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Resumo

O acidente vascular cerebral (AVC) é das doencas que mais pessoas mata em todo o
mundo e as terapéuticas atuais pouco impacto tém na recuperacao dos doentes. A
possibilidade de se utilizarem células estaminais no tratamento do AVC veio dar uma nova
perspetiva de recuperagao dos doentes. A utilizagao das células estaminais no tratamento do
AVC tem como objetivo repor as células nervosas e restabelecer o seu funcionamento para
o individuo recuperar as fungoes neuronais. As células estaminais que podem ser utilizadas
no tratamento do AVC sio varias e cada uma tem uma fungao e mecanismo de acao
diferente. A facilidade com que se obtém e produzem as células influencia a sua utilizagao.
Células estaminais de diferentes origens possuem capacidades, mecanismos de replicagao e
diferenciagao diferentes e como tal, vio desempenhar fungoes distintas no processo de
recuperagao. A eficacia das células estaminais no tratamento desta condigao depende da via
de administragao, da dose, isto é, do numero de células administradas e do tempo decorrido
desde o AVC. Até ao momento, os resultados dos estudos pré-clinicos e clinicos realizados
Sa0 promissores, mas sao necessarios mais estudos para se avaliar cabalmente a eficacia e

seguranga das células estaminais no tratamento do AVC.

células estaminais; acidente vascular cerebral; tratamento; ensaios pré-

clinicos; ensaios clinicos.

Abstract

Stroke is one of the main death-causing diseases all over the world and even today’s
treatments have little to almost no impact in the recovery of patients suffering from this
condition. The possibility of using stem cells in the therapy of stroke brought a new
perspective to the recovery of the patients. The use of stems cells in the therapy of stroke
aims to replace lost cells and promote the normal functioning of those that survive, so that
the individual regains his neuronal functions. There are several types of stem cells that can
be used in the treatment of stroke and each one of them has a specific function and
mechanism of action, playing a different role in patient recovery. The effectiveness of stem
cells in the therapy of patients suffering from this condition depends on the cell dose, the
route of administration and the time after stroke at which the therapy is started. Pre-clinical
and clinical trials showed promising results, but more studies are required to fully assess the

safety and efficacy of stem cells in the treatment of stroke.

stem cells; stroke; therapy; pre-clinical trials; clinical trials.
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l. Introducao

O acidente vascular cerebral (AVC) é uma doenga vascular, sendo a segunda maior causa
de morte em todo o mundo. Todos os anos morrem milhoes de pessoas em todo o mundo
vitimas de AVC. Quando nao causa a morte, o AVC provoca incapacidade temporaria ou
permanente.

As terapéuticas atuais para o AVC sao pouco eficazes e a necessidade de novas
terapéuticas € uma realidade. A terapéutica com células estaminais surge como uma das
possiveis alternativas a terapéutica atual.

Existem varios tipos de células estaminais, com origem e estado de diferenciagao
diferentes. No tratamento do AVC, pretende-se que as células estaminais reparem as células
degradadas pelo evento vascular. Pretende-se que as células estaminais regenerem a area
afetada pelo AVC, regenerando as células nervosas mortas ou inviaveis, restabelecendo as
ligagoes nervosas e formando novos vasos sanguineos que irriguem a zona afetada.

Para a utilizagao das células estaminais na terapéutica é necessario definir que tipo de
células usar, a dose, a via de administragao, o melhor momento para a administragao, as
caracteristicas do doente, entre outros fatores. Até ao momento, a informagao que existe
sobre a utilizagao das células estaminais no tratamento do AVC é ainda inconclusiva,
relativamente a eficacia e seguranga. No futuro, serao necessarios mais estudos que avaliem
a eficacia da utilizagao das células estaminais e a seguranga da recolha das células e da

utilizacao das mesmas.
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2. Acidente Vascular Cerebral - Patologia e Epidemiologia

As taxas de incidéncia e de mortalidade do AVC sao variaveis nos varios paises do
mundo, provavelmente devido as diferengas na exposigdao ao meio ambiente, aos fatores de
risco, aos diferentes estilos de vida e a genética. ) Ocorrem cerca de 16 milhées de eventos
por ano, causando aproximadamente 6 milhoes de mortes, o que torna esta doenga a
segunda causa de morte e a terceira causa de incapacidade em todo o mundo. Depois de um
evento de AVC, /4 dos doentes morrem em menos de um més e metade em menos de um
ano. @

Um AVC resulta de uma perturbagao na circulagao sanguinea cerebral. Essa perturbagao
pode resultar em isquémia (redugao do fluxo sanguineo) ou hemorragia (derrame de sangue
no tecido nervoso) (Figura |). Ambas as perturbagoes vao provocar a morte de neuronios,
astrocitos, oligodendrocitos e células da microglia. Dependendo do local onde ocorre o
AVC, a zona cerebral afetada é diferente, podendo ser afetadas as zonas motora, sensorial,
cerebelar e visual. A probabilidade de ocorrer um evento aumenta quando o individuo é
portador de fatores de risco como hipertensao arterial, diabetes mellitus, fibrilhagao

auricular, aterosclerose, entre outros. ®

Acidentes Vasculares Cerebrais

AVC Isquémico AVC Hemorragico

Bloqueio do vaso sanguineo Rutura do vaso sanguineo

Figura | — Esquema do AVC isquémico e hemorragico. )

O AVC isquémico ocorre em 80% dos eventos. ® No AVC isquémico ocorre uma
redugao no fluxo sanguineo, que é variavel no tempo, podendo ocorrer em alguns segundos
ou minutos. Este tipo de AVC resulta da obstrugao de uma artéria por um trombo que pode
ter varias origens. Os trombos podem ter origem cardiaca (comuns em fibrilhagao auricular)

ou ateroscleroética (resultantes da libertagao de placas ateroscleréticas que se formam nos
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vasos sanguineos). As lesoes no tecido nervoso vao depender do tempo de isquemia e da
area irrigada pelo vaso obstruido.

O AVC hemorragico € menos comum que o isquémico. Este tipo de AVC resulta de
uma hemorragia provocada por rompimento de um vaso sanguineo. A hemorragia pode
ocorrer junto ao cérebro ou no seu interior. As lesoes neste tipo de AVC sao provocadas
pelo processo inflamatéorio, que surge apos o evento e/ou por aumento da pressao
intracraniana. A hemorragia pode resultar de traumas, hipertensao, tumores, drogas de
abuso, aneurismas e malformagoes arteriovenosas, podendo ser também uma consequéncia
de um AVC isquémico. ©®
A recuperagao de um doente que sofreu um AVC nem sempre é total e ocorre

principalmente nos 3 a 6 meses apds o evento. Esta é dependente da gravidade do evento e

do local das lesdes. @

3. Tratamento atual do AVC

O tratamento atual do AVC em fase aguda, isquémico ou hemorragico, é pouco eficaz e
como tal é necessario intervir no desenvolvimento de novas terapéuticas.

Na recuperagao dos doentes podem ser adotadas varias estratégias. A terapéutica em
fase aguda atua apenas como prevengao de situagoes graves que coloquem a vida do doente
em risco ou que lhe possam causar deficiéncia permanente. Na fase aguda do AVC, apos
estabilizagao do doente, inicia-se o tratamento de prevengao de um novo AVC, atuando nos
fatores de risco do doente e, de seguida, inicia-se o tratamento de recuperagio. ® Apds o
comego do tratamento € necessario recuperar a area cerebral lesada e é nesta etapa que o
tratamento atual ainda apresenta muitas lacunas. A recuperagao deve ser iniciada o mais
cedo possivel e vai ser influenciada pela gravidade do AVC e pelas caracteristicas do doente
(idade, sexo, patologias, etc.). ® Para o tratamento do AVC isquémico agudo, a utilizagio do
ativador de plasminogénio tecidular (diminui o trombo que provoca o AVC isquémico) é a
Unica terapéutica farmacolégica existente. A janela terapéutica do ativador de plasminogénio
tecidular é estreita, apenas 4,5 horas, o que limita a sua utilizagao a uma pequena minoria
dos doentes (2-4%). Esta terapéutica nao tem capacidade de reduzir a mortalidade dos
doentes, apenas consegue diminuir a morbilidade numa percentagem de doentes muito
baixa. Por outro lado, a administracao de acido acetilsalicilico reduz a mortalidade e
morbilidade, quando administrado até 48 horas ap6s o AVC, uma vez que atua na prevengao

de um novo AVC, inibindo a agregacio plaquetar. ?
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O tratamento do AVC hemorragico depende da causa da hemorragia. O tratamento
inicial tem como objetivo diminuir a hemorragia e a pressao intracraniana. Em doentes que
tomem anticoagulantes é necessario parar a toma desses farmacos, de forma a diminuir a
hemorragia. A utilizagdo de um hipotensor pode ser adequada a necessidade de controlar a
pressao arterial e intracraniana. Em doentes em que o diametro da hemorragia é superior a
3 cm, a cirurgia faz parte do tratamento. ©

Nos dois tipos de AVC, a eficacia do tratamento de fase aguda depende da area cerebral
afetada, da rapidez de inicio do tratamento, da causa da patologia, da idade do doente
(superior ou inferior a 80 anos) e do volume do hematoma. ®
A terapéutica celular surge como uma alternativa que consegue desempenhar uma

funcdo reparadora fundamental na recuperacio da area lesada.

4. Células Estaminais

Células estaminais sao células imaturas com capacidade de proliferagcao e geragao de
diferentes tipos de células e com capacidade de se auto-regenarem indefinidamente. A auto-
regeneragao resulta da supressao dos mecanismos de diferenciagao e da estimulagao dos
mecanismos de proliferagdo. ® As células estaminais diferem dos outros tipos de células, na
possibilidade de originarem células especificas de tecidos e 6rgaos que irao desempenhar
funcbes diferentes. )

De acordo com o seu estado de diferenciagao que se traduz na variedade de células que
sao capazes de originar, as células estaminais sao classificadas em totipotentes, pluripotentes
e multipotentes.

As células estaminais totipotentes tém origem num 6vulo fertilizado e tém capacidade de
originar um embrido. ”

As células estaminais pluripotentes tém capacidade de se diferenciarem em qualquer tipo
de célula constituinte de tecidos e 6rgaos do organismo humano. Células pluripotentes
induzidas sao células adultas reprogramadas geneticamente para originarem células
semelhantes as embrionarias com capacidade de originarem todos os tipos de células.

As células multipotentes encontram-se em varios locais do organismo e tém capacidade
de se diferenciarem num ndmero limitado de células especializadas. As células da medula
ossea (mesenquimais e hematopoiéticas), as células estaminais nervosas e as células do
cordio umbilical sio exemplos de células estaminais multipotentes.

Tendo em conta a origem das células estaminais podemos classifica-las em embrionarias,

células estaminais adultas e em células estaminais pluripotentes induzidas. As células
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embrionarias tém origem no blastocisto. Células estaminais adultas encontram-se em tecidos
especializados e sao, maioritariamente, células multipotentes. As células estaminais
pluripotentes induzidas sao produzidas in vitro a partir de células somaticas adultas, através

da indugdo da expressao de um conjunto especifico de proteinas. "

As células embrionarias sao células pluripotentes isoladas de blastocistos humanos com
cinco dias de desenvolvimento. Estas células podem ser colocadas em cultura in vitro e
multiplicadas em varias passagens. Quando sao necessarias, sao induzidas a diferenciarem-se
em tipos celulares especificos. Este tipo de células estaminais pode dar origem a qualquer
célula do organismo adulto por serem pluripotentes. &> '%

No entanto, a utilizagdo de embrices humanos para produgao de células nao é
eticamente correto. As células embrionarias podem dar origem a tumores in vivo, uma vez
que tém grande capacidade de replicagao. Em doentes com o sistema imune comprometido
€ maior a probabilidade de proliferagao de tumores, porque o sistema imunitario nao

consegue impedir a proliferagio descontrolada das células ©%'%

As células mesenquimais sao as células estaminais multipotentes mais usadas na
terapéutica, uma vez que podem ser facilmente isoladas e tém uma boa replicagao in vitro e in
vivo. Estas células sao obtidas do sangue do cordao umbilical, da placenta, da medula 6ssea
ou do tecido adiposo. As células mesenquimais diferenciam-se maioritariamente em células
osseas e de cartilagem, mas demonstraram que podem também intervir no processo de

~ . 8 9) . ~ )

regeneragao do sistema nervoso. Apesar do mecanismo de atuagiao destas células no
SNC nao estar ainda bem definido, estudos demonstram a sua capacidade de promogao de
, ~ . ~ . , (10) ,
neurogénese, reducao da apoptose e indugao de angiogénese. Estas células conseguem
migrar longas distancias e atuar nas zonas neurogenerativas do hipocampo, promovendo a
resposta das células estaminais nervosas enddgenas. A ativacio das células estaminais
nervosas leva a formacio de novas células nervosas que vio reparar as lesées do SNC. @
Estas células tém também um efeito imunomodulador que é benéfico no processo de
regulacio da neurogénese e angiogénese. ¥

As células mesenquimais tém demonstrado, em roedores, os beneficios da sua utilizagao

em casos agudos e crénicos de AVC, por via endovenosa e intra-cerebral. "
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Estas células podem ser autdlogas (mesmo individuo) ou alogénicas (individuos
diferentes). Em casos de fase aguda de AVC, as células autélogas nao podem ser usadas

devido ao tempo necessario para a sua proliferacio in vitro. * '*'3 49

As células mononucleares da medula 6ssea (CMMO) sao faceis de obter e podem ser
usadas de forma autologa ou alogénica. Neste tipo de células estaminais estao incluidas as
células estaminais mesenquimais, as células estaminais hematopoiéticas e as células estaminais
endoteliais. As CMMO tém a vantagem de serem faceis de separar da medula &ssea e
preparar o que teoricamente pode ser benéfico em situagoes agudas de AVC. No entanto, o
numero de células obtido e a poténcia dessas células pode comprometer a terapéutica,
principalmente em individuos com idade avangada. O mecanismo de agao das células
mononucleares no AVC ainda nao é conhecido, mas é provavel que a sua agao esteja

relacionada com os efeitos imunomoduladores e produgio de fatores de crescimento. (¥

As células estaminais hematopoiéticas podem ser obtidas a partir da medula ossea, de
sangue periférico ou de sangue do cordao umbilical. Estas células tém capacidade de originar

;. . ’ ’ . (2; 14)
os varios tipos de células sanguineas do organismo.

As células hematopoiéticas demonstraram in vivo ter capacidade para diminuir a
inflamagao cerebral provocada pelo AVC. Estas células nao apresentam os mesmos
problemas de ética que as células embrionarias e podem ser usadas de forma autoéloga ou
alogénica. No entanto, o pequeno numero e baixa capacidade de expansao das células

obtidas comprometem a eficicia do tratamento. ¢ 'Y

As células estaminais endoteliais tém origem na medula o6ssea, como as células
estaminais mesenquimais e as células estaminais hematopoiéticas.

Estas células tém capacidade para promover a angiogénese através da produgao de
fatores de crescimento envolvidos no processo de neovascularizagio, como o fator de
crescimento do endotélio vascular. ® As células estaminais endoteliais podem desempenhar
fungdes importantes na homeostase e na reparacio endotelial. ¥ As células estaminais
nervosas do individuo (dos centros de células estaminais nervosas do SNC) migram até ao
local da lesao através dos vasos sanguineos. Desta forma, a formagao de novos vasos na

regiio da lesdo, vai permitir a chegada de células estaminais nervosas mais facilmente. (¢
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As células estaminais endoteliais demonstraram em alguns estudos que tém capacidade
de reparar a barreira hemato-encefilica, de modo que, ao reporem a irrigacao no local da
lesao, vao acelerar os processos de reparagao das células nervosas pelas outras células
estaminais. No entanto, este mecanismo ainda nao estda bem explicado, por isso sao
necessarios mais estudos que comprovem esta funcdo das células estaminais endoteliais. (')

A captacao das células estaminais endoteliais em circulagao para o local da lesao cerebral
é fundamental para a realizagao das suas fungoes. No entanto, o risco de migragao destas
células para tecidos tumorais compromete a sua utilizagdo na terapéutica. Fatores de risco
de AVC, como a hipertensao, diabetes ou hipercolesterolémia reduzem a atividade das

células estaminais endoteliais. '

Nas ultimas décadas, descobriu-se a presenca de células estaminais no sistema nervoso
central em desenvolvimento e adulto. As células encontradas, em zonas especificas do SNC,
tém capacidade de originar neurdnios, astrocitos e oligodendrécitos. !? A descoberta da
neurogénese em adultos e a elaboragao de protocolos de produgao in vitro, em larga escala,
de células precursoras do sistema nervoso foram passos muito importantes para a utilizagao
de células estaminais na terapéutica de problemas do sistema nervoso. ('®

As células estaminais nervosas encontram-se em dois locais especificos do sistema
nervoso central: na zona subventricular dos ventriculos laterais e na zona subgranular do

hipocampo (Figura 2).

Zona subventricular

Zona subgranular do hipocampo

Figura 2 — Zonas do sistema nervoso central onde se encontram as células estaminais nervosas. ('”
As células destas zonas caracterizam-se pelo longo tempo de vida (podem durar toda a

vida do individuo), pela capacidade de se auto-regenerarem e por poderem dar origem a

varios tipos de células nervosas (neurodnios diferentes, astrocitos e oligodendraocitos) (Figura

10
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3). Para além das propriedades regenerativas, estas células possuem ainda capacidade de
modular mecanismos imunoldgicos e estimular a angiogénese. ('* %29

A neurogénese pode ocorrer de forma fisiologica, patologica, ou modulada por
estimulos externos. O stress emocional, a atividade fisica, e os fatores de crescimento celular
(como o fator de crescimento do endotélio vascular e o fator neurotréfico derivado do
cérebro) modulam a neurogénese em adultos. A neurogénese é também estimulada por
doencas do SNC, traumatismos e convulsées. ®

Na neurogénese, através destas células, formam-se aglomerados de novas células e,
consoante os estimulos aplicados as células estaminais, podem obter-se percentagens

diferentes de células nervosas (neurdnios, astrécitos e oligodendrocitos).

Neural progenitor Lineage specific
Neural stem cells progenitor

cell . ~
| X
V SN N )

| 2 -
\ '
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Figura 3 — Células estaminais nervosas: auto-renovagao, replicagao e diferenciagao em

neuronios, astrécitos e oligodendrocitos.

Os aglomerados celulares demonstraram, em estudos em roedores, ter capacidade de
migrar longas distancias no SNC até ao local de agao, onde vao originar células nervosas,
que vao substituir as células degradadas nos processos patologicos. No entanto, em estudos
semelhantes no SNC adulto do homem, a migragio e reproducio celular foram limitadas. ?

As células estaminais nervosas tém potencial para serem aplicadas em patologias do
SNC, mas ainda tém que ser ultrapassados alguns impedimentos a sua utilizagdo no homem.
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(2 Para serem usadas na terapéutica, as células estaminais podem ser obtidas do préprio
individuo ou de um individuo diferente. Devido ao facto destas células se encontrarem em
areas pequenas do SNC, a sua utilizagdo autdloga fica comprometida, uma vez que é
necessario um grande nimero de células em tempo Util em algumas patologias, como a

isquemia cerebral provocada por um AVC, nao sendo possivel dar resposta as necessidades

M-~

terapéuticas do doente. O processo de recolha de células para multiplicagao in vitro

invasivo e coloca o doente em risco de sofrer outras lesdes cerebrais, o que também nao é

(]

favoravel a sua utilizagdo autologa. A utilizagao de células alogénicas implica o recurso
imunossupressio o que pode provocar efeitos adversos.

Apesar destas células se encontrarem no SNC, estudos demonstram que sao
necessarias mais células estaminais para fazer a correta reparacio da lesio. ('?

A capacidade das células estaminais nervosas em modular o sistema imune e promover a

angiogénese pode ser uma mais-valia em algumas patologias do sistema nervoso, como o

AvC.!?

As células que poderao ser usadas na terapéutica tém que cumprir os requisitos de
qualidade e seguranga impostos pelas guidelines das agéncias regulamentares. A produgao e
controlo de qualidade sao muito importantes para garantir a eficacia e seguranga dos
tratamentos. ¥

A utilizagao de células autdlogas levanta algumas questoes quanto a possibilidade de
colocarem em perigo o doente. As células estaminais nervosas autdlogas levantam este tipo
de questoes, uma vez que tém que ser removidas do cérebro do doente, podendo provocar
lesoes cerebrais na drea da colheita. Por outro lado, a cultura das células autélogas em soro
bovino pode provocar reagoes alérgicas e contaminagao do doente com doengas zoonaticas.
A utilizagao de células alogénicas coloca questoes de carater ético e de risco de
contaminagio para o doente, por serem de individuos ou de espécies diferentes. ¥

A probabilidade de surgirem carcinomas devido a utilizagdo de células estaminais é
outro dos problemas que causa algumas dlvidas na utilizagio terapéutica destas células. "

A utilizagao de imunossupressores com o objetivo de evitar a rejeicao das células
estaminais no tratamento do AVC pode colocar o doente em risco de contrair infegoes que
coloquem a vida em perigo, como pneumonias e outras infe¢des com microrganismos

multirresistentes, contraidas em meio hospitalar. ¥
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A via de administragao das células estaminais € outro dos problemas de segurancga da
utilizagao destas células na terapéutica. A injecao das células junto ao local da lesao é uma via
invasiva que pode provocar danos cerebrais. A injegao por via endovenosa e intra-arterial
pode provocar problemas de oclusio das veias e artérias. (*

Uma das formas de contornar o problema da falta de células estaminais, em tempo (util,
para serem usadas na terapéutica, é a criagdo de um banco de células. Nesses bancos, as
células serdo produzidas de forma controlada para garantir a seguranca na sua utilizagio. @
Para as células estaminais poderem serem usadas na terapéutica, sao necessarios mais

estudos que garantam a sua eficacia e seguranga.

5. Utilizacao de células estaminais no tratamento do AVC

A ideia da utilizagdo das células estaminais na terapéutica do AVC surgiu quando se
descobriu que, apds um AVC, as células estaminais nervosas do proprio individuo iniciam a
reparagao da area afetada. Apos esta descoberta, iniciaram-se varios estudos para perceber
de que forma se poderiam introduzir as células estaminais na terapéutica do AVC.

Apos um AVC, isquémico ou hemorragico, ha morte de células nervosas. As células
nervosas que morrem sao necessarias para desempenhar uma fungao que pode
comprometer a vida do individuo. Os neurdnios perdidos tém que ser repostos para manter
em funcionamento os circuitos nervosos. As células da glia, astrocitos e oligodendrocitos
necessitam igualmente de ser repostos para ajudarem na transmissao dos impulsos nervosos.
As células estaminais possuem a capacidade de repor as células perdidas e assim devolver ao
individuo a funcio cerebral afetada. *?

A terapéutica com células estaminais tem como objetivo principal colmatar as falhas da
terapéutica farmacologica convencional. Uma vez que as terapéuticas convencionais apenas
aliviam alguns sintomas e raramente conseguem alterar a progressao da doenca, € necessario
utilizar as células estaminais para diminuir a perda celular e para repor as células nervosas
destruidas. *?

As células estaminais apresentam varias vantagens na terapéutica do AVC em relagao as
terapéuticas convencionais. Por um lado, estas células sao atraidas para as zonas de lesao,
aguda ou cronica, e inflamagao. Por outro lado, conseguem realizar a sua fungao reparadora,
adaptando-se ao ambiente em que se encontra a lesao. A possibilidade de serem usadas as
células do préprio individuo é outra vantagem muito importante, uma vez que desta forma

se reduzem os problemas com o sistema imunitdrio e alguns problemas éticos. Por fim, a
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possibilidade de serem modificadas em cultura, geneticamente ou nao, permite que tenham
propriedades Unicas e potencial para serem usadas na terapéutica. ¥

A terapéutica com células estaminais pode ser dividida em endogena e exdgena. A
terapéutica endogena tem como objetivo mobilizar as células estaminais do individuo para o
local de agao. Um exemplo desta terapéutica € a utilizagao de fatores de estimulagao de
coldnias de granulocitos que mobilizam as células estaminais hematopoiéticas para o sangue
periférico, promovendo a neuroprotecio e a neuroregeneracio. ?

A terapéutica exogena consiste na transferéncia de células estaminais, autélogas ou
alogénicas, diretamente para a area da lesao cerebral ou por administragao por via sistémica
(via intravenosa ou intra-arterial). A terapéutica exogena necessita de preparagao

(purificacio) e proliferacio celular antes da administracio das células. @% '

As lesoes provocadas por um AVC sao normalmente de grande extensao. Para a
recuperagao total, sio necessarios varios tipos de células, em diferentes percentagens, uma
vez que nao sao apenas os neuronios que necessitam de ser regenerados, mas também as
células da glia e os vasos sanguineos. ®

As células estaminais podem ser obtidas de varias fontes e, embora tenham alguns
mecanismos em comum, diferem em muitos aspetos e comportam-se de forma diferente em
relagao a sua taxa de diferenciacao, a secrecao de fatores de crescimento e a estimulagao de
processos endogenos de regeneragio e reparagio celular. @

A escolha do tipo de células estaminais a usar na terapéutica vai depender nao sé da
eficacia, mas também da facilidade com que se obtém, do crescimento das células em cultura,
da imunossupressio associada ao seu uso e da dose necessaria. *

A elucidagao dos principais mecanismos de agao das células estaminais na recuperagao
de um AVC é fundamental para a sua correta utilizagdo na terapéutica. Para se perceber
melhor estes mecanismos, tém sido realizados varios estudos pré-clinicos em modelos
animais de AVC. " Os mecanismos de acio verificados foram: formacio do circuito
nervoso, redugao da apoptose, reducao da inflamagao, promogao da angiogénese e
neurogénese e promogio de outros processos endégenos de reparagao. ¥

A formagao de um novo circuito nervoso é fundamental para se estabelecer o correto
funcionamento do SNC. A reposicao dos neurdnios implica a existéncia de oligodendrécitos,

uma vez que estas células siao responsaveis pela formagao da bainha de mielina que é
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necessaria ao funcionamento dos novos neuronios, pois assegura uma transmissao mais
eficaz dos impulsos nervosos. ®¥

Apds um AVC, os neuronios e as células da glia morrem por processos de necrose e
apoptose. As células estaminais mesenquimais e nervosas exogenas demonstraram, em
varios estudos pré-clinicos, a capacidade de produzir fatores neuroprotectores que vao
proteger as células nervosas dos processos de necrose e apoptose. As células estaminais
mesenquimais e nervosas apresentaram também capacidade de atrair para a area da lesao as
células estaminais enddgenas, o que confere também neuroprotegao na area lesada. A
combinacao de ambos os mecanismos vai proporcionar uma neuroprotecao mais efetiva e
como resultado ha uma diminui¢io dos mecanismos de apoptose e necrose. (¥

O efeito imunomodulador das células estaminais € também essencial no mecanismo de
neurogénese. O processo inflamatério que surge apds o AVC prejudica a agao das células
estaminais nervosas, diminuindo a neurogénese. As células estaminais conseguem regular o
processo anti-inflamatorio, conforme as necessidades da neurogénese e desta forma
apresentam uma vantagem em relagdo aos farmacos anti-inflamatérios. !**)

A reparagao da lesao requer grande diferenciagao e divisao celular. Para ocorrer uma
boa reparagao é necessario o aporte de nutrientes em quantidade suficiente para garantir
esses processos. A formagao de novos vasos sanguineos (angiogénese ou neovascularizagao)
vai proporcionar um maior fluxo de sangue no local e, consequentemente, maior quantidade
de nutrientes chegam ao local da reparagao. A angiogénese foi verificada apos transplante de
células estaminais nervosas, mesenquimais e endoteliais. '* > A neovascularizagio resulta da
atuacao de fatores de crescimento, como o fator de crescimento de endotélio vascular e o
fator neurotrofico cerebral, que sio libertados pelas células estaminais. !+

Apos um AVC, iniciam-se mecanismos endogenos de neurogénese, ou seja as células
estaminais nervosas do individuo iniciam o processo de renovagao celular. Em estudos pré-
clinicos em ratos, apés o AVC, verificou-se um aumento na produgao de neuroblastos
endogenos (células percursoras de células nervosas). ¥ A administragio de células do
sangue do cordao umbilical e de células mesenquimais, também demonstrou potenciar a

neurogénese enddgena, no entanto este mecanismo ainda nio esta bem esclarecido. %)

A caracterizagao dos doentes que podem vir a utilizar esta terapéutica é importante,
uma vez que estes respondem de forma diferente consoante as caracteristicas individuais,

como a idade e o sexo, e o tipo e localizagio do AVC. As co-morbilidades, como a
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hipertensao, a diabetes e dislipidémias vao influenciar também a resposta ao tratamento com
células estaminais. "*

A maioria dos estudos pré-clinicos foram realizados em animais jovens e saudaveis e
foram maioritariamente focados no estudo do AVC isquémico. " No entanto, a maioria da
populacao humana que sofre AVC tem idade avangada, pelo que os resultados dos ensaios
pré-clinicos sio dificeis de transpor para o ser humano. ) Sio necessarios mais estudos

clinicos que avaliem a eficacia das células estaminais nos varios tipos de doentes.

Consoante as necessidades de recuperacao do doente, o tratamento pode ser realizado
em fase aguda ou croénica. Na fase aguda, a neuroprotegao é fundamental para as lesoes
serem menores, mas a sobrevivéncia das células estaminais fica comprometida devido aos
efeitos nefastos do AVC. Na fase inicial de um AVC, hd inflamagao, o que afeta a
sobrevivéncia das células estaminais transplantadas e inibe a neurogénese endogena. Nas
primeiras semanas apds o AVC, as células estaminais podem ser usadas na promogao de
mecanismos de reparagao enddgenos e na inibicao da apoptose e necrose. Numa fase mais
avancada, sao os mecanismos de reparagao da area lesada os mais necessarios. Assim, a
utilizagao de células estaminais com maior capacidade de regeneragao faz mais sentido na
fase cronica do AVC, (%2529

A utilizacao das células estaminais devera seguir uma logica de protegao e recuperagao
do doente consoante a evolugio que este tiver ao longo do tempo. %229

No futuro serao necessarios mais estudos que expliquem o mecanismo de agao e que
comparem a utilizagao dos varios tipos de células estaminais em fase aguda e crénica. Depois
da analisados os resultados, sera possivel otimizar o tratamento consoante a fase da doenca

em que o doente se encontra, ('* %29

Virias vias de administragao tém sido estudadas em varios ensaios pré-clinicos e clinicos,
mas ainda nao se chegou a uma conclusao de qual a melhor via de administragao de células
estaminais. ")

A via de administragio endovenosa demonstrou ser a mais facil e segura. ®® Esta via
apresenta algumas desvantagens, como a acumulagao de células em orgaos (figado, bago e
pulmoes) que nao sao o alvo do tratamento. Desta forma, apenas uma quantidade reduzida

de células chega ao local da lesao no cérebro. Nesta via, o tamanho das células vai influenciar
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a entrega no local de agao, uma vez que é necessario atravessarem a barreira hemato-
encefalica para atingirem esse local. (¥

A via intra-arterial leva as células de forma mais direta ao local de agao, perdendo-se
menos células em 6rgaos que nao sao o alvo e é uma via menos invasiva que a intracerebral.
(14)

Quando a administragao é feita por via endovenosa ou intra-arterial, a concentragao de
células e a circulagio do sangue devem ser reguladas para evitar a oclusao dos vasos
sanguineos, pois as células podem depositar-se nas paredes dos vasos e surgirem novos
problemas cardiovasculares. *

A via de administragao intracerebral é a via que entrega diretamente as células na area
cerebral lesada. Esta via é a mais invasiva e pode levar a interrup¢ao do tecido nervoso
saudavel junto i 4rea lesada, provocando mais lesdes cerebrais. 'Y

A escolha da via de administracao deve ter em conta a facilidade de administragao e a
seguranga, assim como o tipo de células, a dose e o mecanismo de agao proposto. Porém,

para a escolha da via de administragdo mais adequada sao necessarios mais estudos que

comparem as diferentes vias e que avaliem a eficicia e seguranga de cada uma. ("*

A dose de células estaminais a usar no tratamento do AVC ainda nao esta definida, sendo
necessario mais estudos pré-clinicos e clinicos que avaliem a quantidade de células eficaz e
segura.

A dose vai depender das necessidades do doente e da via de administragao escolhida. O
numero de células que conseguem chegar ao local da lesao vai, também, influenciar a dose a
usar no tratamento. Os riscos e beneficios associados as diferentes doses devem ser
avaliados para que o tratamento com células estaminais nao seja responsavel por problemas

de toxicidade e carcinogenicidade. *

As células alogénicas, por serem de outro individuo, requerem normalmente a utilizagao
de farmacos imunossupressores. A utilizagao de imunossupressao gera sempre controveérsia
e o seu uso no tratamento do AVC com células estaminais nao é excecao.

Um estudo afirma que a utilizagdo de imunossupressao promove a migragao das células

9

estaminais enddgenas e a regeneragio da area lesada. ®” No entanto, dados de meta-analises

de estudos pré-clinicos nao demonstram que a imunossupressao seja benéfica no tratamento

|7
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com células estaminais, %

mas os resultados obtidos até ao momento ainda nao permitem
conclusoes definitivas. Se se conseguir que as células autologas sejam produzidas em
quantidade e qualidade adequada ao seu uso no doente, evita-se a utilizagio de

imunossupressio, o que pode ser uma grande vantagem para os doentes de AVC. ®

A preparagao de células estaminais pode ser melhorada com a adigao de adjuvantes que
tém como fungio melhorar a sua acdo in vivo. As células podem ser adicionados compostos
para que estas sejam mais resistentes e consigam sobreviver mais facilmente no ambiente da
lesao. As células estaminais podem, igualmente, ser modificadas geneticamente para secretar
fatores de crescimento e assim ter uma melhor funcao in vivo.

As alteragoes celulares e a adigao de adjuvantes podem potenciar o efeito das células

evitando algumas das suas desvantagens e melhorando a sua agao in vivo.

6. Ensaios Clinicos

Para se utilizarem as células estaminais na terapéutica, € necessario perceber algumas
questoes relacionadas com o seu uso em humanos. A primeira questao que é necessario
perceber é a semelhanga funcional das células estaminais humanas homologas as dos animais.

Outra questao prende-se com o tipo de células mais adequado para o tratamento.
Atualmente, o tipo de células estaminais mais adequado é definido de acordo com a
facilidade com que se obtém as células estaminais iniciais, a facilidade com que se expandem
as células para obter um nimero adequado a sua utilizagao, a eficiéncia com que as células
estaminais percursoras geram as células a utilizar e a capacidade das células em realizar a sua
fungao de reparagao. A necessidade de um ou outro tipo de células depende das condigoes
do individuo, podendo até, nalguns casos, ser necessarios varios tipos de células estaminais.

A terceira questao fundamental é a definicdo dos niveis de heterogeneidade nas
populagoes celulares transplantadas. Apesar da maioria das células estaminais serem
diferenciadas num tipo celular especifico, algumas células estaminais podem diferenciar-se em
células que nao sao as necessarias ou podem comportar-se como células carcinogénicas. Sao
necessarios estudos de seguranga a longo prazo para garantir que este e eventualmente
outros problemas nio acontecam. ('?

Outra questao que tem que ser considerada é a intensidade de trabalho necessaria a
utilizacao das células estaminais no tratamento do AVC. Na maioria dos ensaios clinicos, as

células usadas sao células mesenquimais autologas. Para as obter, é necessaria a colheita de
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medula éssea do doente ou de um dador por um médico especializado, o isolamento das
células estaminais e a sua colocagao em cultura e expansao e, por fim, a transferéncia para o
doente. Todos estes passos sao demorados e envolvem muito trabalho altamente
especializado, o que torna a utilizagao das células estaminais um processo muito longo e com
elevados custos. Para este tratamento poder ser utilizado, vao ter que ser criados
procedimentos de multiplicagao celular mais rapidos e economicos. A criagao de bancos de
células € uma das formas de evitar as dificuldades da utilizacao das células estaminais.

Para se iniciar um ensaio clinico, é necessario considerar alguns resultados dos estudos
pré-clinicos, como a evidéncia da eficacia, a via de administragao, o periodo de atuagao e a
toxicidade (carcinogenicidade). ¥

Os ensaios clinicos sobre a utilizagao de células estaminais no tratamento do AVC sao
ensaios ainda numa fase precoce, principalmente de fase | e ll, existindo um estudo de fase Il
em curso. ) A maioria dos ensaios clinicos registados na base de dados de ensaios,
clinicaltrials.gov, encontra-se a decorrer ou ainda esta em fase de planeamento. Dos vinte e
dois ensaios clinicos registados naquela base de dados, apenas oito estao terminados, mas
nem todos tém os resultados publicados por terem terminado recentemente.

A grande maioria dos estudos registados tém como endpoint primario a avaliagao da
seguran¢a e da tolerancia da utilizagdo das células estaminais no AVC e apenas alguns
possuem um endpoint secundario relativo a eficdcia das células estaminais. ®”

A populagao participante nestes varios estudos € constituida por individuos do sexo
feminino e masculino, em percentagem semelhante, com idades compreendidas entre os |8
e os 80 anos e que sofreram AVC isquémico. ®” Neste momento, nio existe nenhum estudo
que envolva doentes que sofreram AVC hemorragico. O nUmero médio de participantes nos
estudos ronda os 20-30 individuos, sendo que em alguns desses estudos os individuos estao
divididos pelo grupo em tratamento e pelo grupo controlo. *”

O estado fisiopatologico dos doentes e os mecanismos de agao propostos para os
diferentes tipos de células estaminais sio diferentes em fase aguda e crénica do AVC. (¥
Estes aspetos vao influenciar a fase da doenga em que sao realizados os estudos de
seguranga e eficacia. Nos estudos clinicos cujo objetivo é a recolha de dados de seguranga,
os doentes em fase cronica de AVC, que se caracterizam por se encontrarem estaveis e por
jA ndo se encontrarem em fase de recuperacio, sio os mais indicados. ®” No entanto, para
se estudar a eficacia, os doentes mais adequados sao aqueles que se encontram em fase
aguda de AVC. ® A maioria dos estudos em desenvolvimento estio a ser realizados em

individuos que se encontram em fase crénica do AVC. ?”) A estabilidade dos doentes na fase
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crénica do AVC permite que as células estaminais sejam entregues no local de agao mais
facilmente. ¥

As células estaminais da medula 6ssea sao o tipo de células estaminais mais usadas em
ensaios clinicos, embora, também sejam usadas células estaminais nervosas e células
estaminais mesenquimais com origem no tecido adiposo. ")

A dose de células a administrar € varidvel consoante o tipo de células estaminais
utilizadas e o numero de administragoes adequadas ao tratamento. Nos estudos clinicos
referenciados na base de dados clinicaltrials.gov, as doses de células utilizadas sao diferentes
nos varios estudos e variam entre | milhao e 500 milhdes de células estaminais por kg de
peso do doente. ™ Num desses estudos, o tratamento foi dividido em 3 administragdes num
periodo de sete dias. Neste caso, a dose utilizada em cada administragao foi menor do que
se tivesse sido realizada apenas uma administragio. ®® A via de administracio de células
estaminais mais utilizada nos ensaios clinicos, referenciados em Clinicaltrials.gov, é a via
endovenosa. No entanto, outras vias tém sido estudadas, como a via intra-arterial, intratecal
e intracerebral. *”

A eficacia do tratamento com células estaminais é avaliada com base em parametros de
classificagao da evolugao do doente, nomeadamente o NIHSS (National Institutes of Health
Stroke Scale), um indice de deficiéncia neuroldgica, o Bl (Barthel Index) e o mRS (modified
Ranking Scale). Estas escalas permitem avaliar as lesdes neuroldgicas dos individuos. ®® Nos
ultimos anos com o aumento do nimero de ensaios clinicos com células estaminais, surgiu a
STEPS (Stem Cell Therapeutics as an Emerging Paradigm for Stroke), um consércio de
especialistas das universidades, industrias, National Institutes of Health e Food and Drug
Administration dos Estados Unidos da América, que elaborou guidelines cujo objetivo é
assegurar a eficicia e seguranga nos estudos realizados com células estaminais e,
posteriormente, no uso das células estaminais no tratamento do AVC. (¥

De seguida, serao apresentados alguns dos resultados obtidos nos estudos clinicos que ja
terminaram e que ja se encontram publicados.

Num estudo de fase I/ll em que se estudou a eficacia, a viabilidade e a seguranga das
células estaminais da medula 6ssea em individuos que sofreram AVC isquémico, nao foram
verificadas reagdes adversas, nio ocorreram mortes nem surgiram novos AVCs. ®¥ Durante
os seis meses de seguimento, nao se verificou o aparecimento de tumores. Relativamente a
eficacia, verificou-se que quanto maior o nimero de células estaminais administradas,
melhores foram os resultados neurologicos obtidos. No entanto, a comparagao das
avaliagoes nas escalas mRS, NIHSS e Bl, antes e apos o tratamento com células estaminais,
demonstrou nio ser possivel retirar uma conclusio exata relativa a eficicia. ®*
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Noutro estudo de fase Il, pretendia-se avaliar a seguranca, eficacia e viabilidade das
células estaminais mesenquimais em dez doentes que se encontravam em fase subaguda (sete
a trinta dias ap6s o AVC) de AVC isquémico. ®® Neste ensaio clinico, foram estudas varias
vias de administragao de células estaminais e concluiu-se que a via endovenosa tem maior ou
igual eficacia e maior seguranga para o doente relativamente as outras vias possiveis. Os
doentes foram seguidos durante um ano e nao se verificou o surgimento de carcinomas. No
entanto, o pequeno nimero de doentes incluido no estudo e o tempo reduzido de
seguimento, nao permitiu tirar conclusoes inequivocas relativamente a seguranca, eficacia e
viabilidade das células estaminais mesenquimais em doentes que sofreram AVC isquémico.
(28)

Outro estudo teve como objetivo estudar a viabilidade celular, eficacia e seguranga da
administragio de células estaminais a longo prazo. ®® Neste ensaio, usaram-se células
estaminais mesenquimais autologas expandidas em cultura. O estudo foi realizado em trinta
individuos que tinham sofrido AVC isquémico ha mais de um més. Os doentes foram
randomizados em dois grupos: um grupo com 5 elementos que recebeu uma infusao
intravenosa de células estaminais mesenquimais autdlogas e um grupo controlo de 25
elementos aos quais nao foram administradas células estaminais. Durante | ano, foram
avaliadas as mudangas na deficiéncia neuroldgica e os desenvolvimentos da fungao
neuroldgica, comparando os dois grupos. O tratamento do AVC através das células
estaminais mesenquimais mostrou ser seguro, hao ocorreram mortes, nao houve
recorréncia de AVC, nem eventos adversos graves relacionados com as células estaminais.
Os resultados do estudo permitem concluir que o uso de células estaminais mesenquimais
autologas no tratamento de AVC isquémico apresenta beneficios. Os dados clinicos e
imagioldgicos do estudo demonstram que o transplante de células estaminais mesenquimais
é viavel em novos tratamentos do AVC. No entanto, os resultados obtidos neste estudo
devem ser interpretados com cautela, uma vez que apenas foram tratados com células
estaminais mesenquimais 5 doentes e o resultado de um AVC é muito heterogéneo entre
doentes. Os resultados do estudo demonstraram que é provavel que o tratamento com
células estaminais mesenquimais melhore o funcionamento cerebral (aumento de Bl e mRS)
e que a melhoria do funcionamento se inicie logo apés o tratamento com as células. ©*

Foi realizado um ensaio clinico em que foram utilizadas células mononucleares da medula
6ssea em doentes com AVC moderado a grave em fase aguda. ®® Na primeira fase do
estudo, pretendia-se avaliar principalmente a seguranca da utilizagao das células estaminais.
Durante o estudo, nao houve nenhum efeito adverso grave ou morte relacionado com a
terapia celular. Também nao foram verificados novos AVCs isquémicos nem hemorragicos e
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nao se verificaram neoplasias. Na segunda fase do estudo, o objetivo consistia em avaliar a
evolugao dos doentes nas primeiras 24 horas e no dia 180 apos tratamento. Verificou-se que
houve uma melhoria nos valores da escala NIHSS apresentados pelos doentes entre o
periodo de pré - tratamento e o dia 180 de seguimento e verificou-se também uma melhoria
significativa de 6 dos vinte doentes, o que representa uma percentagem de 30%. Os
resultados obtidos sao encorajadores para a realizacdo de mais estudos de eficacia e de
seguranca. ¥

Os resultados obtidos nos ensaios realizados até ao momento ainda nao sao conclusivos
em relagao ao melhor tipo celular, a via da administragao e a fase do AVC em que o

tratamento sera mais eficaz. Mais estudos sao necessarios para se conseguir obter as

respostas que explicarao a melhor forma de usar as células estaminais no tratamento do

AVC. !

7. Futuro

A possibilidade de utilizagao de células estaminais no tratamento do AVC da uma nova
esperanga aos doentes que com as terapéuticas atuais nao conseguem uma recuperagao
eficaz. Devido a elevada percentagem de individuos que sofrem AVC ou que estao em risco
de sofrer AVC, é imprescindivel o aparecimento de novas terapias que permitam a
recuperagao das areas cerebrais lesadas.

As células estaminais surgem entao como uma nhova perspetiva de tratamento em que,
porém, € ainda necessario investir tempo e recursos para que possa ser utilizada de forma
eficaz e segura. Ha sem ddvida um longo caminho a percorrer, envolvendo ensaios pré-
clinicos e clinicos, mas também estudos que permitam o desenvolvimento de métodos de
preparagao e administragao que garantam a biosseguranca das células estaminais.

Os resultados de estudos pré-clinicos demonstraram que a terapia celular consegue
melhorar o funcionamento e a estrutura cerebral apés um AVC. Esses estudos pré-clinicos
demonstraram que as células estaminais sao eficazes na recuperagao em fase aguda, sub-
aguda e croénica, mas poucos estudos compararam as varias fases, com os varios tipos de
células. Ja foram realizados varios estudos clinicos que sugerem que a terapia com células
estaminais no AVC pode ser segura e eficaz. No futuro, sao necessarios estudos mais
complexos para se poderem traduzir os resultados para a pratica clinica. @

Apesar de ja serem varios os ensaios clinicos realizados ou em desenvolvimento, ainda ha
muitas questoes para as quais nao se tem uma resposta. O facto de existir uma grande

heterogeneidade metodolégica nos estudos com células estaminais, torna dificil uma
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comparagio entre as varias células. E necessario que os estudos sejam desenvolvidos com a
perspetiva de que as questoes tém que ser respondidas em tempo util. A STEPS procurou
definir um conjunto de informagoes que € necessario conhecer para se utilizarem as células
estaminais na terapéutica do AVC. Os ensaios clinicos que serao desenvolvidos devem
procurar obter as informagoes que a STEPS definiu. Na tabela seguinte, encontram-se
algumas das questoes estabelecidas pela STEPS que tém que ser estudadas nos ensaios pré-

clinicos e clinicos. (¥

Consideracoes da STEPS a ter em conta em ensaios pré-clinicos
e clinicos com células estaminais:

Mecanismo de Acao
e Substituicao celular
e Influencia do ambiente da lesao
e Qutros

Patologia
e Isquémico ou Hemorragico

Localizacao da lesao
e Cortical ou subcortical
e Zona estaminal cerebral

Tempo apos AVC
e Agudo
e Subagudo ou cronico

No futuro, depois de se obterem mais informagoes sobre as células estaminais, sera
possivel passar da experimentagao para a pratica clinica no tratamento do AVC. As
expetativas nas células estaminais sao grandes, mas € preciso garantir a eficacia e seguranga

do tratamento para nao colocar a vida dos doentes em risco.
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Conclusao

Os acidentes vasculares cerebrais sio das doencas mais mortiferas da atualidade. ® Até
ao aparecimento das células estaminais para o tratamento do AVC, apenas era possivel
evitar que as lesoes cerebrais aumentassem ou evitar a morte do doente. As células
estaminais vieram dar uma nova perspetiva de tratamento aos doentes de AVC.
Aparentemente, estas células vao ter capacidade de recuperar estrutural e funcionalmente a
area cerebral afetada pelo AVC.

Para o tratamento do AVC, podem ser usados varios tipos de células estaminais. O
mecanismo de agao e a facilidade de obtengao e proliferagao vai influenciar a escolha do tipo
de célula estaminal a usar no tratamento de um doente com determinadas caracteristicas.
Em alguns casos, pode até ser necessaria a utilizagao de varios tipos de células estaminais ao
mesmo tempo ou em momentos diferentes do tratamento.

Até ao momento, foram realizados varios ensaios pré-clinicos e clinicos que procuraram
dar resposta a questoes relacionadas com o uso das células estaminais no tratamento do
AVC. No entanto, ainda ha um longo caminho a percorrer para se passar de estudos para a
pratica clinica. E necessaria mais informacio relativa ao mecanismo de acio das células
estaminais, ao tipo de doentes que podem ser tratados, a dose a administrar, a via de
administragao mais adequada, a fase da doenca em que o tratamento é mais efetivo e aos
adjuvantes que podem melhorar a eficacia e seguranga do tratamento.

A seguranga e eficacia do tratamento com células estaminais é fundamental para a sua
utilizagdo na pratica clinica. Os resultados de ensaios pré-clinicos e clinicos tém sido
positivos em relagao a seguranga e eficacia. No entanto, mais estudos sao necessarios para
garantir que o tratamento € seguro e eficaz.

O tratamento com células estaminais apresenta um futuro promissor nao sé no

tratamento do AVC, mas também no tratamento de outras patologias.
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