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Resumo

Este trabalho reune pesquisas cientificas sobre tratamentos atuais em
diversos tecidos com células-tronco mesenquimais. Aponta as definicbes de
organismos celulares, tipos de tecidos, diferenciacdo entre os tipos de células-
tronco (embrionarias e adultas), sua potencialidade e formas de isolamento e
proliferacdo. O foco principal sdo células-tronco mesenquimais adultas obtidas
de diversos tecidos, e sua capacidade em transformar-se no tecido alvo
lesionado, mesmo quando este ndo é de origem mesenquimal, a partir de fatores
biolégicos (citocinas e biomoléculas). Distingue a eficiéncia de dois tipos de
meios de cultura (DMEM - alta concentracdo de glicose e Knock-out DMEM) a
fim de definir a forma mais habil para proliferacdo e utilizacdo em terapias
teciduais. Conclui-se que ha aceleramento e eficdcia nos tratamentos quando

utilizada células-tronco mesenquimais.

Palavras chave: células-tronco mesenquimais, tratamentos teciduais, DMEM.
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Abstract

This work gathers scientific researches about current treatments on
various tissues with mesenchymal stem cells. Points the definitions of cellular
organisms, tissue types, differentiation between types of stem cells (embryonic
and adult), their potential and form of isolation and proliferation. The main focus
are adult mesenchymal stem cells obtained from several tissues, and their
capacity of becoming the injured target tissue even when this has not a
mesenchymal origin, from biological factors (cytokines and biomolecules).
Differentiates the efficiency of two different culture methods (DMEM - high
glucose concentration and Knock-out DMEM) to define the best way to
proliferation and being utilization in tissue therapy. Concluding on a striking
acceleration and effectiveness on the treatments when mesenchymal stem cells

are utilized.

Keywords: mesenchymal stem cells, tissue treatments, DMEM.
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Introducao

Todo ser vivo é composto estruturalmente por unidades funcionais - as
células - podendo ocorrer isoladamente (nos seres unicelulares) ou formando
arranjos complexos nos seres pluricelulares, (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2005).
Basicamente, existem dois tipos de células, que sao divididas em duas
categorias, diferenciadas por sua organizacdo e complexidade nuclear e
organoide, sendo as células procariontes e eucariontes (COOPER & HAUSMAN,
2007). As células procariontes sdo pobres em membranas, sendo
essencialmente constituida apenas pela membrana plasmatica e poucas
organelas, onde o material genético fica livre no citoplasma, mas esse tipo
celular ndo sera aprofundado nesse trabalho (STORER et. al., 2003). Os tecidos
que compde o0s organismos multicelulares se caracterizam pela presenca de
células e matriz extracelular. Entre os tecidos ha o epitelial, conjuntivo, muscular
e nervoso (GARTNER & HIATT, 1999).

Entre as células dos tecidos temos as células-tronco, que séao células
indiferenciadas e podem ser classificadas, quanto ao tipo, em: células-tronco
embrionarias e adultas. As adultas sédo células que ja sofreram algum tipo de
diferenciacéo e esperam por estimulos para terminar sua distincdo e transformarem-
se no tecido necessitado (SILVA et. al., 2010). Mesmo sabendo da totipoténcia das
CT’s embrionarias, deve-se observar com cautela a funcionalidade e plasticidade
das CT’s adultas, principalmente por ndo ter que passar por questdes éticas ou
religiosas, demonstrando que algumas linhagens sdo muito eficazes na
diferenciacdo em outros tecidos. Especialmente as CT’'s mesenquimais (CTM’s), que
se caracterizam muitas vezes como uma CT embrionaria, porém com capacidade
reduzida (JAZEDJE et al., 2009), podendo se diferenciar em tecidos mesodermais e
nao mesodermais (MONTEIRO et al., 2009).

O isolamento de CT’s adultas, feito por Bittencourt e colaboradores
(2006), serviu para definir qual seria 0 melhor meio de cultura para sua proliferacao,
conduzida em dois meios de cultura diferentes, sendo o meio Knock-out DMEM
(Dulbecco’s modified Eagle’s medium) e o meio DMEM - alta concentracdo de
glicose. O resultado demonstrou que o meio de cultura Knock-out DMEM teve uma
rapida proliferacdo das CTM’s, sendo mais eficaz e habil em comparacdo ao meio

de cultura DMEM - alta concentracdo de glicose e estudos recentes sobre o
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comportamento imunolégico das CTM’s mostram avanc¢os no uso terapéutico pela
possibilidade de tratamento alégeno (MONTEIRO et al. 2009).

Objetivos Gerais

Este artigo de revisdao visa explicitar formas de isolamento,
proliferacdo e tratamentos com o transplante de células-tronco, procurando
reunir trabalhos atuais publicados sobre o assunto de forma a esclarecer

conceitos e a utilizacao terapéutica das células-tronco adultas mesenquimais.

Objetivos Especificos
e Definir e conceituar o que séo células-tronco, diferenciando-as
em seus tipos e potencialidades.
¢ Identificar tipo de isolamento e proliferacdo das células-tronco
para uso terapéutico.
e Discorrer sobre tratamentos em tecidos com células-tronco

mesenquimais.

Metodologia

Este trabalho foi baseado em artigos cientificos recentes, teses de
mestrado e doutorado, trabalhos de conclus&o de curso e livros, encontrados em
banco de dados, bibliotecas virtuais e de universidades, para elucidar toda a
introducao e reviséo bibliogréafica.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
Citologia: Célula Eucarionte

As células eucariontes sdo células mais complexas quando
comparadas as procariontes, onde ha organelas especializadas e um nucleo
bem delimitado por carioteca. As organelas trabalham organizadamente a fim de
produzir todos os elementos necessarios, a partir de processos metabdlicos,
garantindo a eficiéncia celular (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2005).

Ainda segundo o autor, as células eucariontes quando agrupadas
formam os tecidos basicos constituintes dos organismos complexos. Os tecidos
basicos, ou primarios, humanos sao: tecido epitelial, ou de revestimento, tecido

conjuntivo (e suas especializa¢des), tecido nervoso e tecido muscular. Todas as



[Digite texto]

células dos diferentes tecidos estdo sob controle de citocinas, sinalizadores

bioquimicos e horménios, que comandam todas as acfes intra e extra-celulares.

Histologia: Tecidos Basicos

A maioria dos tecidos se caracteriza pela presenca de células e matriz
extracelular (composta basicamente de agua e fibras, que auxilia no transporte
de substancias), a excecdo esta no tecido epitelial onde € ausente ou ha
pouquissima matriz extracelular. Cada tecido tem formas e func¢des muito
distintas um dos outros, como tecido epitelial, conjuntivo, muscular e nervoso
(GARTNER & HIATT, 1999)

O tecido epitelial tem como funcéo revestir ou secretar (JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 2008), sendo denominadas de revestimento ou glandular, tendo
como caracteristica pouca, ou quase nenhuma matriz extracelular. Quando de
revestimento tem origem embrionaria ectodérmica (MONTAGNER & CORREA,
2004), quando glandular tem origem mesodérmica. Normalmente sdo células
poliédricas, justapostas, aderidas firmemente uma as outras, podendo se
apresentar em formato cubdide ou cilindrico. Possui uma lamina basal que faz a
juncdo do tecido epitelial com o tecido adjacente, que normalmente é tecido
conjuntivo (OLIVEIRA et al., 2002).

O tecido conjuntivo é altamente especializado, se diferenciando em
categorias distintas, como tecido 6sseo, cartilaginoso, adiposo e sanguineo.
Mas, também h& o tecido conjuntivo propriamente dito, ou conectivo (Timm,
2005). As principais funcdes desse tecido € unir e manter ligado as partes do
corpo e atuar como barreira de defesa. Sua origem embrionéaria € mesodérmica
(JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008).

Na maioria dos animais o tecido mais farto € o muscular, composto por
células alongadas, denominadas fibras. Sua origem embrionaria € mesodérmica.
Esse tecido tem como funcdo a movimentacdo corporal em geral, a fisiologia
muscular utiliza dois distintos tipos de unidades motoras, a fasica (ou dinamica)
constituida de fibras longas e a ténica (motora), constituida de fibras curtas
(BIENFAIT, 1995).

Segundo trabalho de Cordeiro (1996) o “sistema nervoso € 0 mais
complexo e diferenciado do organismo, sendo o primeiro a se diferenciar

embriologicamente e o ultimo a completar o seu desenvolvimento.” O tecido nervoso
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€ composto de dois tipos celulares, sendo os neurbnios e as células da glia (ou
neurdéglia), em que os neurdnios sdo sua unidade fundamental (MACHADO, 2000).

Células-tronco: Tipos e Classificacéo

Ultimamente muito tem se falado sobre as células-tronco (CT’s), esse
assunto ndo sai da midia e tem se tornado uma especulacdo mundial. Existem
varios trabalhos publicados sobre o tema e ha muita expectativa em obter novidades
em tratamentos. CT's sdo células com potencial de se diferenciar em diversos
tecidos e se auto-replicar, a partir de estimulos ambientais e da necessidade das
células marginais (HOCHEDLINGEr & JAENISH., 2003; KIRSCHSTEIN, 2001).
Quanto a biotecnologia, essas células indiferenciadas, podem ser classificadas,
quanto ao tipo, em: células-tronco embrionarias e adultas. As adultas podem ser
encontradas no corddo umbilical, placenta e medula 6ssea, como também em
diversos tecidos animais As trés primeiras sdo constantemente utilizadas em
tratamentos medicinais, sendo que a medula éssea tem menor potencial de rejeicao.
As CT adultas séo células que ja sofreram algum tipo de diferenciacdo e esperam
por estimulos para terminar sua distingdo e transformarem-se no tecido necessitado
(SILVA et. al, 2010). Por outro lado as CT’s embrionéarias sdo células mais potentes,
obtidas na fase embrionéria, com total potencial de se diferenciar em qualquer outra
célula de todos os tecidos animais existentes. Essas células ainda estdo em teste
para tratamentos medicinais (DEL CARLO et. al, 2009; SILVA et. al, 2010).

Conforme sua potencialidade, as CT’s sao classificadas em toti, pluri ou
multi, oligo e unipotentes. As totipotentes sdo CT’'s capazes de originar qualquer
célula embrionaria ou extra-embrionaria, como todos os tecidos que formam o corpo
humano. As pluripotentes e multipotentes sé@o células que podem se diferenciar em
guase todos os tipos de células, as pluri sdo originadas da massa interna do
blastocisto e as multi ddo origem exclusivamente um subgrupo de familias teciduais
(como exemplo as CT’'s mesenquimais e neurais). As CT’s oligopotentes sdo ainda
mais restritas, gerando poucos tecidos e as unipotentes geram apenas um tipo de
tecido (SCHWINDT et al., 2005; SILVA et al., 2010).

Como j& citado, existem varias formas de coleta de CT’s, porém as mais
aptas para tratamentos sao retiradas de pré-embrides, entretanto, por questdes
éticas e religiosas ha grande proibicdo na maioria de paises para utilizacdo dessa

fonte, mesmo vinda de embribes nao aptos para implantacdo e nidagéo
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(YAMANAKA, 2007). No Brasil h4 grande controvérsia nas pesquisas, pois é
autorizada a retirada e pesquisa de células advindas de blastocistos, porém nao é
permitido o emprego terapéutico em humanos. Isso faz com que pouco se saiba
sobre sinalizacbes celulares e a interacdo molecular de tais células com tecidos
(DEL CARLO et al., 2008).

Mesmo sabendo da totipoténcia das CT’s embrionarias, observa-se com
cautela a funcionalidade e plasticidade das CT’s adultas, além de nao ter que passar
por questdes éticas e religiosas, podendo gerar muitas pesquisas para avangos na
area, algumas linhagens sdo muito eficazes na diferenciacdo em outros tecidos.
Especialmente CTM’s, que sado células raras, escassas, com grande aceitabilidade e
habilidade para se diferenciar em col6nias progenitoras de diversos tipos de tecido.
Caracterizando-se, mesmo retirada de individuos adultos, como uma CT
embrionéria, que embora possua capacidade reduzida de diferenciagdo, pode ser
considerado um avanco tecnolégico, pela possibilidade do uso terapéutico. Jazedje
e colaboradores (2009) confirmaram essa teoria apds pesquisa com CTM'’s extraidas
de tubas uterinas que em cultura se diferenciaram em diversos tipos de tecidos
como: musculo, cartilagem, gordura e 0sso (in vitro).

Ha indmeras moléculas sendo expressas pelas CTM’s, como moléculas
bioativas, moléculas de adesdo, proteinas de matriz extracelular, citocinas e
receptores para fatores de crescimento. Essas expressdes permitem interacdes com
as outras células, controlando respostas inflamatérias, angiogénese e a proliferacéo
de células envolvidas na reparacgéo tecidual. Entre todos os tipos de CT’s adultas as
CTM’s sdo as que apresentam maior plasticidade, podendo se diferenciar em

tecidos mesodermais e ndo mesodermais (MONTEIRO et al., 2009). (Figura 1).
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mesenquimal

Figura 1: elucidacdo da potencialidade das CTM’s.
Fonte: http://www.cellvet.com.br/index.php?id=4&subid=2

Células-tronco mesenquimais: Isolamento, Proliferacao e Diferenciacao

Devido entre as CT’s adultas as CTM’s em pesquisas demonstrarem
maior plasticidade podendo gerar tecidos mesodermais e ndo mesodermais (DEL
CARLO et al.,, 2009), o trabalho as detalhara quanto as suas diferenciacdes,
isolamento e proliferacéo e tratamentos ja pesquisados e publicados. As CTM’s séao
células do estroma medular, precursoras de coldnias fibroblasticas, sendo CT’s ndo-
hematopoiéticas, caracterizando-se multipotentes que se fixam a placas de cultura
(BITTENCOURT et al. 2006).

Ha dois tipos de diferenciacdo das CTM’s propostos na literatura, a
transdiferenciacdo e a fusdo. A partir da transdiferenciacdo podem gerar dois tipos
de linhagem de células distintas, quando ocorre de forma direta modifica seu
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citoesqueleto e sua sintese protéica, ou de forma indireta, regredindo para uma CT
mais primitiva para posteriormente tornar-se outro tipo celular. A outra diferenciacao
proposta é a fusdo, procedimento biolégico vastamente conhecido, onde as CTM’s
se diferenciam apods fundirem-se as células alvo adultas, adquirindo o padrdo de
expressao génica da célula alvo (MONTEIRO et al., 2009).

As CTM'’s encontradas em diversos tecidos sdo sempre raras e escassas,
no caso do estroma medular apresentam-se em 1 a cada 34.000 células nucleadas
na medula 6ssea humana (WEXLER et al., 2003). As células tronco mesenquimais
ja foram isoladas de diversos locais, como sangue de corddo umbilical humano,
sangue, derme, osso trabecular, pulméo, polpa de dentes e ligamento periodontal
(MACIEL, 2010) e tubas uterinas (JAZEDJE et al., 2009), sugerindo que estas
células estdo ampla e diversamente distribuidas in vivo. Todo organismo apresenta
em suas células biomoléculas (marcadores de superficie) que diferenciam cada tipo
celular e suas singularidades. Entretanto, as CTM’'s quase nao expressam
marcadores imunofenotipicos, sendo realizados se reconhecimento através de
antigenos de superficie por anticorpos monoclonais, jA que expressam alguns
marcadores especificos e ndo especificos (MONTEIRO et al., 2009).

A presenca do marcador Stro-1 (estroma de suporte da hematopoese) é a
melhor evidéncia de comparecimento das CTM’s quando se deseja identifica-las a
meio tantas outras células. Porém, quando o meio de cultura se propaga esse
marcador é gradativamente perdido. Ainda assim, na literatura corrobora a idéia de
que as CTM’'s nao possuem marcadores tipicos de células de linhagens
hematopoiéticas e endoteliais. Os marcadores moleculares constantemente
presentes na superficie de CTM’s extraidas da medula 0ssea sao: CD44 (receptor
de hialuronato), CD105 (endoglina: marcador angiogénico), CD106 (VCAM-1:
molécula de adesao vascular), CD166 (ALCAM: moléculas de adesao de leucécitos
ativados), CD29 (integrinas VLA-R), CD73 (SH3 e SH4), CD90 (Thy-1), Stro-1 e Sca-
1. Contudo, a distincdo entre CTM’s e CT’s hematopoiéticas se da pela auséncia dos
antigenos CD14, CD34 e CD45 em sua superficie (MONTEIRO et al., 2009).

Bittencourt e colaboradores (2006) apdOs isolarem CT's do estroma
medular 0sseo fizeram testes para definir qual melhor meio de cultura para
proliferacéo e posterior uso terapéutico em transplantes para tecidos acometidos por
avarias. A pesquisa foi realizada com dois meios de cultura diferentes, sendo o meio

Knock-out DMEM e o meio DMEM - alta concentragédo de glicose. A concluséo do
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experimento demonstrou que o meio de cultura Knock-out DMEM teve uma rapida
proliferagdo das CTM’'s em comparagcdo ao meio de cultura DMEM - alta
concentracdo de glicose, onde as células se multiplicaram e formaram as primeiras
colonias fibroblasticas notaveis apdés 72 horas, enquanto para chegar ao mesmo
estagio o outro meio levou 5 dias. No quinto dia do experimento o meio Knock-out
atingiu um estagio de proliferacdo onde se observava alta concentragdo e grande
densidade das CTM’'s, no segundo meio esse estagio comecou a surgir apés o
décimo dia. No décimo dia de experimento a placa Knock-out DMEM obtinha CTM’s
em ocupacao de toda area do meio de cultura, e 0 meio DMEM - alta concentracao
de glicose ndo atingiu o mesmo estagio, provando entdo que o desenvolvimento,
multiplicacéo e proliferacdo das CTM’s sdo muito mais eficientes em meio de cultura
Knock-out DMEM, como demonstra a figura 2. A importancia desse trabalho foi
evidenciar e confirmar qual a forma mais habil e competente para obtencdo de
colénias de CTM’s para uso em transplantes, acelerando os tratamentos em
pacientes que ndo poderiam esperar por muito tempo sem o transplante das CT’s,
assim, futuramente com mais pesquisas na area 0 uso terapéutico das CT’s se
tornariam uma forma eficaz e rapida de tratamentos de doencas em pacientes em

estagios avancados de doencas.
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Figura 2: Microfotografia de contraste de fase das células mesenquimais em cultura (A-B). Presenga
de colénias de células com morfologia fibroblastéide em 5 dias de cultura com o meio Knockout
DMEM (A) e no meio DMEM alta concentracédo de glicose, as células formaram coldnias em 10 dias
(B). Aumento: x400 respectivamente. Microfotografia de células tronco mesenquimais marcadas com
anticorpo antivimentina (C-F). Observe a grande densidade celular com morfologia alongada cultivada
no meio Knockout DMEM (C, D). A concentracdo celular foi menor com o meio DMEM alta
concentracéo de glicose (E, F). Aumento: (C, E) x200 (D, F) x400.

Fonte: Bittencourt et al., 2005.

Células-Tronco e Reparacgao Tecidual

Lesdes teciduais em geral comprometem a funcionalidade do tecido
acarretando perda de funcdo e anatbmica, gerando danos e em consequéncia
ativam mecanismos de restauracao do local lesado. Ap6s o acometimento da lesdo
comeca a reparacao onde células do sistema imune (processo inflamatoério) recrutam
células da resposta imune inata, como macréfagos, células dendriticas e neutrofilos,
e células da resposta adquirida, os linfocitos. Esse processo ativa células que
participam do processo reparativo apO0s expressar moléculas estimulatorias e
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mediadores inflamatérios. Concomitantemente ao processo mais células do sistema
imune sdo quimioatraidas a partir do desequilibrio homeostatico, ativando células
endoteliais que geram estimulos para recrutamento das CTM's. As CTM’s se
proliferam aumentando a secrecado de moléculas bioativas, que atuardo diretamente
na lesdo ou por diapedese entram na corrente sanguinea para desempenharem
efeitos parécrinos. Além de secretar as biomoléculas, as CTM’s também expressam
receptores para quimiocinas e fatores de crescimento, assim podem ser estimuladas
por células periféricas. Estudos recentes sobre o comportamento imunoldgico das
CTM’s mostram avangos no uso terapéutico pela possibilidade de tratamento
alégeno (MONTEIRO et al. 2009).

Jazedije e colaboradores (2009) elucidaram a dinamicidade das CTM’s em
diferenciar-se em diversos tipos de tecidos apoOs cultura em DMEM/F-12. Foi
observado no experimento que as CTM’s possuem alta plasticidade e diferenciam-se
por inducdo em diversos tipos de tecidos, entre eles musculos, 0ssos, tecido adiposo
e cartilagem, apresentando-se integras e uniformes, onde ndo houve perda nem
anomalias cromossOmicas, a grande maioria expressou marcadores de adeséo
(CD29, CD44 e CD90) e CTM's marcadores (CD13, CD73, SH2, SH3 E SH4), além
de ndo expressarem marcadores de linhagem hematopoiéticas (CD34, CD38, CD45,
CD117 e CD133), nem marcador endotelial (CD31) e, marcador de mondcitos
(CD14).

Ainda segundo o autor, as culturas foram avaliadas apos 40 dias e foi
verificado, a partir de marcadores especificos, a diferenciagdo nas multilinhagens
almejadas, ap0s indugcdo do mesoderma, se diferenciando em células miogénicas,
adipogénicas, condrogénicas e osteogénicas. Esse estudo comprovou e confirmou a

multipotencialidade das CTM’s (Figura 3).
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KnC-T Tm -

Figura 3: Diferenciagdo multilinhagem in vitro 1) Diferenciagdo miogénica. K representa caleidoscopio
(BioRad marcador molecular) nC representa controle normal do mdsculo esquelético humano, T
representa controle httMSCs, Tm representa células hFTs induzidas por diferenciagdo miogénica.
1%) Expressao distrofina no controle muscular e nas células hFTs induzidas. 1B) Miosina esquelética
expressa em controle muscular e células hFTs induzidas. 1C) Faixa de miosina observada no controle
muscular e células hFTs induzidas por Ponceu S tingimento da membrana. 1D) Ensaio IF, indicando
expressdo de distrofina (em verde fluorescente) em diferenciacdo de miotubos a partir de células
hFTs, onde os nucleos foram coloridos com DAPI (azul fluorescente) (400x) 2)Osteogénico,
condrogénico e adipogénicas diferenciacbes de células hFTs . 2&)Controle de células hFTs (630x).
2B) diferenciacdo osteogénica (200x). 2c) diferenciacdo condrogénica (100x) 2D) Diferenciacéo
adipogénica (630x) (Microscopio Zeiss Axiovert 200)

Fonte: Jazedje et al., 2009.

Tratamentos com Células-Tronco Mesenquimais

Fundamentado no conceito de que as CT’s sao células indiferenciadas e
gue podem se transformar em qualquer célula de qualquer tecido (sob certos
estimulos especificos e fatores de crescimento) se renovando e reproduzindo
indefinidamente, as pesquisas nessa area vém aumentando para tratamentos de
transplantes recompondo perdas e avarias teciduais, possibilitando seu uso

terapéutico na medicina regenerativa (ARAUJO et al. 2005).
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Caliari (2010) descreveu o potencial terapéutico das CTM’s em feridas
ocasionadas por queimaduras em ratos. E sabido que pacientes acometidos por
graves e extensas queimaduras necessitam de grande tempo de internacdo e
dependendo da seriedade podem ir a 0bito em poucos dias. Assim a alternativa de
terapia com transplante de CTM’s € uma opcdo para acelerar o processo de
cicatrizacdo. Vale destacar que as CTM’s tém propriedades de angiogénese,
regenracao e imunoregulacdo o que torna seu emprego favoravel e prometem bons
resultados. Neste trabalho as CTM’'s foram retiradas da medula 6ssea de
camundongos e proliferadas in vitro. Os ratos de laboratorio (Wistar) foram
submetidos a queimaduras através de contato por 25 segundos em chapa de metal
aguecida a 200°C, onde foi acometido o dorso tricotomizado. O procedimento
originou extensas e graves queimaduras

Segundo o autor a etapa seguinte foi aplicacdo de CTM’'s por via
intradérmica (ID) no grupo tratado (CTM-ID) e aplicacdo de PBS (tampéo fosfato
tamponado) via ID no grupo controle (PBS-ID). A taxa de mortalidade pos-
gueimadura foi comparada entre os dois grupos, havendo diminuicdo de 6bito no
grupo CTM-ID (23.81%) em relagédo aos PSB-ID (39,14%). Além disso, foi observada
melhora do processo de cicatrizagdo apos o 45° dia no grupo CTM-ID em relacéo ao
grupo PBS-ID. Durante todo procedimento foi analisado os fatores imunologicos,
como alteracbes das populacbes TCD4+ e TCD8+ advindas do baco, para tanto
houve sacrificio de alguns animais no 7° dia de experimento, ndo evidenciando
diferencas entre os grupos, e da regidao das queimaduras, onde foi observada a
presenca dos linfécitos em quantidades esperadas sem grandes diferencas entre os
grupos, porém apresentando-se sempre em uma leve concentragdo maior no grupo
PBS-IS em relacdo ao grupo CTM-ID, nas proximas avaliagbes manteve-se a
relacdo estatistica de praticamente mesma concentracdo dos linfocitos nos dois
grupos. Também foi analisada a concentragéo de neutréfilos da regido lesionada.

Ao final do experimento, no 60° dia, houve a ultima avaliacdo do processo
de cicatrizacdo, observando-se notavel diferenca entre 0s grupos, em que 0 grupo
CTM-ID apresentou melhor cicatrizagdo em relagéo ao grupo PBS-ID, comprovando
que a utilizacdo terapéutica das CTM’s neste caso se superou no rapido
revestimento das lesdes acometidas por queimaduras (Figura 4, 5 e 6). Assim o
trabalho publicado teve o objetivo de demonstrar que a terapia regenerativa com

CTM’s para pacientes ndo s6 acometidos por queimaduras, mas também por outras
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doencas de pele, tem resultados promissores, podendo embasar tratamentos e
outras pesquisas na area a fim de acelerar ainda mais o procedimento de
regeneracéo tecidual para pacientes que tenham pressa no tratamento (CALIARI,
2010).

Figura 4: Aspecto das feridas ocasionadas por queimadura nos animais. A esquerda o
subgrupo PBS-ID no inicio do experimento (0d). A. Aspecto geral de um animal pertencente ao
subgrupo PBS-ID no 0d apds a realizagdo da queimadura experimental. B-H. Aspecto das feridas
ocasionadas por queimadura no dorso dos animais pertencentes ao subgrupo PBS-ID no 0d apés a
realizagdo da queimadura experimental. A direita o subgrupo CTM-ID no inicio do experimento
(0d). A. Aspecto geral de um animal pertencente ao subgrupo CTM-ID no 0d apés a realizacdo da
queimadura experimental. B-H. Aspecto das feridas ocasionadas por queimadura no dorso dos
animais pertencentes ao subgrupo CTM-ID no 0d apés a realizagcao da queimadura experimental.
Fonte: Caliari, 2010, com alteracdes.
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Figura 5: Aspecto das feridas ocasionadas por queimadura nos animais no sétimo dia apos o
inicio do experimento. A esquerda o subgrupo PBS-ID (7d). A. Aspecto geral de um animal
pertencente ao subgrupo PBS-ID no 7d ap0s a realizagcdo da queimadura experimental. B-H. Aspecto
das feridas ocasionadas por queimadura no dorso dos animais pertencentes ao subgrupo PBS-ID no
7d ap6s a realizacdo da queimadura experimental. A direita o subgrupo CTM-ID no sétimo dia do
inicio do experimento (7d). A. Aspecto geral de um animal pertencente ao subgrupo CTM-ID no 7d
apés a realizacdo da queimadura experimental. B-H. Aspecto das feridas ocasionadas por
gueimadura no dorso dos animais pertencentes ao subgrupo CTM-ID no 7d apos a realizagdo da
gueimadura experimental.

Fonte: Caliari, 2010, com alteracoes.
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Figura 6: Aspecto das feridas ocasionadas por queimadura nos animais. A esquerda o
subgrupo PBS-ID no sexagésimo dia apds o inicio do experimento (60d). A. Aspecto geral de um
animal pertencente ao subgrupo PBS-ID no 60d apés a realiza¢do da queimadura experimental. B-H.
Aspecto das feridas ocasionadas por queimadura no dorso dos animais pertencentes ao subgrupo
PBS-ID no 60d apds a realizagdo da queimadura experimental. A direita o subgrupo CTM-ID no
sexagésimo dia ap6s o inicio do experimento (60d). A. Aspecto geral de um animal pertencente
ao subgrupo CTM-ID no 60d apés a realizagdo da queimadura experimental. B-H. Aspecto das
feridas ocasionadas por queimadura no dorso dos animais pertencentes ao subgrupo CTM-ID no 60d
apos a realizacao da queimadura experimental.

Fonte: Caliari, 2010, com alteracdes.

Reder e colaboradores (2009) publicaram trabalho corroborando a
eficacia do uso terapéutico das CTM'’s, seja ela propriamente dita, ou sua forma
lisada, onde ao concluir a pesquisa houve resposta positiva nos dois casos. O
objetivo foi verificar a influéncia das CTM’'s e CTM’s lisadas em xenotransplante na

organizacdo neural no hipocampo de ratos com epilepsia induzida pelo modelo da
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litio-pilocarpina. Foram utilizados do experimento ratos Wistar com 30 dias de vida, e
divididos em 5 grupos, j& as CTM’s foram obtidas de camundongos machos. Os
pesquisadores injetaram no grupo | (Grupo Pilo) cloreto de litio (127mg/kg) e 14
horas apos foi administrado metilescopolamina e hidrocloreto de pilocarpina
(60mg/kg) para inducdo de status epilepticus, que foi mantido por 90 min. e
amenizado com diazepam (10mg/kg). No grupo Il (Grupo Pilo+CTM'’s) o tratamento
foi 0 mesmo do Grupo Pilo, porém apos 21 dias houve o transplante de CTM’s. O
grupo Il (Grupo Salina) recebeu apenas solucdo salina. O grupo IV (Grupo
Salina+CTM’s) em substituicdo a Pilo receberam solucdo salina e apos 21 dias
houve o transplante de CTM’'s. O grupo V (Grupo Pilo+Lise) receberam mesmo
tratamento do Grupo Pilo, porém o transplante foi de CTM’s lisadas.

Ainda segundo os autores, apos 13 dias do tratamento para inducao de
status epilepticus, os animais do grupo Pilo (grupos I, Il e V) foram observados
através de filmagens em estagio pré-transplante e pds-transplante, sendo por 6h no
periodo claro e 6h no periodo escuro, e por 14 dias, respectivamente, a fim de
monitorar as crises espontaneas recorrentes. Em seguida, apds o 60° dia do
transplante os animais foram submetidos a teste comportamentais e cognitivos como
reconhecimento de objetos, labirinto aquéatico de Morris, esquiva inibitoria, entre
outros. Ao final dos testes os resultados obtidos foram satisfatorios para os Grupos
Pilo (Pilo, Pilo+CTM’s e Pilo+Lise) onde em periodo pré e pos transplante
observaram que para os grupos | e Il ndo houve altercacdo significativa entre os
periodos. Mas, quando analisamos os periodos do grupo V, verificaram que a
frequéncia das crises espontaneas recorrentes foi significativamente menor no
periodo poés transplante, determinando que apenas o transplante de CTM’s nao
promoveu uma diminuicdo na frequéncia das crises. Concluiram entdo que o
transplante de CTM’s lisadas foi mais eficiente no controle de crises do que as
CTM’s, verificando que o potencial dessas células de alguma forma influencia na
reorganizacdo neural das areas do cérebro lesionadas pela epilepsia que foi
induzida.

Pelo fato desse resultado nao ter sido obtido nos animais do grupo | e Il,
onde o transplante foi de CTM’s integras, concluiram que o conteudo citoplasmatico
€ mais eficaz para esse tipo de terapia. De uma forma geral os resultados obtidos
com os transplantes de CTM’s e CTM’s lisadas foram satisfatorios, demonstrando

que podem reverter parcialmente o déficit cognitivo gerado pela epilepsia. Os
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pesquisadores pretendem continuar as pesquisas para aprofundar o conhecimento
sobre o potencial reparativo, seus fatores tréficos e sua influéncia nas lesdes
hipocampais (REDER et al., 2009).

Fu e colaboradores (2008) em pesquisa ocorrida na China, feita para
reverter efeitos colaterais causados por drogas quimioterapicas em tratamentos de
neoplasias conseguiram resultados positivos na regeneracdo do tecido ovariano.
Esses medicamentos causam danos aos ovarios, que leva a esterilidade feminina.
Os autores pesquisaram a acao das CTM’s em ovarios de ratos, primeiramente
esses foram tratados com ciclofosfamida, e depois transplantados com CTM’s que
foram isoladas de ratos isogénicos e expandidas in vitro e transplantadas
posteriormente bilateralmente. Houve melhora da funcdo e estrutura dos ovarios
lesionados pela quimioterapia.

O experimento foi conduzido a partir da avaliagdo de ciclo e niveis
hormonais da funcédo ovariana apés 2, 4, 6 e 8 semanas, o0 resultado para o
tratamento de CTM’s no local foi melhora na funcdo ovariana e aumento da
expressdo de Bcl-2 como consequéncia da diminuicdo de apoptose das células
granulosas do ovario. A conclusdo da pesquisa mais uma vez demonstra a
plasticidade na diferenciacdo e regeneracao tecidual direta ou indiretamente das
CTM’s, uma fez que os pesquisadores ndo souberam descrever se houve realmente
diferenciacdo direta em células do tecido alvo (ovario) ou se foi resultado da acéo
indireta das CTM'’s através de fatores paracrinos. Ainda assim o resultado foi muito
promissor, uma vez que possibilitou de alguma forma a regeneracdo da area
afetada, contribuindo para que haja mais pesquisas na area e aprimorando a técnica
(FU et al., 2008).

Ha muitos estudos na area na terapia de CT’s (mesenquimais e outras
linhagens) para regeneracdo de tecido muscular cardiaco, um artigo publicado por
Guarita-Souza e col. (2005) comparou o resultado de sua pesquisa a diversos outros
trabalhos publicados na literatura sobre o assunto. Em seu estudo analisaram o
efeito do transplante de CTM’s e CT’s mononucleadas em ratos Wistar induzidos ao
infarto do miocardio apds anestesia com medicamentos (50mg/kg de ketamina e
10mg/kg de xylazina, ambas por via intraperitoneal.) e posterior submissao a
toracotomia laterral esquerda para conectar a artéria coronaria esquerda com o fio
polipropilene 7.0 causando o infarto da parede antero-lateral do ventriculo esquerdo.

Apés sete dias do procedimento ocorrido, houve nova sedagdo dos animais e
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avaliacdo ecocardiogréfica transtorcica, para medicdes, exclusdo, classificacdes e
agrupamentos dos animais. Os animais foram divididos em trés grupos: |- controle,
[I- mononuclear e IlI- mesenquimal.

Conforme os autores o transplante celular ocorreu ap6s 8 dias da inducdo
do infarto do miocérdio, apos serem anestesiados com 0 mesmo medicamento ja
citado, e submetidos a esternotomia mediana transesternal e dissecamento das
aderéncias. O grupo | recebeu 0,15mL de meio de cultura na regiao do infarto, o
grupo Il recebeu 3x10° de células mononucleadas e o grupo Il recebeu 3x10° de
células mesenquimais. Devido ao transplante ser heterdlogo, todos os animais
receram ciclosporina 15mg/Kg/peso/dia apods a inje¢do das células. Apds 30 dias do
transplante os animais foram submetidos a analise funcional e apds foram
sacrificados por supradosagem de anestésicos celular, os coracdes removidos,
lavados com PBS e criopreservados em nitrogénio liquido. Houve andlise histologica
dos grupos resultando que o grupo | identificou grande quantidade de fibrose sem
aparecimento de nenhum outro tipo de tecido formado, o grupo Il identificou a
presenca de neovasos e células endoteliais na regido de fibroses, enquanto que o
grupo lll além de apresentar neovasos e células endoteliais também apresentaram

células musculares lisas (figura 7).

Figura 7: Respectivamente, da esquerda para a direita: Grupo | - Infarto do miocéardio (IM) -
Tricrébmio de Gomery, x400; Grupo Il - Células endoteliais (flechas) e neovasos (estrelas) identificadas
apos o transplante de células mononucleares no infarto do miocéardio (IM) - Tricrdmio de Gomery,
x200; Grupo Il - Neovaso formado (estrela), células endoteliais (flechas) e células musculares lisas
(flechas duplas), apés o transplante de células mesenquimais no infarto do miocardio (IM) - Tricrémio
de Gomery, x400.

Fonte: Guarita — Souza et al., 2005.

Em comparagdo a outros estudos os autores ainda diferenciam sua
pesquisa das outras pelo fato de que o modelo utilizado por eles foi 0 de infarto
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cronico com fibrose ja estabelecida, diferentemente dos outros estudos, portanto
seus resultados na pesquisa seriam diferentes, tendo em vista que os tratamentos
sao diferentes. A conclusdo obtida a partir dos resultados foi de que a parte
funcional dos transplantados por CT’'s mononucleadas e CTM’s foram sobreponiveis
nos parametros avaliados. JA& em relacdo a anatomia patologica, a evidéncia de
neoangiogéneses torna-se a principal caracteristica da utilizacdo das CT’s neste
caso, com resultados mais favoraveis para os transplantados de CTM’s, que também
apresentaram células musculares lisas. Entretanto essa descoberta s6 é Util para
opcéo de tratamentos de miocérdios hibernados, sem condi¢do técnica de cirurgia
reparativa e resistentes a tratamentos medicamentosos. Contudo, ndo houve efeito
remodelador ventricular, apenas melhora no aspecto histolégico e regeneracao

vascular (GUARITA-SOUZA et al., 2005).

Concluséao

A ciéncia busca através de pesquisas e experimentos alcancar
avancos em tratamentos (teis e velozes para sanar tais avarias. AO mesmo
tempo em que muita coisa ja foi descoberta observamos que falta aplicar na
pratica em seres humanos. As CTM séo raras e tém potencial para se diferenciar
em tecidos mesenquimais e ndo mesenquimais, mostrando-se muito potente em
diferenciacdo e potencialidade. Ha o isolamento de CT de locais antes nao
encontrados. No futuro com as técnicas desenvolvidas e aprimoradas, espera-se
que as doencgas sejam menos mitificadas e os tratamentos mais precisos para
que néo haja tantas mortes por doengas que no futuro serdo banais e hoje sao
consideradas tabus. Mesmo com todos 0s avancos as terapias de regeneracao
tecidual ainda estdo em fase experimental, necessitando de muito mais estudos
para se firmar como tratamento. JA se sabe o potencial das CTM, basta agora
destrinchar toda sua eficicia e potencialidade para num futuro préximo poder

utiliza-las em tratamentos.
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