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RESUMO

Numerosas pesquisas avaliam a utilizacdo de células-tronco em uma grande variedade de lesbes
e patologias resultando na expansdo do conhecimento atual da biologia dessas células. No
sistema nervoso periférico, apesar de restrita as investigacbes experimentais, a utilizacdo dessa
terapéutica mostra resultados promissores em diversas linhas de pesquisa. Nas lesbées traumaticas
de nervos, essas células podem repor os neurénios motores e/ou sensitivos ou incrementar a
populagdo das células de Schwann, tornando a regeneragdo mais eficiente.

A presente revisdo analisa as possibilidades do uso das células-tronco aplicadas no reparo de
nervos e sua regeneragao.
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ABSTRACT

Therapeutic use of stem cells in traumatic peripheral nerve lesions. A review

Numerous publications have investigated possible therapeutic use of stem cells in wide range of
injuries and diseases resulting in expansion of current knowledge of stem-cell biology. In the
Peripheral Nervous System, despite restricted to experimental investigations, utilization of stem
cells show promising results in several research lines. In traumatic peripheral nerve lesions these
cells can replace the motoneurons and/or sensitive neurons or increase the Schwann cells
population, making the regeneration more efficient.

The present review discusses the role of stem cells in the regeneration process and their use

applied to the repair of peripheral nerve injury.
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Introdugao

Diversas linhas de pesquisa direcionadas ao trata-
mento das lesdes traumdticas de nervos objetivam o
desenvolvimento de métodos que atuem no aperfeicoa-
mento do processo de regeneracdo. Nesse sentido, a utili-
zagdo das células-tronco (C-T) na regeneracio de tecidos

¢ um campo promissor de uma nova especialidade
denominada medicina regenerativa. Hoje existe investi-
mento vultuoso, pessoal e financeiro, em diversos centros
no estudo da aplica¢do das C-T e uma das linhas de
pesquisa direciona-se para a avaliagciio da utilizacao dessas
células na regenerac@o de nervos. Apesar dos obstaculos
existentes em alguns paises para a pesquisa dessa nova
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terapéutica, € possivel acreditar que o tratamento de um
paciente portador de lesdo traumatica de nervo incluird o
uso das C-T em futuro ndo muito distante.

Este trabalho tem como objetivo apresentar ao
neurocirurgido conceitos fundamentais relacionados a
esse tema e avaliar o estado atual e as perspectivas
futuras da aplicag@o das C-T no tratamento das lesdes
traumadticas de nervos.

Conceitos fundamentais

C-T sdo células primordiais responsdveis pela
formacdo do embrido e seus tecidos e que mantém a
capacidade de se diferenciar em vérios tecidos na vida
adulta®. Em um tecido, existem duas popula¢des de
células: aquelas que estdo na fase pos-mitdtica — e sdo
responsdveis pela atividade fisiolégica — e as C-T,
responsaveis pelo crescimento do 6rgdo ou tecido e pelo
reparo apés uma lesdao®. A medida que um organismo
passa da fase embriondria para a fase adulta, progressi-
vamente o nimero de células na fase pds-mitética
aumenta, enquanto o nimero de C-T diminui. Teorica-
mente, todas as C-T sdo pluripotentes, ou seja, tém a
capacidade de se diferenciar em qualquer tipo celular do
organismo adulto®. No entanto, alguns tipos de C-T sao
apenas multipotentes e podem se diferenciar em alguns,
mas ndo todos os tecidos. Além das propriedades
descritas, a maioria das C-T € auto-renovavel ',

A utilizag@o das C-T de forma terap€utica exige que
essas células diferenciem-se no tecido que se deseja
substituir. O processo de diferenciagdo das C-T envolve
a expressdo de genes diversos. Alterando as condigdes
de cultura celular, através da oferta de determinadas
citocinas e fatores neurotréficos, pode-se direcionar a
diferenciagio destas células em tecidos especificos™>*7-%,

As C-T podem ser divididas em dois tipos principais,
as embriondrias (C-TE) e as adultas (C-TA)*. As C-TA
sdo isoladas em tecidos adultos e, apesar de existirem em
pequeno nimero, essa populagdo celular € suficiente para
manter os tecidos que necessitam de renovagdo constante.
As C-TA podem ser identificadas na pele, intestino, medula
Ossea, figado, pancreas, musculo esquelético, tecido
adiposo, tecido nervoso e sangue do corddo umbilical.
As C-TA s@o uma fonte promissora de tecidos para
transplante, mas a utilizacio das mesmas suscita a discus-
sdo sobre vdrias questdes ainda em investigacio. As C-
TA podem originar-se do préprio individuo (autélogas)
ou de outros doadores (heterdlogas). A principal vantagem
da utilizacdo das C-TA autdlogas € a auséncia de reacdo
imunoldgica as células implantadas. Existe a possibilidade
de utilizacdo das C-TA heter6logas, no caso das células
extraidas de corddo umbilical, mas ainda h4a muita
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discussdo a respeito da ocorréncia de alteragdes relacio-
nadas a rejeicdo dessas células. Se os estudos confir-
marem a possibilidade de regeneracdo em diferentes
tecidos das C-TA obtidas do corddo umbilical, sera
necessdrio criar e ampliar centros de coleta e armazena-
mento. Esse fato possibilitaria a obteng¢do de grande
nidmero dessas células, o que aumentaria a variabilidade
fenotipica das mesmas com conseqiiente reducio da
probabilidade de rejeicao.

As C-TE sdo isoladas de um embrido. Essas células
podem ser perpetuadas in vitro, através de culturas,
sendo mantidas por longos periodos em estado indife-
renciado e, devido a esse fato, representam fonte
atrativa de células para estudos’.

De forma tedrica, ambos os tipos de C-T seriam
utilizdveis para a renovacio de diversos tecidos. No
entanto, algumas diferencas importantes existem entre as
C-TE e as C-TA. Ainda ndo € possivel garantir, com 0s
dados de literatura existentes, que a capacidade de
diferenciac@o das C-TA seja comparavel a das C-TE. As
C-TA ndo seriam uteis como terapéutica regenerativa, nos
casos de doencas genéticas, uma vez que elas apresen-
tariam as mesmas alteracdes das células adultas que seriam
substituidas. Além disso, a pluripotencialidade das C-TA
tem sido contestada por alguns autores®.

Devido a essas implicacdes, existe grande interesse
na avalia¢do das possibilidades terapéuticas das C-
TE. O grande problema no uso dessas células é a forma
de obten¢do das mesmas, o que provoca intensas e
acaloradas discussdes éticas e religiosas.

A obtencdo das C-TE envolve, necessariamente, a
destruicdo de um embrido de cinco dias, denominado
blastocisto, constituido pelo aglomerado de 100 a 200
células®. As C-TE podem ser obtidas a partir de em-
brides obtidos de fertilizagdes in vitro ou através de
clonagem terapéutica. No caso das fertilizagdes, os
embrides sdo gerados em excesso, jad que a probabi-
lidade de um desses se desenvolver apds a implantagdo
no ttero é de somente 10%. Os embrides excedentes
sdo armazenados congelados para que eventualmente
seja possivel realizar outras tentativas. Devido a esse
processo, a probabilidade do embrido desenvolver-se
apos a implantacdo diminui. Além disso, os embrides
sdo selecionados de forma que os primeiros a serem
implantados s3o os que apresentam maior probabilidade
de gerar um feto. Assim, nas clinicas de fertilizacdo,
existe grande quantidade de embrides com baixa proba-
bilidade de desenvolver-se e que, inevitavelmente,
serdo descartados. Em diversos paises, a utilizacio dos
embrides excedentes de fertilizagdes in vitro nio é
autorizada, conduta extremamente discutivel pelos mo-
tivos acima mencionados. No Brasil, a recente apro-
vacdo da Lei de Biosseguranca vai possibilitar o
desenvolvimento de diversos estudos sobre o tema.
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Na clonagem terapéutica, ou transferéncia nuclear,
o material genético do 6vulo de uma doadora ¢
substituido pelo DNA do nticleo de uma célula somatica
e que, teoricamente, pode ter origem em qualquer
tecido. Através dessa técnica, a célula inicia o processo
de replicagdo como se tivesse sido normalmente ferti-
lizada, originando um embrido. A C-TE resultante é
obtida a partir da dissociacdo das células do embrido
clonado. A grande vantagem desse tltimo método € a
obtencdo de C-T imuno-compativeis, uma vez que, sdo
isoladas de uma célula adulta do préprio individuo.
O grande problema, e neste ponto é que se instala uma
das polémicas atuais, ¢ que o embrido serd gerado
exclusivamente para permitir a obtengao das C-T. Além
disso, segundo os criticos desse método, permitindo-
se a clonagem terapéutica ha maior possibilidade de se
realizar a clonagem reprodutiva, com as possiveis
conseqiiéncias desse tipo de técnica. No entanto, se o
embrido for gerado em laboratdrio € impossivel que o
mesmo se desenvolva sem a sua implantacao no utero.

Até recentemente, a utilizacdo da técnica de clona-
gem terapéutica ou transferéncia de nicleo para a
geragdo de C-TE era uma possibilidade tedrica no
homem. Em 2004, Hwang e col.?® demonstraram a
possibilidade de obtencdo de C-TE pluripotenciais a
partir da aplicagc@o dessa técnica, com a transferéncia
do material genético de células cumulus (células dife-
renciadas que se situam ao redor dos dvulos) para os
6vulos dos quais foram retirados os niicleos. Dos 242
6vulos utilizados, cerca de 25% se dividiram e atingiram
o estdgio de blastocisto. Evidentemente, novos estu-
dos serdo necessdrios para confirmar essas evidéncias,
mas sem duvida, vislumbram-se perspectivas otimistas
quanto as aplica¢des dessa técnica em futuro préximo.

Utilizagao das células-tronco na
regeneragao de nervos

A utilizacdo das C-T na regeneracdo de nervos
lesados € o objetivo de vdrios centros de pesquisa. No
entanto, ainda € restrita a aplicac@o experimental, devido
ainimeras questdes que necessitam ser esclarecida: qual
amelhor via de introdug@o dessas células? Qual o melhor
tipo de C-T a ser utilizada? Por quanto tempo duram os
efeitos da terapéutica? Qual € o risco de uma C-T utilizada
de forma terapéutica originar um tumor? E necessaria a
repeticdo da oferta dessas células no mesmo paciente?’.

A utilizacdo das C-T nas lesdes traumdticas de
nervos teria como objetivo substituir ou regenerar um
tipo de célula ou tecido que foi lesado ou perdido, ou
utilizar uma linhagem especifica de C-T indiferenciada
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que produzisse fatores neurotréficos, tornando a
regeneragdo mais eficiente’.

Com relacdo ao tipo de célula a ser substituida, duas
possibilidades podem ser consideradas: a substitui¢do
de neurdnios na medula ou a recomposicao da populagdo
de células de Schwann (CS) no local da lesdao. Na primeira
hipétese, o objetivo seria reconstituir ou substituir as
unidades motoras lesadas a partir da degeneragio
retrégrada. Na segunda hipétese, a utilizagdo dessas
células teria o objetivo de incrementar e prolongar a
ocorréncia das CS, uma vez que, o processo de regeneracao
é extremamente dependente da integridade dessas
células'”. Neste tltimo caso, seria possivel obter grande
nimero dessas células, ao contrario do processo que
produz CS através de culturas. Além disso, no caso de
culturas de CS usadas em autotransplantes, a fonte dessas
células € um outro nervo que necessita ser sacrificado e o
tempo para se obter uma populacio de CS utilizdveis é
muito longo, inviabilizando a sua utilizagdo.

O uso terapéutico de C-T para a regeneracdo de
nervos requer que essas células sejam oferecidas de
forma eficiente a drea receptora, diferenciem-se de forma
adequada, sobrevivam por longo periodo de tempo e,
no caso da regeneragdo dos motoneurdnios ou neuro-
nios sensitivos, enviem axonios através da substancia
cinzenta medular em dire¢do ao érgéo-alvo.

Motoneurdnios espinhais podem ser gerados em
culturas a partir de C-T, através da sua exposi¢do ao
cido retindico e a uma proteina especifica denominada
sonic hedgehog. C-TE transplantadas na regiao dorsal
de embrides de galinhas estendem axdnios para a
periferia e formam jun¢des neuromusculares'®. Para que
esta seja uma estratégia vidvel, no entanto, as C-TE
diferenciadas em motoneurdnios devem néo s6 sobre-
viver no interior da medula espinhal, mas também serem
capazes de estender axonios através da substincia
cinzenta até os nervos e reinervarem, de forma anatomi-
camente apropriada, os 6rgaos-alvo. Nenhuma dessas
etapas foi demonstrada ainda no sistema nervoso de
mamiferos adultos. In vitro, foi possivel comprovar que
C-TE desenvolveram longos axonios, estabeleceram
junc¢des neuromusculares e induziram contragdes
musculares em cultura concomitante de mioblastos'®.
A limitacao dessa terapéutica em estudos experimentais
reside no fato de que existe uma inibicao da regeneragdo
axonal a partir do SNC (medula), por acdo de trés
inibidores de mielina, a glicoproteina associada a mielina,
aNogo-A e a glicoproteina oligodendrécito-mielina'®,
No estudo descrito, a taxa de axdnios formados que
atingiram as células musculares foi de apenas 2,4% em
relagdo ao nimero total de células. Para que haja maior
eficdcia desse tipo de terap€utica, provavelmente, serd
necessdria a utilizacdo de processos metabdlicos com
o objetivo de reduzir a inibi¢cdo ao crescimento axonal.
Esse processo poderia ser incrementado pela aplicagdo
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concomitante de fatores neurotréficos. Além disso, o
reconhecimento de diferentes subtipos de C-T, defi-
nidas em recentes estudos, e a sensibilidade especifica
dessas a estimulos distintos, direcionam os futuros
estudos para a identificagdo do subtipo ideal como
fonte de motoneurdnios®’.

Uma das questdes a serem esclarecidas, no possivel
uso das C-T no tratamento das lesdes traumdticas de
nervos, ¢ a forma de incorporacdo dessas células no
local desejado. As C-T poderiam ser oferecidas
diretamente na area lesada, C-T existentes no local da
lesdo poderiam ser induzidas a se diferenciar a partir de
estimulos especificos ou, no caso das C-TA progeni-
toras da medula dssea, serem direcionadas a regido da
lesdo. Nesse dltimo processo, um estimulo especifico
liberaria a C-TA da medula 6ssea para a circulagio
sangiifnea. A possibilidade das C-T da medula dssea
serem estimuladas a se diferenciar e direcionar a drea
lesada, sem que haja a sua manipulac¢io fora do pa-
ciente, estd sendo investigada para o reparo do tecido
cardiaco, porém, nao hd ainda nenhuma pesquisa que
avalie processo semelhante para o reparo de lesdes de
nervos®. Em outra linha de pesquisa, alguns centros
investigam a possibilidade de que C-T do préprio local
da lesdo se diferenciariam no tecido a ser reparado®®.
Essa possibilidade terapéutica depende da identificacao
de C-TA no nervo ou medula. Morrison e col.” identi-
ficaram populacdes de CS progenitoras no nervo cidtico
do rato, mas ha poucas evidéncias que comprovem a
ocorréncia de C-T no nervo adulto humano, embora
sua existéncia tenha sido postulada nas populacgdes
de neurdnios dos ganglios dorsais e do sistema ner-
voso auténomo'*. Assim, é mais provavel que a utiliza-
¢a0 das C-T no reparo do nervo lesado ocorra a partir
de sua oferta direta a drea receptora.

No caso da oferta direta das C-T, as possibilidades
sdo a oferta através da infusdo liqiiérica ou infusdo
sangiifnea, a inje¢do direta das C-T no nervo lesado, a
incorporacdo no interior de condutores e a adi¢do
dessas células a cola bioldgica.

Ohta e cols.’ demonstraram ser possivel a oferta
de C-T infundidas no liquor e sua incorporagdo e
diferenciacdo em CS em raizes dorsais lesadas do plexo
braquial de ratos. O estudo limitou-se a avaliacdo
histoldgica e ndo funcional, mas abre uma perspectiva
de tratamento nos casos de avulsdo radicular total nas
lesdes de plexo braquial.

A infusdo sangiiinea, a partir de arteriografia superse-
letiva, ¢ um meio utilizado em alguns estudos para a oferta
de C-T, inclusive no homem'. Esse tipo de mecanismo
esta sendo empregado no estudo de pacientes com lesdes
medulares irreversiveis, onde as C-T sdo direcionadas
aos segmentos medulares especificos, através da
cateterizacdo das artérias segmentares. Evidentemente,
devido ao calibre reduzido dos vasos nutridores de nervos
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e plexos, a dificuldade técnica ainda tem que ser
suplantada para que seja possivel a implantacdo de C-T
nas dreas lesadas através desse método.

A injec¢ao direta das C-T nos cotos distais de nervos
seccionados € um método possivel para a oferta dessas
células. Esse método foi utilizado experimentalmente
por Cuevas e col.'” e Heine e col."”, demonstrando uma
regeneracdo mais eficaz nos animais onde as células
foram utilizadas em comparag¢do com os controles.

Outra op¢do para a administragdo das C-T ¢ através
do uso de condutores. Os condutores sdo estruturas
tubulares que substituem os enxertos no restabeleci-
mento da continuidade entre cotos de nervos lesados.
No homem, o uso de condutores constituidos por
componentes biodegraddveis apresenta resultados
semelhantes em relacéo ao reparo com enxertos!!»26,
A desvantagem desse tipo de reparo reside no fato de
que a distancia entre 0s cotos ndo deve ser superior a
trés centimetros. Apds dias de instalacio de um
condutor, uma matriz de fibrina é formada no seu interior,
cuja quantidade € critica para o processo de regeneracao.
Se o comprimento do condutor for excessivo ndo hd
formacdo dessa matriz ou a matriz formada apresenta
constituicao deficiente nos seus elementos principais,
como a laminina e a fibronectina''. Esse tipo de possi-
bilidade terapéutica, apds o uso de C-TA derivadas da
medula 6ssea e expostas a diferentes substincias para
a sua diferenciagdo em CS, foi recentemente demons-
trada de forma experimental por Mimura e col.” e Tohill
e col.*® Nessa situagdo, além de tornar a regeneragio
mais eficaz, o uso de C-T propiciaria a utilizagio de
condutores mais longos, uma vez que, haveria maior
nimero de células de suporte (CS) com viabilidade
também mais prolongada.

A colabioldgica € outra via possivel de ser utilizada
para a oferta de C-T. Estudos experimentais demonstram
regeneracdo mais eficaz quando utilizada a cola
bioldgica com fatores neurotréficos em comparagdo
com animais onde a lesdo foi reparada apenas com o
adesivo de forma isolada®>?***°. De forma semelhante, a
incorporacdo de C-T aos adesivos poderia ser utilizada
no local da lesdo e é uma possibilidade tedrica da
aplicacdo dessa terapéutica.

Além do uso das C-T in vivo, outra possibilidade para
a aplicagdo dessas células na regeneracdo do SNP ¢ a
reconstrucdo do nervo ex vivo, ou seja, constituicdo do
nervo completo no laboratdrio seguida de sua implantag@o
no local necessdrio®. A terapia genética, pela possibilidade
tedrica de modificar a diferenciacdo das C-T independente
de estimulos externos, provavelmente serd um método
auxiliar nesse futuro processo’. Vdrios estudos prelimi-
nares investigam a reconstrucao de tecidos como dentina,
cartilagem, pancreas, tecidos cardiaco e hematopoiético
com C-T em laboratdrio, porém, nenhum dirigido ainda a
restituicdo do nervo'62!:33,
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Conclusoes

Este artigo analisou as diferentes possibilidades
do uso de C-T na terapéutica de lesdes de nervos.
Apesar das indmeras inovagdes nesse campo, que
surgem na literatura cientifica, diversas questdes
bdsicas precisam ser esclarecidas para que esse tipo
de terapéutica seja transferida do campo experimental
para a utilizac¢do clinica. Esfor¢os importantes t€ém sido
despendidos nesse sentido, o que provavelmente torna
previsivel a sua aplicac@o futura no tratamento das
lesdes traumdticas de nervos.
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