos

centros. (22)
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