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RESUMO
Tendo em conta a capacidade das células estaminais para se autorrenovarem e
diferenciarem em vdrios tipos de células do organismo, a sua utilizagdo terapéutica
torna-se interessante, por exemplo, ao nivel da regeneracao da pele. Nesse sentido, as
células estaminais tém sido testadas parao tratamento/cicatrizagaode feridas originadas
pela exposi¢do ao calor e a radiagao, bem como em tulceras diabéticas. A eficcia da
utilizagdo destas células tem sido demonstrada por varios investigadores, tendo-se
verificado que promovem a reepitelizagdo e a neovascularizagio, e reduzem a formacao
de cicatrizes, sem provocar respostas inflamatodrias ou imunolégicas. Também na drea
da cosmética tem sido observado o potencial das células estaminais, em particular, as
células de origem vegetal, para retardar o processo natural de envelhecimento da pele,
através da protecao das células estaminais autdlogas e estimula¢io da sua proliferagao.
No entanto, é necessario realizar mais estudos clinicos e procurar novos ingredientes
ativos, de forma a poder concluir, com maior rigor, a eficicia destas aplicagoes.

Palavras-chave: Células estaminais mesenquimais, regeneracao da pele, cicatrizagiao
de feridas, anti envelhecimento.

ABSTRACT
Concerning the stem cells ability for self-renewal and differentiation in the different
types of body cells, their therapeutic application is promising, for example, for skin
regeneration. In this sense, the use of stem cells has been tested for wound healing
caused by exposure to heat and radiation, and for diabetic ulcers. Several researchers
have demonstrated the efficacy of these cells, which increase the re-epithelialization
and neovascularization and reduce the scar tissue without originating inflammatory
and immune responses. Furthermore, the potential of stem cells, in particular, plant
cells, has been shown for cosmetics, due to their ability for delaying the skin natural
aging process, protecting autologous stem cells and stimulating their proliferation.
However, more clinical studies and the discovery of more active ingredients are needed
to conclude on the effectiveness of these applications.
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INTRODUCAO

As células estaminais s3o células
indiferenciadas capazes de se autor-
renovar e de se diferenciar nos
diferentes tipo de células especializadas
do organismo, desempenhando fun-
¢Oes essenciais na manutencio dos
tecidos e 6rgaos, através da reparagao,
regeneracio e substituicio celular’.
Tendo em conta as caracteristicas das
células estaminais, a sua utiliza¢gdo tem
vindo a ganhar relevancia, sobretudo
ao nivel terapéutico. Neste contexto,
uma das aplicagdes mais promissoras é
na reparagao e regeneracao da pele, em
feridas de diferentes etiologias®.
Recentemente, o uso cutaneo de células
estaminais tem sido sugerido na area
da cosmética, exercendo um efeito anti
envelhecimento. O envelhecimento cu-
taneo ¢ um processo complexo onde
ocorre danificacdo e eventual morte
das células. Ao utilizar cosméticos
contendo células estaminais este pro-
cesso pode ser atrasado, devido ao
efeito regenerador e reparador que estas
células tém nos tecidos danificados por
exposicao a toxinas e adversidades do
meio ambiente’.

Este trabalho de revisao bibliografica
comeca por descrever, sucintamente,
a estrutura bdasica da pele e o seu
processo de cicatrizagdo.  Segue-
se a analise das células estaminais,
dando relevincia as células estaminais
mesenquimais (mesenchymal stem cells,
MSCs), suas caracteristicas e vantagens
de utilizacdo terapéutica, através da
apresentacdo de exemplos de alguns
estudos pré-clinicos. Com vista a avaliar
o potencial destas células, foi analisada
a sua utilizacdo em dois tipos de feridas
cutdneas (queimaduras térmicas e ul-
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ceras diabéticas), tendo em conta a sua
elevada incidéncia na populagio e a
dificuldade de tratamento. Por ultimo,
foram analisados os efeitos da utilizacao
de células estaminais na pele para fins
cosmeéticos.

O PROCESSO DE CICATRIZACAO
DA PELE

A pele humana

A pele é composta pelas camadas
da epiderme e da derme, sendo a
hipoderme uma camada subcutinea
adjacente formada por tecido adiposo,
que tem essencialmente funcdes de
suporte. A espessura das diferentes
camadas varia consideravelmente con-
soante o local do corpo humano*’. A
epiderme é a camada superficial da pele,
sendo revestida pelo estrato cérneo, que
constitui uma camada de células mortas
que estd em permanente renovagao. Esta
camada é formada por estratos, nao é
vascularizada, sendo nutrida por difusao
a partir dos capilares da derme. Os
queratindcitos representam a maior parte
das células presentes, sendo responsaveis
pela resisténcia da pele a abrasdo e a
perda de dgua por evaporagido. Existem
também melandcitos, que dao cor a
pele; células de Langerhans do sistema
imunitario; células de Merkel associadas
a terminagdes nervosas, que permitem
detetar o tato e pressio superficial®.

As células da epiderme sido produzidas
nas camadas mais profundas e vao
empurrando as células mais antigas até
a superficie, através de um processo
designado por queratiniza¢do. A que-
ratiniza¢dao é um processo continuo que
origina diferentes camadas ou estratos
celulares (desde a mais profunda até
a mais superficial): camada basal,
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camada espinhosa, camada granulosa,
camada translucida e camada cérnea. O
numero de células em cada camada e o
numero de camadas variam consoante a
localizagao no corpo. As zonas de pele
espessa, como as palmas das maos,
ponta dos dedos e planta dos pés,
possuem todas as camadas, sendo que
a camada cdrnea contém um ndamero
de células maior; a pele fina, que
cobre o resto do corpo é mais flexivel,
contém menor numero de células em
cada camada e normalmente nao ¢é
constituida pela camada translucida.
Neste processo de renovagao, as células
mudam a sua composi¢ao morfologica e
quimica, uma vez que se vao achatando
a medida que sobem até a superficie e
vao incorporando a queratina. Quando
as células chegam a superficie morrem,
formando wuma Dbarreira designada
por camada ou estrato cérneo, que
protege as células adjacentes até serem
eliminadas por descamacio®. Uma vez
que a camada cérnea tem a fungdo de
proteger o organismo do meio exterior,
também pode dificultar a penetragao
de formulagbes dermatoldgicas e cos-
méticas, impedindo a a¢do dos farmacos
e dos ingredientes ativos®.

A derme é constituida por tecido con-
juntivo, sendo responsavel por grande
parte da resisténcia estrutural da
pele. Nesta camada estdo presentes
fibroblastos, macréfagos, terminagdes
nervosas, glandulas sebaceas, glandulas
sudoriparas, foliculos pilosos, e fibras
de colagénio e elastina®. O colagénio
confere resisténcia a pele, enquanto a
elastina proporciona flexibilidade’. A
camada da derme é mais espessa do que
a epiderme, estando estas interligadas e
trocando nutrientes através das papilas
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dérmicas que a derme projeta para a
epiderme, denominadas de jungdes
dermoepidérmicas’.

Abaixo da derme encontra-se a hi-
poderme, que nao é uma verdadeira
camada da pele. E formada por uma
camada de tecido conjuntivo laxo que
estabelece a ligacdo entre a pele e o
musculo ou osso adjacente, exercendo
essencialmente fungdes de suporte. E
maioritariamente constituida por células
adiposas, fibroblastos, macréfagos, fibras
de colagénio e elastina. A hipoderme
armazena cerca de metade da gordura
total do organismo humano, variando
a quantidade de gordura com a idade, o
sexo e a alimenta¢ao’.

Com a idade a epiderme torna-se mais
fina e a quantidade de colagénio diminui,
as infecoes e lesdes da pele tornam-se
mais frequentes, e a reparacao tecidular
torna-se mais lenta. Também as fibras
de elastina da derme e a gordura da
hipoderme comec¢am a diminuir, ori-
ginando a flacidez e secura da pele’. O
envelhecimento da pele é influenciado
tanto por fatores internos como por
fatores externos. A radiacao UV é o fator
externo que mais danos provoca na pele,
levando a formacao de radicais livres
que degradam os lipidos do cimento
intercelular, provocam lacunas na bar-
reira lipidica e mudangas na estrutura
do colagénio e da elastina. Os fatores
internos que causam altera¢des na
pele sdo, principalmente, a diminui¢ao
da exfoliagao fisioloégica da epiderme,
inibicdo da regeneracdo e crescimento
tecidular, e inibicdo de processos de
diferencia¢do. A diminui¢ao do potencial
regenerativo da pele resulta, entre ou-
tros fatores, da menor atividade das
células estaminais®.



O processo de cicatrizagao

A pele é a principal barreira de prote¢iao
do organismo contra as condi¢des
adversas do meio ambiente. Assim
sendo, quando ocorre uma lesdao ou
ferida cutidnea é fundamental que esta
recupere rapidamente a integridade
para restabelecer todas as suas fungoes.
Existem poucos tratamentos eficazes
para acelerar a cicatrizagio da pele
e reduzir a formacao de cicatrizes,
pelo que é necessario compreender
o processo de cicatrizagdo para poder
desenvolver novas terapias e avaliar a
sua efic4cia’.

Quando a pele sofre uma lesdo sao
desencadeadas as cascatas de coagulagao
intrinseca e extrinseca. As plaquetas
agregam-se e desencadeiam um proces-
so de vasoconstri¢cao, que reduz a perda
de sangue, formando-se um coagulo
que ajuda a preencher a falta de tecido
e serve de matriz proviséria para a
migracdao de diferentes tipos celulares
(leucécitos, queratindcitos, fibroblas-
tos, células endoteliais e fatores de
crescimento) !®!!. Passados 5 a 10 minu-
tos de vasoconstricao, os vasos dilatam
e as plaquetas e os leucécitos invadem a
matriz proviséria da ferida'®.

A cicatrizacao das feridas cutaneas é
um processo bioldgico regulado pe-
la interacido de células, fatores de
crescimento e citocinas, que compreende
as fases de hemostasia (primeiras horas
da lesdo), inflamagao (1-3 dias apds a
lesdao), proliferacao (4-21 dias apds a
lesao) e remodelacao (21 dias-1 ano apés
a lesdo)°. Na fase de hemostasia, tanto
as plaquetas como os leucécitos libertam
citocinas e fatores de crescimento que'®:
(i) ativam o processo inflamatério -
interleucina 1 alfa (IL-1a), interleucina
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1 beta (IL-1PB), interleucina 6 (IL-6) e
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a);
(ii) estimulam a sintese de colagénio
- fator de crescimento de fibroblastos
2 (FGF-2), fator de crescimento seme-
lhante a insulina 1 (IGF-1) e fator de
crescimento de transformacio beta
(TGF-B); (iii) ativam a transformacao
dos fibroblastos para miofibroblastos
- TGF-B; (iv) iniciam a angiogénese -
FGF-2, fator de crescimento endotelial
vascular A (VEGF-A), fator indutivel de
hipéxia 1 alfa (HIF-1a) e TGF-B; (v) dao
suporte ao processo de reepitelizacao -
fator de crescimento epidérmico (EGF),
FGF-2, IGF-1 e TGF-a.

A fase inflamatéria ocorre em simul-
tdneo com a fase de hemostasia, e
envolve principalmente a ativagdo do
sistema imune inato’. A desgranulacdo
das plaquetas e os subprodutos da
degradagdo bacteriana atraem os
neutroéfilos até ao local da lesao, onde
permanecem entre 2 a 5 dias desde que
a ferida ndo infete'®. Os neutréfilos sio
importantes para eliminar as bactérias
e os restos celulares, ao mesmo tempo
que atraem outras células essenciais a
fase inflamatoéria. Estes tém a capacidade
de libertar mediadores (como o TNF-a,
II-1B e IL-6) que amplificam a resposta
inflamatéria e estimulam o VEGF e
a IL-8 para haver uma reparagao ade-
quada'?>. Aproximadamente 3 dias
apods a lesdo, os mondcitos migram até
ao local da inflamacio e diferenciam-
se em macréfagos’. Estes tém como
funcao defender o hospedeiro ao fazer
a apresentacdo antigénica e fagocitose,
resolver a inflamacao, remover células
apoptdticas, suportar a proliferacao
celular e a restauragao tecidular apds a
lesao'®.
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A medida que a inflamagio diminui, é
importante que aconteca a reepitelizacao
da ferida, restaurando a rede vascular e
formando tecido granulomatoso. Deste
modo, ocorre a migracao e proliferacao
dos queratindctios, bem como das
células estaminais dos foliculos pilosos
e glandulas sudoriparas préximas do
local da lesao”!®. A migragdo termina
quando as células entram em contacto,
se formam novas estruturas de adesao
e 0s queratindcitos secretam proteinas
para ajudar a reconstruir a camada
basal'*. Outro passo essencial é res-
taurar a rede de vasos sanguineos,
dada a importincia dos nutrientes e
do oxigénio para que a cicatrizagao
ocorra com sucesso’. Na dltima fase
de proliferacao, a matriz proviséria an-
teriormente formada é substituida por
tecido granulomatoso, constituido por
uma grande quantidade de fibroblastos,
granulécitos, macréfagos, capilares e
feixes desorganizados de colagénio'. As
células predominantes nesta fase sdo os
fibroblastos, responsaveis pela produgao
de varias substancias (colagénio, fibro-
nectina, glicosaminoglicanos, proteo-
glicanos e acido hialurénico) que for-
mam uma estrutura organizada onde se
da a adesao, crescimento e diferenciacao
das células''®17,

A fase de remodelacio é iniciada no
final do desenvolvimento do tecido
granulomatoso’. A tensio mecanica
associada a acdo das citocinas leva
a que os fibroblastos se diferenciem
em miofibroblastos, que contraem a
ferida e ajudam a reduzir a formagao
da cicatriz!®?°. Quando a cicatrizacdo
estiver completa, os miofibroblastos
entram em apoptose?! e o colagénio III,
que foi rapidamente formado na ultima
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fase de proliferagao, é substituido por
colagénio I, que tem maior resisténcia
a tragdo mas demora mais tempo
a depositar’. A forma como se d4 a
reorganiza¢do quimica das fibras de
colagénio afeta a forca de tracao que,
por conseguinte, também influencia
a formacdo da cicatriz?®>. Durante esta
fase, também as MSCs produzem fatores
de crescimento, como o TGF-B3, para
limitar a formacio excessiva de cicatriz??.
Os vasos anteriormente formados e o
fluxo sanguineo comecam a diminuir
e forma-se um ambiente avascular e
acelular, tipico de uma ferida madura®**.
Quando se trata de uma lesdo grave
torna-se impossivel recuperar alguns
componentes da pele, como os foliculos
pilosos ou as glandulas sudoriparas,
e a pele curada pode apenas atingir
aproximadamente 80% do valor original
da forca de tracdo’.

CELULAS ESTAMINAIS

As células estaminais sdao células nao
especializadas capazes de se renovarem,
e de se diferenciarem em células de
multiplas linhagens (Figura 1)*>2°. Estdo
presentes em todas as fases do de-
senvolvimento de um ser vivo, desde o
embriao ao ser adulto, e sao essenciais a
manutencio dos tecidos do organismo’.
Existem trés tipos de células estaminais:
totipotentes, pluripotentes/embrionarias
e multipotentes/adultas. As primeiras
sao totalmente indiferenciadas, sendo
capazes de se diferenciar em todos
os tipos de células, podendo originar
um organismo completo. As segundas
estdo presentes nos embrides, na fase
de blastocisto, e conseguem diferen-
ciar-se nas células das diferentes
camadas embrionarias (mesoderme,



Uma célula
estaminal

Figura 1. Células estaminais (adaptado de

endoderme e ectoderme). As terceiras
sao mais limitadas no que diz respeito a
capacidade de diferencia¢do, e originam
células apenas de uma das trés camadas
referidas anteriormente’.

As células estaminais da epiderme
foram identificadas em trés locais dis-
tintos*®*?%: no bulbo dos foliculos pi-
losos (regeneram os foliculos pilosos e
participam na regenera¢io da epiderme,
em caso de les3o); na base das glandulas
sebaceas (apds serem transplantadas
sdo capazes de se diferenciar em to-
dos os tipos de células presentes na
epiderme); na camada basal da epiderme
(participam na reparagao tecidular e dao
origem a epiderme da pele adulta).

CELULAS ESTAMINAIS MESENQUI-
MAIS

Entre as células estaminais destaca-
-se uma pequena populagido de células
progenitoras multipotentes nao hema-
topoiéticas, as MSCs, que podem ser
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isoladas a partir de tecidos adultos ou
de tecidos fetais®®*!. Apesar destas
células terem origem mesodérmica e
originarem, por exemplo, ostedcitos,
adipécitos e condrécitos, em cultura
propria sao capazes de se diferenciar em
células de linhagem ectodérmica (por
exemplo, neurdnios, células da epiderme
e dos anexos cutianeos) e endodérmica
(por exemplo, hepatécitos)?®. As MSCs
foram definidas por terem uma aparéncia
morfologicamente semelhante a dos
fibroblastos*?

Inicialmente as MSCs foram obtidas a
partir da medula éssea, embora ao longo
dos anos tenham sido isoladas de varios
tecidos, tais como o figado, pulmodes,
cérebro, tecido adiposo, sangue peri-
férico, cornea, timo, polpa dentdria,
tenddes, baco, trompa de Faldpio,
placenta, liquido amnidtico e sangue do
corddo umbilical***?. O corddo umbilical
¢ uma fonte abundante de MSCs com
maior potencial de diferenciagdo e am-
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plificagdo do que as provenientes da
medula 6ssea ou do sangue periférico
autélogo (ou seja, do proprio paciente),
sendo facilmente recolhidas®*.

Virios estudos tém sido efetuados com
o objetivo de estabelecer uma defini¢ao
para as MSCs. Deste modo, a Sociedade
Internacional de Terapia com Células
Estaminais estabeleceu um conjunto
de critérios aos quais as células devem
obedecer para serem consideradas
MSCs*>3®: (i) aderir a placa de cultura;
(ii) expressar marcadores de superficie
especificos (ser positivas para CD105,
CD73 e CD90, e negativas para a) CD45,
CD34, CD14, b) CD11b, CD79a ou c)
CD19 e HLA-DR); (iii) quando colocadas
em condicoes especificas, ter capacidade
de se diferenciar em varios tipos de
células da linhagem mesenquimatosa,
incluindo condroblastos, osteoblastos e
adipécitos.

Tendo em conta o potencial das MSCs,
tém-se realizado varios estudos de
modo a entender o seu comportamento,
caracteristicas e funcionalidades, com
a finalidade de serem utilizadas na
terapéutica da regeneragdo da pele ou
em cosméticos.

Caracteristicas e funcionalidades

As MSCs possuem multiplas caracte-
risticas que as tornam interessantes
na area da medicina regenerativa, para
reparar tecidos danificados. Muitos
estudos tém demonstrado o potencial
regenerativo destas células em feridas
cutdneas®’, em particular, nas feridas
dos diabéticos®’. Badillo et al. (2007)tra-
taram feridas induzidas em ratos com
diabetes utilizando,  separadamente,
MSCs, células com o marcador de

45

superficie CD45+ e um veiculo de
controlo. As MSCs foram isoladas
a partir de ratos transgénicos que
expressavam uma proteina marcadora
de fluorescéncia, enquanto as células
CD45+ sao representativas das células
nio mesenquimais e foram usadas como
controlo das células hematopoiéticas
(células predominantes da medula
Ossea), e o veiculo foi uma solucao
salina tamponada com fosfato. A
cicatrizacdo foi avaliada através da
medicdo da abertura epitelial, volume
de tecido granulomatoso e produgao
de fatores de crescimento, assim como
pela capacidade destas células causarem
contracao in vitro. Passados 7 dias do
ferimento, foi possivel observar que
as feridas tratadas com MSCs estavam
fechadas, havia contracio do tecido,
aumento dos vasos sanguineos, formagao
de tecido granulomatoso, reepitelizacao
e aumento do namero de células na base
da ferida. Verificou-se também que as
MSCs tém maior capacidade contratil
do que os fibroblastos responsaveis por
mediar a contracio normal da ferida.
Pelo contrario, as células CD45+ nao
foram tao eficazes para fechar a ferida
e o veiculo nao foi capaz de curar a
ferida, observando-se apenas uma li-
geira formagdo de tecido e contragao
da ferida, menor quantidade de tecido
granulomatoso e de células no local. Para
determinar o potencial de diferenciagao
das MSCs recorreu-se a microscopia de
fluorescéncia para avaliar a presenca
da proteina (representativa das MSCs)
associada ao marcador CD31 das
células endoteliais, e a a-actina do
musculo liso. Nas feridas tratadas
com MSCs houve maior evidéncia do
marcador CD31 e maior numero de



vasos sanguineos, comparativamente
as feridas tratadas com veiculo, mas
nao foi verificada a diferenciacao das
MSCs em células endoteliais. Ainda
neste estudo, concluiu-se que apenas
as MSCs sao capazes de se diferenciar
em miofibroblastos, dado o resultado
de dupla coloragdo para a proteina
fluorescente e para a a-actina do
musculo liso. Devido ao elevado nimero
de células presentes nas feridas tratadas
com MSCs, procedeu-se a andlise da
presenca de fatores de crescimento
importantes para a migragao celular.
Verificou-se que na presenca de MSCs
o fator de crescimento celular derivado
do estroma 1 alfa (SDF-1a) esta muito
aumentado, em comparagao com outros
tratamentos, sendo este um dos fatores
mais importantes na migracao de células
estaminais e progenitoras paraos tecidos.
Também foi verificada a deficiéncia do
SDF-1a nas feridas diabéticas, podendo
esta ser uma das causas que leva as
complicagdes da doenga. Outros fatores
de crescimento essenciais a cicatrizacao
foram analisados, verificando-se que as
MSCs produziram maior quantidade
de EGE TGFB-1 e VEGF do que o
veiculo e as células CD45+. Neste
estudo pdde verificar-se que as MSCs sao
capazes de cicatrizar feridas diabéticas
em ratos, essencialmente através do
aumento da reepitelizagdo, produgao
de tecido granulomatoso, aumento da
neovasculariza¢cdo, aumento da contra¢ao
da ferida, produgio de fatores de
crescimento e recrutamento de células®’.
Em outro estudo, Stoff et al. (2009) efe-
tuaram o transplante de MSCs humanas
para feridas cutaneas de coelhos e
avaliaram a evolucio da cicatrizacao da
pele ao longo de 80 dias, analisando a
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resisténcia das feridas de incisao a forca
de tragdo e as caracteristicas histoldgicas.
Cada coelho sofreu 10 incisdes na
pele, até ao limite inferior da derme,
sendo 5 tratadas com MSCs humanas
e as restantes nao receberam qualquer
tratamento. No vigésimo primeiro
dia do estudo, foi possivel observar a
migracdao das MSCs desde a superficie
de aplicagdo até ao limite da incisao.
No final do ensaio, as feridas tratadas
com MSCs revelaram maior recuperagao
na resisténcia a tra¢io (52%) do que
as nao tratadas (31%), sendo este um
bom indicador da taxa de cicatrizacdo.
Este fator associado a formaciao de
cicatrizes menos evidentes nas feridas
tratadas com MSCs, observadas ao nivel
macroscépico e histolégico, sugere que
o tratamento com MSCs pode melhorar
aregeneracao de feridas. Tendo em conta
que as MSCs humanas ndo causaram
nenhuma resposta inflamatéria nos coe-
lhos, estes resultados sugerem que MSCs
xenogénicas (provenientes de individuos
de espécies diferentes) podem ser usadas
na regeneracdo de feridas cutaneas®.

Algumas das caracteristicas mais im-
portantes que permitem as MSCs ter
um elevado potencial regenerativo,
s30°%*: capacidade de autorrenovacio,
multipotencialidade, secrecio de me-
diadores que promovem a renovagao de
tecidos, substituicao de tecidos, acao
anti apoptotica, anti stress oxidativa,
pro angiogénica, imunossupressora,
imunomoduladora, reducao da fibrose
e reducao da formacdo de cicatrizes
hipertroéficas. Além disso, as MSCs sao
facilmente acessiveis e cultivaveis in
vitro, tém elevada estabilidade genémica
e levantam poucas questdes éticas,
contrariamente ao uso de células
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estaminais embriondrias*®. Por outro
lado, as MSCs tém a capacidade de
produzir macrofagos anti-inflamatoérios
que ajudam na reparagdo tecidular, e
possuem a particularidade de escapar
a rejeicao imunolédgica, reduzindo
a resposta imune do organismo ao
secretar citocinas e 1imuno rece-
tores (TGF-B, IL-10, indoleamina 2,3
-dioxigenase, prostaglandina E2 ou
por interagao célula-célula), e inibir
as células do sistema imune inato
(células dendriticas, células natural killer,
mondécitos e neutrodfilos) e do sistema
imune adaptativo (células B, células
T-helper 1 e células T citotéxicas)>®>0>3,
Comparativamente aos transplantes
alogénicos (transplantes entre indivi-
duos diferentes, mas da mesma espécie)
¢ importante ter em consideragao
que as MSCs sao privilegiadas pelo
sistema imunolégico, uma vez que
nao possuem antigénios de superficie
celular responsdveis por gerar uma
resposta imune®’.

Numa situacio de dano tecidular, em
que a angiogénese esteja diminuida,
as MSCs também tém a capacidade
de libertar fatores que estimulam a
migragdo, proliferacdo e diferencia¢do
das células progenitoras endodgenas
que apoiam a angiogénese e ajudam na
regeneracao dos tecidos. Estas células
enddégenas s3o libertadas pela medula
Ossea e tecidos ou 6rgaos nao originarios
da medula 6ssea, como o bago, o tecido
adiposo e a parede vascular, e a sua
principal fun¢ao é migrar para as areas
lesadas e promover a formagao de vasos
sanguineos>*. Foi também demonstrado
que as MSCs sdo capazes de induzir a
angiogénese em membros isquémicos™.
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Utilizacao terapéutica

Para o sucesso da utilizacao das MSCs
em medicina regenerativa é necessario
seguir procedimentos no que diz res-
peito ao seu isolamento, caracterizagao
e expansio®®. A medula éssea é consi-
derada a melhor fonte de MSCs, sendo
as células estaminais da medula 6ssea
usadas como padrdo para a comparagao
da funcionalidade de MSCs de outras
fontes?®. No entanto, ao contririo da
medula 6ssea, as MSCs de outros teci-
dos podem ser facilmente obtidas por
métodos ndo invasivos e a sua prolife-
racdo in vitro pode ser mantida durante
vérias passagens de meio de cultura®’.
Gragas ao seu elevado potencial te-
rapéutico, tém sido feitas varias analises
envolvendo a administra¢iao sistémica e
local de MSCs, através de transplantes
autblogos e alogénicos, de modo a
perceber qual o método mais eficaz**.
Apesar da situagao ideal envolver a
utilizacdo de células autdlogas, va-
rios estudos tém comprovado tanto a
eficdcia como a seguranca da utilizacao
de células alogénicas e xenogénicas*.
Relativamente a via de administracao,
sabe-se que a via mais utilizada para fazer
transplantes de MSCs ¢é a intravenosa,
no entanto o procedimento mais viavel
¢ a inje¢do no local alvo da terapéutica,
garantindo assim a presen¢a de um maior
numero de células funcionais no sitio
da lesao®®. Além disso, outras formas
de administracio tém sido utilizadas,
envolvendo a utilizagdo de estruturas
de suporte formadas por biomateriais
(scaffolds) associadas a células es-
taminais para inje¢ao intradérmica ou
sistémica®®. No estudo feito por Falanga
et al. (2007) foi demonstrada a eficicia



da aplicagao de MSCs no local da ferida,
a partir de um sistema de fibrina em
spray. A viabilidade e a capacidade de
migracdao das células foi comprovada,
tanto em estudos in vitro como in vivo,
sugerindo a sua permanéncia no local da
ferida™.

Uma das limitacOes associadas a uti-
lizagdo das MSCs é a perda da sua
poténcia durante a subcultura in vitro,
principalmente nas passagens de meio
de cultura mais altas. Tem-se observado
que a senescéncia das MSCs humanas
da medula 6ssea nas culturas a longo
prazo se deve ao declinio no potencial
de diferenciacao, encurtamento do
comprimento dos telémeros e alteragoes
morfolégicas®. Sabe-se que o cultivo
prolongado destas células aumenta a
probabilidade de transformag¢ao maligna
e diminuicdo da sua multipoténcia®’.
Vdrias andlises foram feitas de modo a
perceber os procedimentos a seguir para
contornar as limitacoes acima descritas.
Por exemplo, observou-se que dois dos
compostos vitais (soro e os fatores de
crescimento) mais usados para manter
a cultura das MSCs s3o responsaveis
pela transformac¢ao maligna das cé-
lulas nas passagens mais elevadas®.
Também se sabe que, em condi¢des
minimas de cultura, o meio necessita
de 10% de soro fetal bovino, mas
tais condicOes levam as MSCs a reter
algumas proteinas provenientes desse
soro que podem provocar respostas
imunolégicas in vivo®. Experimentou-
-se utilizar um meio de cultura sem
soro e observou-se a diminui¢io gradual
do potencial de diferenciacido e da
atividade das telomerases. No entanto,
as células mantiveram-se resistentes a
transformacao espontanea, podendo ser
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mantidas em passagens mais altas sem
alteragbes cromossémicas®®.  Apesar
da realizaciao de diversos estudos é
dificil obter dados comparativos devido
a variacio nos métodos de cultivo
utilizados para as MSCs?°.

A idade das células também influencia
bastante a sua atividade. Duscher et al.
(2014) compararam MSCs de origem
adiposa provenientes de ratos novos
e velhos e, apesar da sua frequéncia e
viabilidade serem semelhantes, a sinal-
izacao e capacidade angiogénica foi sig-
nificativamente reduzida nos ratos
velhos, resultando na baixa cicatri-
zacdo de feridas®*. Em outro estudo,
Bustos et al. (2014) também observaram
que as MSCs mais velhas possuem
menor capacidade migratéria e anti-in-
flamatéria®.

Capacidade de homing

Homing € o termo utilizado para referir
as células que tém a capacidade de
migrar e de se implantarem no local da
lesao. Embora este processo esteja bem
identificado na atividade dos leucécitos
aquando da inflamag¢do, o mesmo nao
se verifica no que diz respeito as células
estaminais, em caso de isquemia ou
dano tecidular?®. Sabe-se apenas que as
MSCs expressam recetores e moléculas
de adesao que auxiliam na sua migracao
até ao tecido danificado, onde exercem
a sua funcdo: o recetor de quimiocinas
tipo 4 (CXCR4) e a sua proteina de
ligagdo, o SDF-1a*,

Existe, no entanto, a possibilidade das
células estaminais se hospedarem em
locais nao alvo, o que é particularmente
grave quando estas se alojam nos
pulmdes. Assim, é necessario com-
preender o mecanismo de homing e
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monitorizar a eficacia terapéutica destas
células, para que sejam seguras para o
hospedeiro. Nesse sentido, tém sido
efetuados testes in vivo com métodos
nao invasivos, como a tomografia
computorizada por emissao de fotao
Unico, bioluminescéncia ou tomografia
por emissdo de positroes?®.

Sao varios os fatores que podem influen-
ciar o mecanismo de homing, incluindo a
idade das células, a fonte da qual foram
retiradas, as condicoes de cultivo, o
numero de passagens celulares e a via de
administracao. Sabe-se que um nuimero
maior de passagens diminui a capacidade
de homing, e que células recém-isoladas
sdo mais eficientes que as células cul-
tivadas. Foi também demonstrado que
a disponibilidade de oxigénio, citocinas
e fatores de crescimento nos meios de
cultura sdo importantes neste processo,
assim como a presenca de metaloprote-
ases que estdo envolvidas na migracao
das MSCs. Sabe-se também que a pre-
senca de citocinas inflamatorias, como
IL-1B, TNF-a e TGF-1B, regulam posi-
tivamente o nivel de metaloproteases,
potenciando a migragao das MSCs*.

UTILIZACAO DE CELULAS ES-
TAMINAIS NA REGENERACAO DE
QUEIMADURAS TERMICAS E POR
RADIACAO

As queimaduras severas causadas pelo
calor ou pela radiagdo representam um
grande problema de sadde, uma vez que
sdo dificeis de tratar. As queimaduras
térmicas sdo classificadas com base na
sua profundidade, e as que ocupam mais
de 20% da superficie corporal provo-
cam efeitos sistémicos graves, habitual-
mente designados por burn shock®®. Estas
lesdes da pele originam a perda total da

49

sua barreira protetora externa, atraso na
cicatriza¢do, aumento da inflamacio e
hipermetabolismo que potencia o stress
oxidativo®”. Uma inadequada cicatri-
zagao deste tipo de feridas, associada ao
crescimento bacteriano, pode levar a um
estado grave de sepse®.

No caso de uma queimadura por ra-
diagdo, a extensdao do dano depende da
dose e do tipo de radiagao, da radios-
sensibilidade individual, da extensio
de pele exposta, da profundidade de
penetracdo da radiagdo e da existéncia
de outros fatores (como por exemplo,
tabagismo e obesidade associada a dia-
betes), que promovem a isquemia dos
vasos sanguineos da derme®*®°. A ex-
posicao a radiagdo ionizante origina um
conjunto de sintomas (como por exemp-
lo, o eritema seguido de perda de cabelo,
descamacao seca, descamacio humida
e ulcera¢do), sendo designada por sin-
drome da radia¢do aguda, e afetando
principalmente as células com elevada
taxa de proliferacao, como é o caso das
células cutaneas’®’!. A radiacdo danifi-
ca a camada basal da pele que contém
queratinécitos e as células estaminais
do foliculo piloso, o que leva a producao
de radicais livres e alteracoes na estrutu-
ra do ADN (4cido desoxirribonucleico),
aumentando os niveis de inflamacio e de
stress oxidativo’>”®, Alguns tratamentos
tém evidenciado a importancia darelagao
complexa entre a pele e os restantes te-
cidos na sindrome de radiacdo aguda’.
O nivel do dano da func¢iao de barreira
da pele, do potencial regenerativo e da
integridade dos capilares é crucial, assim
como as modificacoes na rede de comu-
nica¢do entre queratindcitos, fibroblas-
tos, e células imunocompetentes locais
ou circulantes, como células de Langer-



hans, células dendriticas, neutroéfilos,
eosindfilos e linfécitos”*.

Sabe-se que os dois tipos de queimadu-
ras da pele referidos diferem na resposta
inflamatéria, podendo a radiacao origi-
nar inflamacgdes recorrentes, que levam
ao eritema e necrose’”. A necrose acon-
tece quando a radiagdo atinge também
as estruturas subcutaneas mais profun-
das, como os musculos, os vasos san-
guineos ou os 0ssos, podendo também
ocorrer descamacio resultante da morte
dos queratinécitos’®. Nos dois casos, o
procedimento mais comum € a remogao
do tecido danificado e realizagdo de um
autotransplante, embora nas queima-
duras por radiagdo os enxertos levem
frequentemente a lesdes ndo curativas,
devido ao estado de inflamacao constan-
te, tanto ao nivel local como sistémi-
co’””8 A cicatrizacdo ineficaz das feri-
das ap0s cirurgia, assim como a falta de
farmacos disponiveis para o tratamento
de queimaduras graves, levou a neces-
sidade de efetuar pesquisas para obter
melhores opgbes terapéuticas®®, sen-
do que as mais promissoras envolvem
MSCs isoladas ou em associacio com
outros tratamentos’’.

Estudos pré-clinicos em queimaduras
térmicas

Mansilla et al. (2006) recolheram amos-
tras sanguineas de 15 pacientes quei-
mados e de 15 dadores saudaveis, e
avaliaram a presenca de MSCs. Os re-
sultados demonstraram que foi possivel
identificar as células nos dois tipos de
amostras. No entanto, verificou-se que
estas se encontravam significativamente
em maior quantidade nos doentes quei-
mados®®. Em outro estudo, procedeu-se
a injecao intramuscular de MSCs em
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ratos que tinham acabado de sofrer
queimaduras. Passadas 24h, foram re-
movidos os rins, pulmdes e o figado dos
animais para a pesquisa histolégica de
células inflamatoérias e de células mor-
tas. Comparando com o grupo controlo
(n2o tratado), observou-se um numero
reduzido de células inflamatérias e de
células mortas nos ratos tratados com
MSCs®!. Os resultados destes dois estu-
dos evidenciam a capacidade das MSCs
para realizar o homing>®.

Foi realizada uma experiéncia que
avaliou, comparativamente, o resultado
do tratamento de queimaduras em ra-
tos, utilizando MSCs provenientes da
medula éssea e fibroblastos embriona-
rios. Verificou-se que ambas as células
foram capazes de regenerar a pele, ao
formar novos vasos sanguineos e tecido
granulomatoso. No entanto, com o tra-
tamento com MSCs foram obtidos resul-
tados mais rapidos®?. Oksiiz et al. (2013)
também trataram ratos com MSCs apéds
sofrerem queimaduras e observou que
estes tiveram menor namero de células
apoptoéticas e maior percentagem de te-
cido vital, comparativamente ao grupo
controlo®.

O papel imunossupressor das MSCs nas
queimaduras tem sido analisado ao lon-
go dos anos, sendo bem compreendido
atualmente. Zhang et al. (2015) obser-
varam que ratos tratados com MSCs
tém niveis circulatérios reduzidos de
glébulos brancos, proteina C reativa,
TNF-a, IL6 e IL10%. Caliari-Oliveira et
al. (2016) experimentaram injetar in-
tradermicamente MSCs em ratos e ob-
servaram a reducao de células CD4+ e
CD8+ no baco e o aumento de citocinas
anti-inflamatérias (TGF-B e IL10) em
circulacao. Esta modula¢ao da resposta
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imunitaria mostrou estar diretamente
relacionada com a taxa de sobrevivén-
cia dos ratos®. Liu et al. (2014) também
observaram a diminui¢ao de células in-
flamatorias e citocinas pro-inflamatérias
(IL-1, IL-6 e TNF-a) e aumento de cito-
cinas anti-inflamatérias como a IL-10 no
local da lesdo, apds proceder a injecao
intravenosa de MSCs provenientes do
cordio umbilical®®.

Estudos pré-clinicos em queimaduras
por radiacao

Gragas ao potencial regenerativo das
MSCs estas tornam-se interessantes
para tratar as lesoes derivadas da expo-
sicao a radiagdo ionizante, que afetam
essencialmente doentes que se subme-
teram a tratamentos de radioterapia ou
sofreram uma exposi¢ao acidental a esta
radiacdo®®. Tem sido observado que cer-
ca de 95% dos pacientes que recebem
radioterapia tém reacdes cutaneas de
intensidade variavel, visto que este pro-
cedimento afeta nao sé o tumor, mas
também os tecidos sauddveis que o ro-
deiam®2. Neste sentido, foram efetua-
das varias experiéncias em ratos onde
se observou igual capacidade de homing
destas lesdes. Por exemplo, Francois et
al. (2007) avaliaram o efeito curativo das
MSCs em ratos que sofriam da sindrome
de radia¢do cutinea. Neste estudo, apds
a aplicagdo da radiagdo na perna dos
animais, foi efetuada a injecdo intrave-
nosa de MSCs da medula 6ssea e os re-
sultados foram comparados com ratos
controlo, nao submetidos a tratamento.
No momento da administracao, a via-
bi- lidade celular das amostras recol-
hidas foi superior a 98%. Os animais
testados foram mortos trés, quatro, seis
e oito semanas apds a exposicao a ra-
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diagdo, e foram recolhidas amostras de
pele para analisar a presen¢a das MSCs
nos tecidos e para avaliar a severidade
das lesdes, bem como a sua cicatri-
zagdo. Através da andlise macroscopica
observou-se que as MSCs retardaram
a evolucao das lesdes, verificando-se
que apds quatro semanas da irradiacao
existia apenas descamag¢iao humida das
lesdes. Pelo contrario, as lesdes dos
animais controlo apresentaram a pro-
gressdo de eritema para descamagdo
seca e humida, e ulcera¢do. Apds oito
semanas, as lesdes dos animais controlo
apresentavam apenas cicatrizagio parcial,
enquanto as tratadas com MSCs estavam
totalmente curadas, tendo-se observado
uma acelerac¢do da cicatrizagdo da quinta
a oitava semana. Estes resultados foram
confirmados por exa-mes histoldgicos,
apds seis semanas da irradiagdo, onde
foi possivel observar ulceragao com teci-
do fibroso e inflamac3o, tanto na derme
como na hipoderme dos ratos sem trata-
mento. Passadas as oito semanas do es-
tudo, a pele dos animais mostrou estar
parcialmente curada. Na sexta semana,
os ratos tratados com MSCs apresen-
taram areas com reepite- lizacdo e algum
tecido dérmico fibroso e inflamado. A
cicatrizagdo foi praticamente comple-
ta na oitava semana com tecido dérmi-
co moderadamente fibroso, sugerindo
que as MSCs aumentam efetivamente a
reepitelizacdo dos tecidos. Verificou-se
que as MSCs foram capazes de efetuar
o homing até ao local exposto a radiagao,
onde permaneceram até as oito semanas
ap6s o transplante, embora fossem di-
minuindo ao longo do tempo. Os resul-
tados deste estudo evidenciam o suces-
so da utilizacao de MSCs humanas na
fase inicial do tratamento da sindrome



da radiagdo aguda, através de injecao
intravenosa. E também sugerido que as
MSCs diminuem a gravidade das lesoes,
reduzindo drasticamente a evolucao
para necrose e acelerando a cicatri-
zacdo da pele*’. Em outro estudo, Jin
et al. (2016) associaram MSCs a fatores
de crescimento derivados de plaquetas
e testaram a sua eficdcia no tratamento
de ulceras causadas por radia¢do, tendo
observado que a cicatriza¢ao foi mais ra-
pida, e com uma deposi¢ao de colagénio
mais organizada, em comparag¢do aos re-
sultados da utilizacao dos componentes
em separado®’. Curiosamente, Horton et
al. (2013) observou que o tratamento de
ratos com MSCs levou a uma menor de-
posicao de colagénio, comparado com o
grupo controlo, evitando a ocorréncia de
fibrose®. Verificou-se que a presenca de
MSCs levou a redugdo da expressdao da
citocina proé-inflamatéria IL-13 , aumen-
to da IL-10 e dos fatores de crescimen-
to derivados de plaquetas, assim como
diminuiu a infiltragdo de macroéfagos
pré-inflamatérios (CD80+) na pele le-
sionada e aumento dos anti-inflamatori-
os (CD163+)%.

De forma a facilitar a transferéncia dos
resultados para os humanos, Agay et al.
(2010) desenvolveram um modelo in vivo
com porcos para avaliar a capacidade de
cicatriza¢io das MSCs’®. Neste estudo,
os porcos foram expostos a radiacgao e,
de seguida, foram injetados intradermi-
camente com MSCs. Verificou-se a acu-
mula¢ao de linfécitos na zona da ferida
e um melhoramento da circulacao local,
contrariamente ao que foi verificado nos
porcos sem tratamento’*. Noutro estu-
do, utilizando o mesmo modelo animal,
Riccobono et al. (2012) demonstraram
que as MSCs autélogas derivadas do te-
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cido adiposo também sao capazes de tra-
tar a lesdo, impedir a necrose e reduzir
a dor’!.

Estudos clinicos em queimaduras por
radiacao

Devido a capacidade que as MSCs tém
para reduzir a inflamagdo e ajudar na
regeneracao cutanea, varios estudos
clinicos tém sido elaborados para com-
preender a sua eficdcia na acelera¢do da
cicatrizagdo de queimaduras.

Caso clinico 1

Um individuo do sexo masculino com
27 anos de idade esteve exposto a uma
elevada dose de radiagio que rapida-
mente lhe provocou lesdes cutaneas. A
dose de radiaciao absorvida no centro da
lesao originou ulceragdo, epidermolise e
perda de adesdo da epiderme a camada
basal. No entanto, nao houve sinal de
rabdomidlise. No tratamento, primeiro
procedeu-se a excisao da lesao, para im-
pedir que a inflamagao alastrasse para
os tecidos saudaveis. Apds verificar a
auséncia de inflamac¢io e infecao, fez-
-se um transplante autélogo de pele,
tendo-se verificado a ocorréncia de
lise imediata do enxerto e formacao
de tlcera com infecio. Deste modo,
foi necessario efetuar um novo proce-
dimento, comegando por repetir a ex-
cisdo do tecido, onde se pdde observar
o deterioramento do tecido muscular
e dos vasos sanguineos. De seguida,
efetuou-se um segundo transplante de
pele e experimentou-se a terapia celular
com MSCs da medula éssea, efetuando
duas administracdes num periodo de 9
dias. As MSCs foram injetadas no local
da ferida, sobre o transplante de pele
e a volta da lesao, tanto ao nivel cuta-
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neo como muscular. Por fim, cobriu-se
a lesdo com pele artificial. Deste trata-
mento ndo resultou qualquer reacgao
adversa relacionada com a utilizacao
de MSCs autologas. No dia seguinte a
primeira administracdo celular, ja nao
havia dor nem evolugio clinica da quei-
madura, o tamanho da ferida comecou a
diminuir progressivamente e, passado 1
més, a ferida estava praticamente cura-
da. Durante os 11 meses de seguimento
do paciente, ndo se verificou nenhuma
reincidéncia da queimadura de radiagao.
Ao fim de 75 dias a cicatrizacao estava
completa, sendo a estética o tinico pro-
blema e, passado 1 ano, o resultado per-
sistiu inalterado’®.

Caso clinico 2

Um individuo do sexo masculino com 66
anos, fumador e com tensao arterial alta,
foi submetido a radioterapia (dose apli-
cada 50-60 Gy) quando tinha 36 anos,
para tratar um angioma na perna direita.
Foi verificado que, a cada 10 anos apds
o tratamento de radioterapia, apareciam
ulceras no mesmo local, com remissao
ap0s tratamento. No entanto, com o pas-
sar do tempo, estas comegaram a apare-
cer mais frequentemente, provocando
necrose do tecido®. O referido paciente
foi ao hospital com duas ulceras necréti-
cas que rapidamente se transformaram
em uma unica ferida, envolvendo tecido
muscular. Foi realizada uma escarecto-
mia para remover o tecido necrético e
promover a vascularizagdo e o paciente
foi incluido no protocolo de tratamento
para lesdes induzidas por radia¢ao (apli-
cacdo tépica de colagenase ou sulfadia-
zina de prata com lidocaina e vitamina
A, associada a administracao sistémica
de pentoxifilina e vitaminas C e E como
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antioxidantes). Quando a ferida atingiu
condi¢des adequadas, comegaram a fa-
zer-se repetidas renovagdes de pele com
peliculas poliméricas, de modo a pro-
mover o ambiente ideal de cura, evitan-
do a desidratacao e infecoes. Mais tarde,
procedeu-se ao tratamento hiperbari-
co com oxigénio para promover a oxi-
genacao dos tecidos danificados e a an-
giogénese. Para utilizar como adjuvante
do tratamento foram recolhidas MSCs a
partir do osso iliaco de um cadaver. As
células foram tratadas em laboratério
e administradas na ferida em trés mo-
mentos diferentes. Apds cada aplicagao,
revestiu-se a ferida com uma pelicula po-
limérica transparente, que era renovada
consoante a necessidade, e que permitiu
manter a hidratacdo e monitorizar o es-
tado de cicatrizacao. Para avaliar a efica-
cia do tratamento, foram tiradas fotos
periodicamente e efetuaram-se anali-
ses histolégicas e aos biomarcadores de
resposta inflamatéria. Apdés cada admi-
nistra¢do, observou-se a diminui¢dao do
nivel de proteina C reativa e, 3 meses
apdés a segunda administragio, atingi-
ram-se valores controlo da integrina-f1
dos linfécitos, remetendo para o efeito
anti-inflamatério induzido pelas MSCs.
Passados 2 anos, observou-se que o ta-
manho da ulcera diminuiu, houve recu-
peracao local e remissdao dos sintomas,
melhorando significativamente a quali-
dade de vida do paciente. Tais fatos per-
mitiram concluir que as MSCs ajudam
na cicatrizacao dos tecidos, melhoram
a circulacdo local e diminuem as in-
flamacgdes caracteristicas deste tipo de
queimaduras, tendo sido esta uma das
primeiras vezes em que se conseguiu
tratar com sucesso um caso crénico,
sem resposta positiva aos tratamentos



convencionais, utilizando MSCs prove-
nientes de um cadaver®’.

FERIDAS DE DIABETICOS

A ulcerac¢ao do pé diabético é o principal
motivo de hospitalizacdo dos doentes
diabéticos, visto que é frequente as ul-
ceras infetarem e progredirem para um
estado que requer a amputacao do mem-
bro. Uma das principais razdes que com-
promete a cicatriza¢ao das ulceras dia-
béticas é o facto da circula¢do sanguinea
estar diminuida nestas feridas*®. Além
disso, as altera¢cdes na producio de fa-
tores de crescimento e de tecido granu-
lomatoso, oscila¢cdes na resposta a me-
diadores inflamatérios e a contragiao das
feridas, também s3o responsaveis pelo
atraso da cicatrizagdo das ulceras dia-
béticas®”**. Apesar dos avancos cientifi-
cos feitos nesta area, é necessario desen-
volver terapias mais eficazes. Nesse
sentido, a administracio de MSCs re-
presenta um tratamento promissor para
este tipo de feridas, tendo em conta a se-
guranca e eficicia comprovadas em en-
saios pré-clinicos e clinicos, e dada a sua
capacidade de aumentar a angiogénese

que, por sua vez, melhora a cicatriza¢ao
da pele*®®°.

Estudos pré-clinicos

Tal como acontece nas queimaduras, as
MSCs sao benéficas na cicatrizacao das
feridas diabéticas, devido a capacidade
de secre¢ao de citocinas que promovem
a migracao celular, a remodelacdo da
matriz extracelular e a angiogénese,
bem como a sua diferencia¢do em quera-
tinécitos e em células endoteliais*®®°.
Para o efeito, as MSCs podem ser admi-
nistradas através de um transplante
alogénico, visto que estas células pos-
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suem propriedades imunossupressoras
e imunomoduladoras. Varios estudos
pré-clinicos demonstraram que as MSCs
sdo capazes de fechar a ferida, formar
novo tecido granulomatoso, aumentar
o namero de local células e promov-
er a formacio de vasos sanguineos®.
Por exemplo, O’Loughlin et al. (2013)
avaliaram o efeito de dose-resposta re-
sultante da aplicacao de MSCs associa-
das a estruturas de suporte (scaffolds)
em ulceras diabéticas de um modelo
animal. Neste estudo foi aplicada topi-
camente uma matriz de colagénio asso-
ciada a MSCs alogénicas ndo diabéticas
derivadas da medula 6ssea, em coelhos
diabéticos, aos quais foram infligidas
feridas nas orelhas. Cada ferida foi trata-
da aleatoriamente de uma das seguintes
formas: 1) sem tratamento; 2) matriz de
colagénio; 3) matriz de colagénio com
50000 MSCs; 4) matriz de colagénio com
100000 MSCs ou 5) matriz de colagénio
com 1000000 MSCs. Passados 7 dias, as
andlises histolégicas demonstraram que
a reepitelizagdo aumentava consoante
o aumento da dose de MSCs utilizada.
Também se observou que as matrizes de
colagénio associadas as células restrutu-
raram a pele de um modo mais organi-
zado, comparativamente a sua utilizacao
isolada ou a auséncia de tratamento.
Observou-se também que o transplan-
te da matriz de colagénio com 1000000
de MSCs aumentou significativamente
o fecho da ferida, enquanto os restan-
tes tratamentos obtiveram resultados
semelhantes as feridas sem tratamento.
Por ultimo, recorreu-se a avaliacio da
eficicia do tratamento através da an-
giogénese e da resposta inflamatdria,
onde se verificou que o comprimento dos
vasos sanguineos era significativamente
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maior e a vasculatura estava aumenta-
da nas feridas tratadas com a matriz de
colagénio associada a dose de 1000000
de MSCs. Contrariamente, nos restan-
tes tratamentos obtiveram-se resultados
semelhantes aos das feridas sem trata-
mento. Todos os tratamentos demon-
straram uma reduc¢ao significativa na
distancia de difusao radial em relacio as
feridas ndo tratadas, representando uma
distincia menor para a migracao dos
nutrientes entre os capilares e o tecido,
0 que aumenta a regenera¢ao tecidular.
Em relagdo ao didmetro dos vasos, nao
houve nenhuma diferenca significativa
entre os grupos de tratamento. Através
da quantificagdo de neutréfilos e linféci-
tos foi possivel observar que nenhum
tratamento provocou inflamagio, quan-
do comparados com as feridas sem tra-
tamento, o que indica que a matriz de
colagénio de bovino e as MSCs alogéni-
cas ndo afetam negativamente a cicatri-
zagao da pele. Neste estudo verificou-se
que a aplicagdo topica de uma determi-
nada dose de MSCs associada a uma
matriz de colagénio, aumenta a cicatri-
zacao das feridas diabéticas, fechando
feridas e aumentando a neovasculari-
za¢do. O modelo pré-clinico utilizado é
considerado relevante, uma vez que esta
descrito que a cicatrizagdo dos coelhos
é semelhante a dos humanos, envolven-
do reepitelizacao e formagao de tecido

granulomatoso™®.

Estudos clinicos

Caso clinico 1

Foi realizado um estudo clinico com o
objetivo de avaliar o tratamento de uma
tlcera crénica de um individuo diabéti-
co, utilizando uma matriz de colagénio
associada a fibroblastos autélogos em
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combina¢gdo com a administracio de
MSCs autdlogas da medula éssea. O
individuo do sexo masculino tinha 77
anos e possuia uma ferida crénica aber-
ta ha 25 anos. O tratamento iniciou-se
com a recolha de uma amostra de MSCs
da medula 6ssea e administracao de
uma pequena quantidade diretamente
nos bordos da ferida. De seguida, adi-
cionou-se a matriz de colagénio e fibro-
blastos e cobriu-se a ferida com gaze e
com uma pelicula adesiva, para a prepa-
racao permanecer em contacto com o
local afetado. Esta aplicagdo foi repetida
em dois momentos diferentes, tendo-se
verificado que apds 4 semanas do trata-
mento, a ferida mostrou estar cicatriza-
da, apresentando um tamanho inferior,
e um aumento da vascularizacao e da
espessura da derme®.

Caso clinico 2

Lu etal. (2011) avaliaram a eficacia e se-
guranca do tratamento de doentes dia-
béticos com isquemia critica do mem-
bro inferior e tlceras dos pés utilizando
MSCs da medula 6ssea autdlogas (gru-
po A), células mononucleares autélo-
gas derivadas da medula 6ssea (grupo
B) e uma solucio salina (grupo contro-
lo). Neste estudo foram analisados 37
doentes, que foram aleatoriamente sub-
metidos a inje¢dao intramuscular de um
dos tratamentos. Passadas 2 horas do
transplante das células, verificou-se que
trés membros do grupo A e dois do gru-
po B tiveram dor ligeira, mas nao houve
qualquer situagao de infe¢do, rejeicao
ou outras complicacdes decorrentes
do tratamento. Verificou-se também
que as MSCs produziram uma quan-
tidade significativamente maior de fa-
tores de crescimento, como VEGE fator



de crescimento bdasico de fibroblastos
(bFGF) e angiopoetina-1, sob condigbes
de normoxia e hipdxia, do que as células
mononucleares. Passadas 24 semanas
do transplante, a dor dos membros tra-
tados, em repouso, diminuiu significati-
vamente tanto no grupo A como no gru-
po B, e o tempo de caminhada sem dor
também aumentou significativamente
em ambos, comparando com o grupo
controlo. O indice de pressao tornoze-
lo-braquial e a medi¢ao transcutanea
de oxigénio aumentaram em ambos os
tratamentos até as 4 semanas apds o
transplante, e os resultados persistiram
até as 24 semanas de observaciao. No
entanto, estes resultados foram signifi-
cativamente maiores quando utilizadas
MSCs. Apos as 24 semanas, também foi
possivel observar um aumento signifi-
cativo dos vasos sanguineos, assim
como da circulagdo sanguinea no gru-
po tratado com MSCs, em comparagdo
com o grupo tratado com células mono-
nucleares, enquanto no grupo controlo
nao houve alteracao. Em detalhe, ob-
servou-se que 6 semanas apos o trans-
plante o namero de ulceras curadas no
grupo A foi significativamente maior do
que no grupo B, sendo a taxa de cicatri-
zagdo de 100% atingida na 8% semana,
no grupo A, e na 12 semana, no grupo
B. No grupo controlo, 6 pacientes so-
freram amputagao do membro inferior,
enquanto nos grupos de tratamento nao
ocorreram amputagdes. Este ensaio per-
mitiu demonstrar a seguranca de ambos
os tratamentos, uma vez que nao houve
complicagdes relacionadas com a admi-
nistra¢ao de células, tendo o tratamento
com MSCs originado melhores resulta-
dos clinicos. No entanto, para avaliar
melhor estes resultados, é necessario
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fazer o estudo em um nimero maior de
pacientes e por um periodo de tempo
mais longo”’.

Caso clinico 3

Qin et al. (2016) realizaram um estudo
que envolveu 53 pacientes com sinto-
mas severos de ulcera¢do do pé diabético
associado a diferentes graus de doenca
arterial dos membros inferiores, que
foram distribuidos aleatoriamente por
um grupo controlo (25 pacientes - 38
membros) e um grupo experimental (28
pacientes - 34 membros). Os pacientes
de ambos os grupos receberam o tra-
tamento convencional de angioplas-
tia, e o grupo experimental foi adicio-
nalmente tratado com MSCs derivadas
do corddao umbilical humano. O trata-
mento foi feito através da administracao
intravenosa das MSCs e inje¢ao local
nos bordos da tulcera, sendo o volume
de suspensao de MSCs ajustado conso-
ante o tamanho da udlcera. Os pacientes
foram seguidos até 1 a 3 meses apds o
tratamento, tendo-se verificado que a
angioplastia realizada nos dois grupos
teve uma taxa de sucesso de 81%. Apds
o tratamento, as taxas de recuperagao de
estenose e oclusao foram de 87% e 68%,
respetivamente. Os pacientes de ambos
os grupos tiveram melhorias significati-
vas 2 meses depois do tratamento. No
entanto, o grupo experimental obteve
resultados mais favoraveis ao nivel da
temperatura da pele, indice de pressao
tornozelo-braquial, tensao transcutanea
de oxigénio e distancia de claudicagao.
No final do tratamento, também foi pos-
sivel constatar que houve um aumento
do nimero de vasos sanguineos, sendo
este significativamente maior no grupo
experimental. Entre os 19 pacientes em

56



Barata R., Silva A.C.

estado mais grave, 15 foram curados
em 3 meses, 2 tiveram uma area de ul-
cera menor, 1 tratamento falhou devido
a uma complicacao da doenga, e 1 so-
freu uma amputagio 6 semanas apods
o transplante. Ainda assim, a extensao
dessa amputacao foi significativamente
menor devido ao tratamento. Durante o
periodo experimental nao se verificaram
reagdes adversas ou complicagdes graves
associadas ao tratamento, indicando que
o transplante de MSCs apds angioplas-
tia é seguro e eficaz para pacientes com
tlceras diabéticas severas, visto que
os seus resultados foram significativa-
mente melhores que os do controlo®®.

APLICACAO EM COSMETICOS
Tendo em conta as caracteristicas das
células estaminais, em particular a ca-
pacidade regenerativa, a sua aplicagao
¢ promissora na area da cosmética.
Nos ultimos anos, tem-se dado especial
atencio a utilizacao de células estami-
nais nos processos de anti envelheci-
mento da pele, devido ao seu potencial
para estimular a proliferagao das células
estaminais da epiderme. Vdrias pesqui-
sas tém sido realizadas no sentido de en-
tender como se pode retardar o proces-
so natural de envelhecimento da pele.
Deste modo, os cosméticos modernos
tém como objetivo melhorar a aparéncia
da pele, enquanto estimulam e regen-
eram os seus processos fisioldgicos, pro-
tegendo-a contra as agressdes do meio
ambiente®®2.

Atualmente, por razdes éticas, a lei eu-
ropeia proibe a utilizagdo de substan-
cias de origem humana e animal obtidas
contra o bem-estar destes, pelo que a
industria cosmética se tem interessado
pelos recursos vegetais. Sabe-se que as
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células estaminais vegetais tém a capaci-
dade de proteger as células estaminais
humanas, estimular a regeneracdo da
pele e prevenir o seu processo de enve-
lhecimento®.

Células estaminais vegetais

Tal como as células estaminais animais,
as células estaminais vegetais, proveni-
entes de plantas, sao igualmente capa-
zes de estimular a regeneragao de tecidos
em situacOes de stress. Além disso, as
células estaminais de plantas possuem
caracteristicas unicas que lhes permite
regenerar tecido lesado e originar uma
nova planta®®. As plantas possuem uma
proteina designada por WUSCHEL que é
capaz de transformar células somadticas
em células estaminais, o que explica a
capacidade de gerar uma nova planta”.
Ha ainda evidéncias de que as auxinas,
hormonas presentes nas plantas, con-
seguem regular o comprimento dos
telémeros essenciais a estabilidade do
genoma a longo prazo, enquanto o 4cido
abscisico, outra hormona das plantas,
tem um efeito antagénico®”.

Os extratos derivados de células es-
taminais vegetais constituem uma fon-
te de varios ingredientes ativos seguros
para uso humano, visto que nao origi-
nam respostas imunitdrias. Estes ex-
tratos contém varias substancias que
ajudam a reverter os processos de anti
envelhecimento, como polifendis, 4ci-
dos fendlicos, triterpenos, flavonodides,
carotenodides, acidos gordos, agucares e
péptidos. De acordo com alguns estudos,
um dos compostos com propriedades
anti envelhecimento mais marcadas é a
cinetina, uma citocina responsavel pelo
crescimento das plantas, e que exerce
uma atividade antioxidante nas células



humanas. A cinetina estid presente em
varias células estaminais vegetais, en-
contrando-se em elevada concentracao
nos limdes e nas framboesas®.

Dependendo do tipo de planta utilizada,
as células estaminais vegetais exercem
varios efeitos favoraveis para a pele,
sendo capazes de prolongar a vida dos
fibroblastos e estimular a sua atividade;
aumentar a flexibilidade da epiderme;
regular a divisdo celular; reconstruir a
epiderme danificada; ativar a reparagao
do ADN celular, protegendo as células
do stress oxidativo; proteger contra as
radiacbes UV. Deve ter-se em atencao
que as células estaminais vegetais sdo ex-
tremamente sensiveis a fatores externos,
como a luz e a temperatura, pelo que sao
utilizadas nos cosméticos sob a forma
de extratos em pd ou solaveis em 6leo
ou em agua®?®. Sio utilizadas técnicas
de cultura especificas que combatem os
problemas das culturas selvagens, como
o crescimento lento, colheitas sazonais,
variagao das concentracdes de substan-
cias ativas entre plantas e colheitas, e
presenca de metabolitos téxicos. Estas
técnicas permitem a producdo de eleva-
das quantidades de ingredientes ativos
cosméticos, dificeis de conseguir a partir
das culturas naturais das plantas®“%?’.
Algumas espécies vegetais raras possuem
compostos cosméticos interessantes,
mas nao podem ser usadas por se encon-
trarem em vias de extingdao. Algumas in-
dastrias cosméticas tém procurado con-
tornar este problema, como é o caso da
Mibelle Biochemistry, que desenvolveu
uma tecnologia sustentavel (PhytoCell-
Tec™) para obter grandes quantidades
de ingredientes ativos a partir de uma
pequena quantidade de material ve-
getal. Esta tecnologia permite o cresci-
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mento de células estaminais, isoladas a
partir de um tecido vegetal previamente
selecionado, em condicOes ideais, den-
tro de um biorreator. Os investigadores
da Mibelle Biochemistry descobriram
que as células estaminais vegetais con-
tém fatores epigenéticos que lhes con-
ferem capacidades de multipoténcia e
de autorrenovacao semelhantes aos das
humanas. Por esse motivo, quando apli-
cadas corretamente, estas células tém
um impacto positivo na vitalidade e fun-
cionamento das células estaminais da
pele®.

Estudos clinicos

Nos ultimos anos, o efeito anti envelhe-
cimento dos extratos de células estami-
nais provenientes de diferentes espécies
vegetais tem sido sugerido, existindo ja
alguns produtos comercializados. Por
exemplo, a PhytoCellTec™ Malus domes-
tica, uma prepara¢ao lipossémica pa-
tenteada que contém células estaminais
derivadas da Uttwiler Spdtlauber, uma va-
riedade rara de maca suica, demonstrou
promover o anti envelhecimento®. Estas
magas sao conhecidas pelo seu elevado
potencial de longevidade e excelente ca-
pacidade de armazenamento, o que suge-
re que possuem células estaminais de alta
qualidade. Para avaliar as possiveis van-
tagens desta espécie vegetal, foram fei-
tas culturas celulares com o objetivo de
utilizar o extrato obtido em estudos de
anti envelhecimento. Em primeiro lugar,
foi avaliada a viabilidade das células es-
taminais do cordao umbilical expostas a
0,01% e 0,1% de extrato vegetal, obser-
vando-se um crescimento celular de 20%
e 80%, respetivamente. Estes resultados
demonstraram que as células estaminais
vegetais estimulam a proliferacdo das
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células estaminais humanas. De segui-
da, duas culturas de células (uma com
extrato e outra sem extrato) foram ex-
postas a radiacdo UV, tendo-se obser-
vado a morte de 50% das células sem
extrato e a perda de 7% de viabilidade
das células cultivadas com extrato. Estes
resultados evidenciam que o extrato ve-
getal promove a prote¢ao e manutengao
das células estaminais humanas'®. Em
outro estudo, os mesmos investigadores
avaliaram os efeitos do extrato vegetal
de células estaminais de Uttwiler Spdtlau-
ber, em uma cultura de fibroblastos em
senescéncia (processo natural que leva
a que as células percam a capacidade
de se dividir, sendo bastante prejudicial
se ocorrer nas células estaminais, vis-
to serem indispensdveis a regeneragao
dos tecidos). Deste modo, adicionou-se
agua oxigenada a duas culturas distintas
para induzir este processo, sendo uma
delas posteriormente incubada com 2%
de extrato (teste), durante 144 horas,
e a outra nao (controlo). Analisou-se a
expressdo genética de ambas as cultu-
ras, observando-se uma diminuicao de
genes importantes para a proliferacao
celular na cultura-controlo, enquanto
na cultura-teste foi possivel observar
uma neutralizacdo deste efeito. Obser-
vou-se, ainda, que o extrato estimulou
a expressao da hemeoxigenase 1, uma
enzima com atividade antioxidante. De
seguida, fez-se um estudo em cabelos na
fase de crescimento anagénica com o ob-
jetivo de avaliar a evolu¢ao do seu com-
primento fora do couro cabeludo. Veri-
ficou-se que, quando colocados em meio
de cultura préprio, os cabelos cresceram
até ao dia 14 e comegaram a regredir a
partir dai. Contudo, quando tratados
com 0,2% de extrato, estes foram ca-
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pazes de adiar ligeiramente os proces-
sos de senescéncia e necrose, crescen-
do até ao dia 18. Por fim, de modo a
avaliar a eficacia da utilizacdo de célu-
las estaminais de Uttwiler Spdtlauber na
pele, realizou-se um estudo clinico com
20 voluntarios. Durante 4 semanas, foi
aplicado um creme com 2% de Phyto-
CellTec™, duas vezes por dia, na regiao
periocular. A profundidade das rugas foi
analisada apds 2 e 4 semanas de apli-
cacio do creme, tendo-se verificado uma
diminui¢ao signifi- cativa de 8% e 15%,
respetivamente'®’.

A planta da espécie Syringa vulgaris, por
ser rica em verbascosideos, possui vari-
os beneficios quando utilizada na pele,
podendo ser usada no tratamento da
inflamacao comum, e na pele acneica,
envelhecida e danificada pela radiagao
UV®. Também o extrato de células es-
taminais do tomate, obtido a partir da
Lycopersicon esculentun, pode ser aplicado
em produtos cosméticos para promover
uma pele saudavel. Gragas a sua eleva-
da capacidade antioxidante, este extra-
to é capaz de proteger as células da pele
contra o stress oxidativo e danos induzi-
dos por metais pesados'®?. Também foi
confirmado que as células estaminais
de Coffea bengalensis e Nicotiana sylvestris
estimulam os fibroblastos a produzir
colagénio, promovendo assim a regene-
racao da pele®!®,

O Citrustem™ é um ingrediente ativo
natural, obtido a partir de células es-
taminais da laranja, que exerce um efeito
anti envelhecimento. Foi realizado um
estudo em 20 mulheres, com a idade
compreendida entre os 41 e os 55 anos,
que aplicaram na face uma formulagao
com 3% deste ingrediente, duas vezes
por dia, durante 56 dias. Comparando



com o grupo-controlo, que nao aplicou
a formulacgdo, o grupo-teste obteve um
aumento de 17,5% da elasticidade da
pele, observando-se também uma reor-
ganizac¢ao da estrutura da derme e, ain-
da, uma pele mais suave®'%*,

Na pele facial oleosa ou envelhecida, os
poros tendem a dilatar, o que aumen-
ta a quantidade de sebo a superficie da
pele. A Refine Ginger™ é um produto
a base de células estaminais das folhas
do gengibre (Zingiber officinale), que de-
monstrou evitar este efeito, tornando a
textura da pele mais suave e uniforme, e
menos brilhante. Este ingrediente ativo
apresenta atividade adstringente, per-
mitindo reduzir o nimero de poros, o
que aumenta a firmeza da pele, reduz
a produgdo de sebo, promove o forne-
cimento de dgua a epiderme e reduz a
producdo de radicais livres. Foram rea-
lizados testes in vitro e in vivo, utilizan-
do uma concentracao de 0,5% de Refine
Ginger™. Os testes in vitro mostraram
o potencial para exercer: um efeito hi-
dratante, devido ao aumento de 18% da
sintese de glicosaminoglicanos; um au-
mento da firmeza, devido ao incremento
de 20% da taxa de elastina, de 18% de
proteoglicanos perimembranares, 21%
dos proteoglicanos transmembranares e
21% dos proteoglicanos matriciais; um
efeito matificante, resultante da reducao
de 17% da atividade da enzima 5-alfa re-
dutase; um efeito antioxidante, confir-
mado pela reduc¢ao até 23% da produgao
de radicais livres. Os estudos clinicos
foram realizados em 20 mulheres, com
a idades compreendidas entre os 18 e
os 50 anos, apds a aplicagao didria de
uma emulsdo contendo o Refine Gin-
ger™. Ao fim de 6 horas, verificou-se
uma reduciao de 15% do brilho facial.
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Passados 28 dias, observou-se que 80%
das mulheres reduziram o tamanho dos
poros e 85% obtiveram uma pele com
uma textura mais suave e uniforme. No
final do tratamento, houve uma melho-
ria geral do estado da pele em cerca de
50%, observando-se uma textura mais
suave, menos poros e poros mais fecha-
dos. Verificou-se, ainda uma reducao de
19% da secrecdo de sebo®1%°.

CONCLUSAO

Apesar dos avancos efetuados na me-
dicina regenerativa, o tratamento de
feridas cutaneas graves, essencialmente
provenientes da exposi¢ao a radiagao ou
de individuos diabéticos, continua a ser
dificil. Em particular, no tratamento de
queimaduras causadas por radiacdo, o
tratamento cirurgico classico (excisao
do tecido seguida de transplante autdlo-
go) falha, devido a disseminag¢io impre-
visivel do processo necrético.

A utilizagdo de células estaminais
mesenquimais na regeneracao da pele
tem-se revelado promissora, devido a
capacidade de reduc¢do da inflamagao
e do risco de sepse, e de promog¢ao da
renovac¢ao tecidular. O nimero crescen-
te de ensaios clinicos com células es-
taminais, revela que estas constituem
uma estratégia terapéutica eficaz, sendo
necessario entender em que condigoes
sao mais eficientes. Nesse sentido, tor-
na-se fundamental executar ensaios
clinicos que sigam protocolos, doses de
tratamento, tipos de células estaminais
e vias de administragdo compardveis,
permitindo tirar conclusdes acerca dos
resultados obtidos por diferentes inves-
tigadores. Outro aspeto importante con-
siste na realizacao de estudos em um
numero maior de pacientes e com perio-
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dos de seguimento pds-tratamento mais
prolongados, de forma a poder concluir,
com maior rigor, a eficdcia clinica destes
tratamentos.

A utiliza¢ao de células estaminais, em
particular, as células de origem vegetal,
para fins cosméticos constitui uma es-
tratégia inovadora e promissora. Tem
sido descrito que estas células sao ca-
pazes de promover a hidrata¢iao da pele
e aumentar a sua elasticidade, ajudando
a prevenir o envelhecimento cutineo.
Quando aplicadas na pele, estas tém a
capacidade proteger e estimular a pro-
liferacao das células estaminais autélo-
gas, ajudando a reverter 0s processos
naturais de envelhecimento. No entan-
to, é necessario realizar mais estudos
clinicos e procurar novos ingredientes
ativos, para concluir acerca da eficicia
da utilizacdo das células estaminais em
cosmeéticos.
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