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RESUMO

SOARES, Veronica Mendes. Células tronco obtidas da Geleia de Wharton e da
Placenta humana para uso na restauracao da pele com estrias, 2018, 117 fls.
Dissertacdo (Mestrado em Saude da Mulher). Programa de Pos-Graduacdo em Salde da
Mulher, Universidade Federal do Piaui, Teresina, 2018.

Introducdo: A Medicina Regenerativa tem evoluido nos Gltimos anos e podera ser de
grande beneficio para os pacientes como as que apresentam estrias, uma condicao
desfigurante e aestética da pele, com opcdes terapéuticas gerenciadas sem reversdo
efetiva. A regulamentacdo da técnica e da ética esta se tornando mais clara facilitando a
ciéncia a evoluir nas pesquisas com células tronco na restauracao de tecidos, utilizando
técnicas menos invasivas. Objetivo: O estudo tem como objetivo principal expandir e
caracterizar células tronco mesenquimais originadas da Geleia de Wharton e da Placenta
que poderdo ser utilizadas para restaurar a pele lesionada por estrias. Método: As células
isoladas do corddo umbilical e da placenta foram expandidas e caracterizadas seguindo
o protocolo para diferentes estagios de identificacdo das caracteristicas morfofuncionais
e de imunofenotipagem. Resultados: No experimento as células da Geleia de Wharton
cumpriram todas as etapas do nosso objetivo, embora as células da Placa Coribnica e da
Vilosidade Coribnica ndo tenham completado todas as etapas, nenhum dos tipos de
celulas cultivadas demonstrou caracteristicas adversas as de células tronco. Discussao:
O termo expansao celular é utilizado para a remocdo de células de tecidos ou 6rgaos em
um ambiente artificial propicio a sua sobrevivéncia e proliferacdo. Os requisitos
ambientais basicos para que as células crescam sdo: temperatura controlada, substrato
para adesdo celular, meio de crescimento adequado e incubadora que mantém o pH. As
mesmas Vias metabdlicas e bioquimicas de uma célula no organismo séo consideradas
nas células em expansao in vitro. Concluséo: Os resultados mostraram a necessidade de
padronizacdo de protocolos para cada tipo de células de origem especifica. Dentro do
protocolo utilizado, as células tronco provenientes da Geleia de Wharton mostraram ser

mais viaveis a restauracédo da pele.

Descritores: Celulas-tronco mesenquimais. Estrias dérmicas. Restauracdo da Pele.



ABSTRACT

SOARES, Ver6nica Mendes. Trunk cells obtained from Wharton Jelly and human
placenta for use in restoring skin with stretch marks, 2018, 117 fls.. Dissertation
(Master's in Women's Health). Post-Graduation Program in Women's Health, Federal
University of Piaui, Teresina, 2018.

Introduction: Regenerative Medicine has evolved in recent years and may be of great
benefit to patients such as those with stretch marks, a disfiguring condition and aesthetics
of the skin, with therapeutic options managed without effective reversion. The regulation
of technique and ethics is becoming clearer by facilitating science to evolve in stem cell
research in tissue restoration using less invasive techniques. Objective: The main goal of
the study is to expand and characterize mesenchymal stem cells originated from Wharton
Jelly and Placenta that can be used to restore skin damaged by stretch marks. Methods:
The cells isolated from the umbilical cord and the placenta were expanded and
characterized following the protocol for different stages of identification of
morphofunctional characteristics and immunophenotyping. Results: In the experiment
Wharton Jelly cells fulfilled all the steps of our goal, although the cells of the Chorionic
Plate and Chorionic Villus did not complete all the steps, none of the types of cells
cultured demonstrated characteristics adverse to those of stem cells. Discussion: The term
cell expansion is used to remove cells from tissues or organs in an artificial environment
conducive to their survival and proliferation. The basic environmental requirements for
cells to grow are: temperature controlled, substrate for cell adhesion, suitable growth
medium and incubator that maintains the pH. The same metabolic and biochemical
pathways of a cell in the body are considered in expanding cells in vitro. Conclusion:
The results showed the need for standardization of protocols for each cell type of specific
origin. Within the protocol used, stem cells from Wharton Jelly were shown to be more
viable to restore skin.

Keywords: Mesenchymal stem cells. Dermal streaks. Restoration of the skin.
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1 INTRODUCAO

A pele é 0 manto de revestimento do organismo, indispensavel a vida e que isola
0s componentes organicos do meio exterior, e consiste de trés camadas de tecidos
distintas: a epiderme, a derme e a hipoderme (MENDONCA; RODRIGUES, 2011). A
epiderme possui o estrato corneo e a camada basal. A camada basal, também chamada
camada germinativa, € a mais profunda das camadas, constituida por dois tipos de células,
0S queratindcitos basais e 0os melandcitos. Os queratindcitos sdo células cuboides que
repousam sobre uma nitida membrana basal que separa a epiderme da derme
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013; BIDAUX et al. 2015).

Logo acima da camada basal ha varias camadas de células escamosas formadas
pelas chamadas células malpighiana, também denominada camada espinhosa, cujas
células apresentam-se com uma configuracao poliédrica, achatando-se progressivamente
em direcdo a superficie; em seguida vem a camada granulosa formada por células
granulosas assim chamadas por conter uma grande quantidade de grénulos de querato-
hialina de tamanho e forma irregulares (LOSQUADRO, 2017); e temos as células mais
superficiais da pele formando a camada cornea: que sdo células epidérmicas anucleadas,
com membranas celulares espessas e cujo citoplasma corresponde a filamentos de
queratina (BARONI et al. 2012).

Nas regides palmo-plantares, existe mais uma camada compondo a epiderme, o
estrato Iucido, situado entre a camada cOrnea e a granulosa, composto por duas ou trés
camadas de células anucleadas, planas, de aspecto homogéneo e transparente (ZAIDI,
2017).

A derme é a camada mais espessa da pele, composta por um tecido conjuntivo
frouxo, maleavel, forte, com presenca de fibras de proteinas (colageno e elastina)
(MENDONCA; RODRIGUES, 2011), associadas a uma matriz extracelular; que é
responsavel pela firmeza da pele, renovacdo e regeneracdo da trama fibrosa
(GATTAZZO; URCIUOLO; BONALDO, 2014).

A estrutura da derme representada por duas areas regionalmente distintas: uma
camada superficial a derme papilar, e uma camada mais profunda a derme reticular, com
diferengas na arquitetura fibrilar. A derme papilar com fibras finas de colageno

intercaladas com fibras elasticas; a derme reticular mais profunda, menos densa,


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Urciuolo%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24418517
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bonaldo%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24418517
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apresenta-se com fibras colagenas mais espessas e menos organizadas entrelacados por
fibras elasticas (WONG et al. 2016).

As estrias dérmicas, estriacOes atroficas, estrias distensivas ou popularmente
conhecidas como estrias, podem ser definidas como um processo degenerativo cutaneo,
benigno, e que variam a cor conforme a fase evolutiva (HIMDANI et al. 2014).
Apresentam-se como lesdes atroficas da pele, que podem ser causadas pela reducdo da
atividade dos fibroblastos, que sdo as células mais comuns do tecido conjuntivo,
provenientes da diferenciag8o de células embrionarias mesenquimatosas e envolvidas no
processo de cicatrizacdo (EYDEN et al. 2005).

Estudos tém demonstrado que os fibroblastos, presentes na camada inferior do
tecido conjuntivo da pele (a derme) sdo responsaveis pela regulacéo da matriz extracelular
e conseguentemente mantem o volume e a pressdo do liquido intersticial, essencial na
cicatrizacdo de lesdes, como também na restauracdo de ruptura de fibras do intersticio
(TOGO et al. 2011; DARBY et al. 2016); sdo importantes na manutenc¢éo da hidratacao
e turgor da pele prevenindo lesGes cutaneas, pois a deficiéncia de agua no meio
extracelular, esta relacionada a perda da elasticidade com maior predisposicdo para o
surgimento das estrias; e quando comparadas com uma pele normal apresentam uma

reducdo significativa de fibras de colageno e elastina (HIMDANI et al. 2014).

As estrias sdo extremamente comuns, causam danos psicoldgico significativo
para 0s pacientes, por deixar marcas bem evidentes na pele, acometendo principalmente
as mulheres, com maior incidéncia na adolescéncia. As cicatrizes sdo visiveis e para
alguns pacientes limitam na escolha do vestir, tornando-as incomodadas e inseguras,
levando-as a procura de alternativas de tratamentos com expectativas frustradas. Essa tem
sido uma queixa frequente nos consultorios de especialidades médicas, rodeados da busca
incessante para uma pele perfeita por parte dos usuarios, o que tem impulsionado as
pesquisas que vem evoluindo juntamente com os tipos de tratamentos que garantam uma

eficacia e proporcionem o reparo do tecido afetado.

A Medicina Regenerativa procura, por diferentes meios, obter produtos capazes
de colaborar com a regeneracdo do tecido, e a célula tronco mesenquimal ou estromal

(CTM) demonstra ser uma grande promessa para regenerar tecidos lesionados por sua
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capacidade de auto renovacdo e de diferenciacdo em outras variedades de células; também
por apresentarem propriedades imunomoduladoras e exibirem funcdes de efeitos
paracrinos (sinais provenientes da interacao celular), induzindo reagcdes em outras células
(LINDENMAIR et al. 2012).

Vaérios tecidos adultos apresentam sitio ou nicho de células tronco, possivel de
serem isoladas e cultivadas em laboratérios, como por exemplo a medula 6ssea, a polpa
dentéria ou em material lipoaspirado (KERN et al. 2006); porém ao longo da ultima
década, o corddo umbilical humano e a placenta vem sendo estudados como uma fonte
rica e valiosa de CTM, uma vez que esses tecidos apresentam células mais jovens quando
comparados com outros tecidos adultos. Sdo células facilmente acessiveis, obtidas sem a
necessidade de procedimentos invasivos, e ainda estes tecidos sdo descartados ap6s o
nascimento, sem preocupac0es éticas (LINDENMAIR et al. 2012; L1 et al. 2017). Além
disso, o corddo umbilical e a placenta sdo ricos em fibroblastos, e evidentemente, em

nichos de células-tronco genitoras destas células.

Os fibroblastos sintetizam as proteinas de colageno e elastina, além das
glicosaminoglicanas e glicoproteinas que fazem parte da matriz extracelular (MEC) dos
tecidos; e o comportamento das células-tronco depende da rigidez, da organizacao e da
composigdo do MEC (GATTAZZO; URCIUOLO; BONALDO, 2014); o que faz pensar
no uso de células progenitoras de fibroblastos no interesse da restauracdo das estrias

dérmicas com células tronco.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Col%C3%A1geno
https://pt.wikipedia.org/wiki/Elastina
https://pt.wikipedia.org/wiki/Matriz
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Urciuolo%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24418517
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Demonstrar o potencial de diferenciacdo das células tronco provenientes do corddo

umbilical e da placenta humana a serem utilizadas na restauracao de tecidos.
2.2 Objetivos especificos

e Obter células tronco da placenta e do cordao umbilical,
e Caracterizar as células isoladas como células tronco nos diferentes estagios;

e Analisar as caracteristicas das células cultivadas, que poderdo ser capazes de

restaurar a pele lesionada com estrias.
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3 REFERENCIAL TEORICO
3.1 Apele

3.1.1 Estrutura anatbmica e funcional

A pele € o maior 6rgdo do corpo humano, e funciona como uma barreira efetiva
protegendo nosso organismo de sofrer desidratacdo e insultos ambientais. E composta
essencialmente de células e matriz extracelular. As principais células que entram na
estrutura da pele constituem os fibroblastos e queratindcitos. Os fibroblastos sdo
provenientes da diferenciacdo de células embrionarias mesenquimais, e sdo responsaveis
pelo volume e pela regulacdo da matriz extracelular, assim como pela restauracdo da pele
(LU et al. 2016). Os queratindcitos, em um processo continuo, proliferam dentro da
camada basal e, apds a fase proliferativa transitoria e de diferenciacdo, induzem a
morfogénese epidérmica e formacdo adequada da barreira funcional da pele
(PIGLOWSKA et al. 2018).

A matriz extracelular é um complexo dindmico formado de macromoléculas que
promovem a atividade bioldgica dos fatores de crescimento; também formada por
enzimas proteoliticas com diferentes propriedades fisico-quimicas (XUE; JACKSON,
2015). Assim a MEC por via direta ou indiretamente, regula o comportamento celular e
desempenha papel essencial durante o desenvolvimento celular (GATTAZZO;
URCIUOLO; BONALDO, 2014). Tem como funcdo fornecer estrutura, organizacéo e
orientacdo para células e tecidos: controlaa morfogénese e metabolismo celular; viabiliza
a migracao, proliferacdo, apoptose, diferenciacdo e adesao celular; como também regula
a funcdo e a atividade celular através da ligacdo direta por meio das integrinas e outros
receptores da superficie celular (XUE; JACKSON, 2015); além de constituir reservatorio
para fatores de crescimento (SCHULTZ; WYSOCKI, 2009) que determinam o destino
das celulas e a produgdo de novas células (MERCIER, 2016).

As proteinas estruturais da MEC como colagenos, lamininas, elastinas e
fibronectinas proporcionam flexibilidade e resisténcia tecidual; proteoglicanos e acido
hialuronico sdo responsaveis pela elasticidade e estabilizam os fatores de crescimento; as
glicoproteinas por sua alta capacidade de ligacdo a agua, e as integrinas pela adeséo

celular e sinalizacdo entre células e MEC. Essas moléculas interagem entre si e com as
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células locais que as produzem (XUE; JACKSON, 2015; SILVA et al. 2011). As
proteinas como a fibronectina, colagenos, proteoglicanos, heparina e sulfato de heparina
estdo associadas a muitos fatores de crescimento: como o fator de crescimento de
fibroblastos (TGF-b); fator de crescimento endotelial vascular; fator de crescimento
epidérmico. Essas proteinas sdo componentes-chave na formacéo do nicho de células-
tronco mantendo a homeostase e delineando a linhagem destas células (GATTAZZO,;
URCIUOLO; BONALDO, 2014).

Rodriguez; Barroso; Sanchez (2018), diz que “O colageno € uma das proteinas
mais abundantes produzidas no corpo humano. E responsavel pela estabilidade e forca
dos tecidos, fazendo redes de apoio ao longo das estruturas celulares”. E a proteina de
maior concentracdo encontrada no MEC, constituido de tripla hélice de cadeias
polipeptidicas com funcBes de adesdo e migracdo celular, na morfogénese e reparo dos
tecidos. O colageno esta presente na derme como uma proteina fina e fornece suporte
estrutural as células. Existem mais de 28 tipos de colagenos, na pele sdo encontrados seis
tipos: tipo I, mantém a estrutura da pele e a integridade do tecido; tipo Ill mantém a
integridade da estrutura da pele, fornecendo tenséo, flexibilidade e suavidade & pele; tipo
V contribui para a diferenciacdo da epiderme; tipo XIV fornece resisténcia ao esforgo de
tracdo e manutencdo da funcdo de barreira da pele; tipo 1V, encontrado no foliculo do
piloso, modula a adesdo célula-matriz; tipo XVI, encontrado na papila dérmica, ancora
micro fibrilas na membrana basal (XUE; JACKSON, 2015).

As fibras de colageno sdo comumente brancas, opacas e prontamente
reconhecidas nos tecidos com alta resisténcia a tracdo e baixa elasticidade
(RODRIGUEZ; BARROSO; SANCHEZ, 2018). E apesar do mecanismo fisiopatologico
das estrias ainda ndo estar totalmente elucidado, a literatura tem mostrado que esta
relacionado ao estiramento mecénico e subito da pele, causando lesdo nas fibras de
colageno, resultando em atrofia e reducdo da elasticidade em regides especificas da pele
(FERNANDES et al. 2015).

Silva et al. (2011), ao dizer que existe interagdo intensa e harmonica entre o0s
integrantes da matriz extracelular, e que a alteracdo de um dos componentes pode
comprometer a fungdo do outro, consequentemente a perda funcional do tecido, nos

mostra que a alteracdo da composi¢do da MEC da pele por degradacéo do colageno, do
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acido hialuronico e da elastina, compromete a elasticidade tecidual, o que torna a pele
aspera, e facil de sofrer uma descontinuidade da integracdo harmonica da estruturacédo. E
um numero deficiente de fibroblastos néo satisfaz os requisitos da reparacdo normal da
pele, como também o envelhecimento dos fibroblastos os levaria a sintetizar e secretar
menor quantidade de metaloproteinases resultando na degradacéo de coldgeno da matriz
(LU et al. 2016).

As metaloproteinases da matriz (MPMs) sdo uma familia de enzimas zinco
dependentes capazes de catalisar os componentes da matriz extracelular (MEC),
incluindo colagenos, laminina, fibronectina e elastina. As MPMs também atuam
seletivamente nos receptores da superficie celular, citocinas, quimiocinas e moléculas de
adesdo célula-célula (KNAPINSKA et al. 2016). E como mostra a revisao sistematica
tratamento de estrias dérmica os protocolos estdo voltados para a melhoria da quantidade
e qualidade dos fibroblastos, focados principalmente na aplicacdo de alguns agentes para
melhorar o microambiente local do estresse sofrido pela pele, contribuindo assim para a
proliferagéo e recuperacgao funcional dos fibroblastos.

Os melandcitos, originarios da crista neural, sdo células dendriticas localizadas
na camada basal da epiderme e na derme, responsaveis pela pigmentacdo da pele e dos
pelos (MIOT et al. 2009), e por um complexo processo de proliferacdo, e diferenciacédo
migram para a epiderme. Estudos tem mostrado a presenca de um nicho de células-tronco
de melandcitos em foliculos pilosos da pele humana, e que nenhum nicho de células-
tronco de melandcitos foi encontrado em algumas areas abundantes em melandcitos; tem
mostrado também que, com o tempo, os melandcitos nos foliculos capilares vao
perdendo a capacidade de auto renovacdo, levando ao envelhecimento dos cabelos, em
contraste com os melandcitos da pele que sustentam o potencial proliferativo ao longo da
vida. Nas areas da pele com pelos, evidéncias sugerem a existéncia de células estaminais
adultas multipotentes nas papilas cutaneas do foliculo capilar ou foliculo piloso, e que
podem contribuir para a renovacdo de células neurais e ndo neurais da pele, incluindo os
melandcitos; e estas células diferenciadas em melandcitos migram da derme para a
epiderme, evidenciando a hipétese de um reservatorio extra folicular de melandcitos
localizado na derme, onde as células estaminais ficariam expostas a menos estresse

fisiolégico ou quimico do que na epiderme (LI et al. 2010).
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A pele recobre todo o corpo humano com fungéo de protecdo contra atrito, perda
de &gua, invasdo de micro-organismos e a radiacdo ultravioleta. Tem papel na percepcéo
sensorial (tato, calor, pressao e dor), na sintese de vitamina D, na regulacao e excrecédo de
ions, cuja funcdo protetora e excretora que dependem da sua integridade. Tem origem
embrionaria do ectoderma e mesoderma, e é formada por duas camadas de tecidos
distintos: a epiderme e a derme (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

A epiderme de origem do ectoderma é um tecido de revestimento queratinizado,
constituido apenas por células e substancia amorfa, que se dispde por camadas
estratificadas e diferenciadas; logo abaixo da epiderme temos a derme de origem do
mesoderma, principal barreira mecénica da pele, um tecido conjuntivo denso constituido
de fibras de colageno, elastina, glicosaminoglicanas e proteoglicanos (sulfato de
condroitin) que proporcionam a pele resisténcia a compressdo, e também contém vasos
e nervos que irdo suprir a epiderme. Abaixo da pele temos a hipoderme, tecido celular
subcutaneo formado de tecido adiposo, gordura, que tem a funcdo de apoiar e unir a
epiderme e a derme as outras camadas do corpo (Figura 1) (LOWE et al. 2015).

Figura 1 - Esquema das camadas da pele.

Legenda: Setas mostram papilas dérmicas, papila cutanea do foliculo piloso e a vascularizagdo da pele.
Notar que a epiderme é avascular e sua nutri¢do é por difuséo.
Fonte: SOARES, 2018.
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3.1.2 Origem da pele

A pele surge pela justaposicdo de dois grandes elementos embrionarios: 0s
potenciais da epiderme, que sdo originados a partir de uma éarea de superficie (ectoderma)
do inicio da gastrula, e os potenciais da derme, que sdo originados do mesoderma posto
em contato com a superficie interna da epiderme durante a gastrulacdo (EBLING, 1974;
SENGEL, 1976).

O mesoderma ndo s6 fornece a derme, mas é essencial para a inducdo da
diferenciacdo de estruturas da epiderme (COHEN, 1969). De fato, em adultos uma
influéncia a partir da derme é essencial para a manutengdo da epiderme (BUXMAN;
WUPPER, 1978). A crista neural também faz uma contribui¢do importante para a pele,
ou seja, as células de pigmento, os melanoblastos. A Tabela 1: mostra o desenvolvimento

das células e anexos da pele durante a gravidez.

Tabela 1 - Desenvolvimento das células e anexos da pele durante a gravidez.

Més de Gestacéo

1 2 3 4 5 6
Cava do pelo *
Haste do pelo *
Glandula sebacea *
Glandula apécrina +
Queratindcitos foliculares *
Queratindcitos interfoliculares *
Melandcitos néo ativos *
Melandcitos ativos *
Células de Languerhans’ *
Células de Merkel *

Legenda: A cruz “+” indica 0 més em que a estrutura completou seu desenvolvimento.
Fonte: Adaptada de HOLBROOK;HOFF, 1984

3.1.3 Epiderme

Em cerca da terceira semana de vida fetal, a epiderme consiste de ndo mais do
que uma unica camada de células indiferenciadas cheias de glicogénio (HOLBROOK;
HOFF, 1984). Em um feto com 4 a 6 semanas de idade, no entanto, duas camadas de
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células podem ser distinguidas, a periderme ou camada epitrichial e um estrato de células
germinativas (BREATHNACH, 1971; HOLBROOK, 1983) (Figura. 2).

Figura 2 - Desenvolvimento da epiderme, foliculo piloso e as células mesenquimais

(A) Secgédo de pele do embrido em cerca de 4
semanas. A epiderme (P) é claramente visivel, e
uma camada basal ou germinativa (b) aparece em
algumas areas. (B) cerca de 11 semanas. A
epiderme é composta de células basais, cuboides
(b), e as células do estrato intermedidrio () estdo
comecando a aparecer acima delas. A epiderme (P)
é constituida por uma Unica camada de células.
Seta indica células mesenquimais (DP) estdo
comegando a agregar abaixo de um foliculo piloso
presuntivo. (C) etapa germinat. do pelo (hg). As
células basais sdo agora colunar e comegando a

crescer para baixo. (D) etapa da haste do pelo (hp) .

As células do chamado "canal do pelo" (hc) formam
um fio sélido, Seta indica células mesenquimais. (E)
bulbo da haste do pelo. Observe o sélido "canal do
cabelo" (hc), rudimento glandula sebacea (s),
protuberancia (b) para a fixagdo de desenvolver
musculo eretor (ar). (F) etapa mostrando
rudimento das glandulas apdcrinas (a), glandula
sebacea (s) agora parcialmente diferenciada e
protuberancia (b). A papila dérmica (seta) (DP) foi
fechado e um fio de cabelo (h) estda a comegar a
formar, com uma bainha radicular interna (IR). (G)
unidade pilos sebacea da pele axilar completa a
partir de um feto de 26 semanas de idade. A
glandula (s) sebaceas sdo bem diferenciado e as
glandulas apdcrinas (a) sdo canalizadas.

Fonte: Adaptada de McGRATH & UITTO
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A epiderme é constituida principalmente por queratinécitos e tem de 0,05 a 1
mm de espessura (MCGRATH & UITTO 2010). Contém na camada germinativa (camada

basal), os queratindcitos, que garantem a sua renovacdo, e 0s melandcitos, células

responsaveis pela pigmentacdo da pele, os quais sintetizam melanina, a qual é

progressivamente transferida aos queratinocitos (McGRATH & UITTO, 2010; Watt,

1998).

Os queratinocitos, a principal célula da epiderme, correspondendo 95% do total

das células,

se movem progressivamente fluindo das profundezas da membrana

epidérmica em direcdo a superficie da pele, formando varias camadas bem definidas

durante o seu transito. Assim, por simples morfologia, a epiderme pode ser dividida em

ar
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quatro camadas distintas: estrato basal ou estrato germinativo, estrato espinhoso, estrato
granuloso e estrato cérneo. O termo camada de Malpighi inclui tanto as células basais
quanto as células espinhosas. Outras células residentes na epiderme incluem as células de
Langherans e as células de Merkel (McGRATH & UITTO, 2010).

As células do estrato espinhoso migram em direc@o as camadas mais superficiais
da pele, e s@o sucedidas pelas células do estrato granuloso; e quando as células espinhosas
entram na camada granular da epiderme eles liberam os seus componentes lipidicos para
0 espaco intercelular, desempenhando papel importante na funcéo de barreira e coesdo
intercelular no estrato corneo que é o estrato mais superficial da pele. No estrato corneo
as células (agora cornedcitos) perderam nicleos e organelas citoplasmicas. As células
tornam-se achatados e os filamentos de queratina e alinham-se em ligagdes de dissulfureto
macro fibras-cruzadas, sob a influéncia da filagrina, a proteina componente do granulo
de querato-hialina, responsavel pela agregacao de filamentos de queratina (LYNLEY &
DALE, 1983).

Os cornedcitos tem um revestimento altamente insoltvel dentro da membrana
plasmaética, formada por reticulacdo da proteina soltvel precursora, involucrina (RICE &
GREEN, 1977), por acdo de uma transglutaminase epidérmica especifica, também
sintetizada do stratum spinosum (BUXMAN & WUEPPER, 1978).

O processo de descamacao envolve a degradacdo do lipidio lamelar do espaco
intercelular e perda de interligacdes desmossomais intercelular residual. Na pele palmo
plantar existe uma zona adicional, o estrato licido situado entre a camada de células da
granulosa e as células do estrato cérneo. Estas células sdo ainda nucleadas, e pode ser
referido como células de “transicdo” (McGRATH & UITTO, 2010).

Na vida adulta a epiderme mantem seu potencial de diferenciacdo a partir de
células que se desprendem da camada basal e se deslocam para substituir células
anucleadas e queratinizadas que se descamam do estrato corneo para o exterior, e com
esse equilibrio continuo entre o processo de descamacdo do estrato cOrneo e a

diferenciacéo de novas celulas a espessura normal da pele é mantida.
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3.1.4 Aderme

No inicio a derme embrionaria € multicelular, e no segundo més a derme e
hipoderme ainda ndo sdo distinguiveis de uma para a outra. Componentes fibrilares vao
aparecendo, e grupos organizados de fibras de coldgeno s&o evidentes no final do terceiro
més. Mais tarde, as camadas papilares e reticular tornam-se distinta e, ao quinto més, as

bainhas dos tecidos conjuntivos sdo formadas em torno dos foliculos pilosos.

Abaixo da derme € a hipoderme, um tecido mais frouxo caracterizado por ilhas

de gordura que comecam a se formar em locais definitivos (McGRATH; UITTO, 2010).

Na derme de embribes de 6-14 semanas tem sido descritos trés tipos de células:
células estreladas ou dendriticas, macrofagos fagociticos, e uma célula de granulo
secretor o melanoblastos (BREATHNACH, 1971). A partir de 14-21 semanas, 0S
fibroblastos sdo células numerosas e ativas e as fibras elasticas sdo primeiramente
detectaveis com 22 semanas (DEUTSCH; ESTERLY, 1975). Entdo no periodo
embrionario entre 14 e 22 semanas ja temos fibroblastos ativos e fibras elasticas

constituidas.

Um novo tipo de celulas estaminais a partir da derme, chamadas células
precursoras derivadas da pele, foi identificado (TOMA; AKHAVEN; FERNANDES,
2001). Tais células sdo capazes de serem convertidas em varios tipos de células diferentes
in vitro (por exemplo, neurénios, células do masculo liso ou adipdcitos) e pode constituir
uma fonte altamente acessivel de células-tronco pluripotentes (McGRATH; UITTO,
2010).

No segundo més de gestacao a derme e hipoderme ndo sdo distinguiveis uma da
outra, componentes fibrilares comegcam a aparecer, e pacotes regulares de fibras coldgeno
sdo evidentes no final do terceiro més. Também no segundo més de gestacdo a lamina
densa continua da membrana basal torna-se evidente (Figura 3), e hemidesmossomas
aparecem no terceiro més (McMILLAN; EADY, 1996).
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Figura 3 - Seccéo da pele de um feto com idade gestacional de 15 semanas.

Legenda: Seta indica membrana basal espessa em feto de 15 semanas.
Fonte: Adaptada de McGRATH; UITTO 2010.

A partir do quarto més as camadas papilares e reticular tornam-se distintas, ao
quinto més, as bainhas dos tecidos conjuntivos sdo formadas em torno dos foliculos
pilosos. As fibras elasticas sdo detectaveis com 22 semanas de gestacdo (DEUTSCH;
ESTERLY, 1975).

3.2 Estrias dérmicas

As estrias dérmicas sdo cicatrizes lineares, associadas a atrofia da epiderme, que
se dispdem visivelmente perpendiculares as linhas de tensdo da pele (WEHNER et al.
2014; PARK etal, 2012; NAEIN et al 2016). Embora sua patogénese molecular ndo esteja
totalmente compreendida, evidéncias apontam que as estrias sdo causadas pelo rapido
estiramento da pele devido a gravidez, ganho rapido de peso, por excesso de peso, fases
de répido crescimento, e também causadas por doengas como a Sindrome de Cushing e
pelo uso excessivo de esteroides (WEHNER et al. 2014; LIU L; MA H; LIY, 2014;
GUNGOR et al. 2014; MUSHIN et al, 2013), com suposta predisposicdo genética
demonstrada em patologias como doencas hereditarias do tecido conjuntivo como a
sindrome de Marfan (EL TAIEB; IBRAHIM, 2016) . Essas cicatrizes resultam de uma
combinagdo de fatores genético constitucional, mecénico e hormonal onde o0s
glicocorticoides inibem a atividade e a proliferacdo dos fibroblastos (HERNANDEZ et
al. 2013); sdo mais frequentes em pessoas mais jovens, na adolescéncia e na gravidez,
embora apareca em qualquer fase da vida (HERNANDEZ et al. 2013; WEHNER et al.
2014; KHATER; KHATTAB; ABDELHALEEM, 2016).

As formas macroscopicas das estrias apresentam-se de duas formas: as estrias

vermelhas (Striae rubrae) que é o estagio agudo, sdo as recentes e caracterizadas por
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lesGes inicialmente eritematosas, vermelhas e esticadas (em alguns casos aparentemente
elevadas) e podem ser sintomaticas provocando ardéncia e prurido (ELSAIE et al. 2016);
enguanto que no estagio cronico (striae albae) apresentam-se atréficas, com aspecto
enrugado e hipo ou hiperpigmentada (Ud-DIN; McGEORGE; BAYAT, 2016; SHOKEIR
et al. 2014). Os locais mais comumente afetados séo as mamas, 0s bracgos, o abdoémen, as
nadegas e as coxas (LIU L; MA H; LI1Y, 2014).

Os proteoglicanos (PGs) e glicosaminoglicanas (GAGSs) sdo polissacarideos que,
junto as fibras colagenas e elasticas, promovem a montagem do meio extracelular (XUE;
JACKSON, 2013). Interagem com outros componentes ali presentes governando suas
propriedades fisicas e servindo como um reservatério de pequenas proteinas
biologicamente ativas, como os fatores de crescimento (LINDAHL et al. 2017; XUE;
JACKSON, 2013). Estdo presentes em grande quantidade nos mastocitos, que sdo
geralmente reconhecidos pelos seus granulos (XUE; JACKSON, 2013;
WERNERSSON; PEJLER, 2014).

Nas estrias dérmicas, o exame histopaldgico mostra elastélise da derme e
degranulacgdo dos mastécitos (AL-HIMDANI et al. 2014), e estimulacdo de macrofagos;
também sdo dados evidentes, acdo linfocitica perivascular, aumento de lisaminoglicano,
presenca esporadica de linfocitos e edema na derme, levando a atrofia gradual da
epiderme, incluindo a perda das cristas epiteliais (Ud-DIN; McGEORGE; BAYAT,
2016); a epiderme torna-se adelgacada , com atenuagédo das cristas, com orientacdo dos
feixes de colageno no plano horizontal, com abundantes fibras elésticas aglomeradas
(TAY; KWOK; TAN, 2006) tornando a superficie externa da pele mais profunda

diferenciando-se da pele normal.

Como visto, a pele com estria apresenta alteracBes microestruturais com
diminuicdo da elasticidade, demonstrando-se menos firme em reacdo a uma pele sem
estrias. A pigmentacdo da pele e os valores de dispersdo da luz (espectroscopia de
reflectdncia difusa) foram significativamente menores: menor produgdo de melanina e
estrutura da fibra de colageno alterada na derme, que compromete as propriedades
mecanicas e opticas, embora estas alteracfes ndo paregam afetar a barreira de protecéo
da pele (TAY; KWORK; TAN, 2006; STAMATAS et al. 2015).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wernersson%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24903914
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pejler%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24903914
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Apesar das estrias ndo causarem problemas médicos significativos devemos
considerar o impacto na estética e seu efeito no estado psicolégico das pacientes
(HEXSEL et al. 2014; IBRAHIM et al. 2015; HARMELIN et al. 2016). Vérias
modalidades de tratamento foram propostas, mas nenhuma modalidade de tratamento foi
determinada como “padrdo-ouro”; sendo, portanto, o sucesso do tratamento ainda um
desafio (KIM et al. 2012; IBRAHIM et al. 2015; HARMELIN et al. 2016). E as terapias
para estrias disponiveis estdo voltadas para reducdo das lesbes, com melhorias na

aparéncia com respostas que sao variaveis.

As principais modalidades de tratamento com objetivo de tratar ou prevenir sao
as terapias com aplicacdo de laser, terapia de luz, com aplicacdo de acidos, particulas de
colageno, lipolises a laser, radiofrequéncia e microdermoabrasdo, mas nenhuma destas
terapias contempla a erradicacdo dessas lesdes (Ud-DIN; McGEORGE; BAYAT, 2016;
WEHNER et al. 2014).

E embora existam varios produtos comercializados no mercado, que reivindicam
beneficios para prevencdo e / ou tratamento para estrias, apenas uns nimeros limitados
de agentes topicos foram avaliados em estudos formais (Ud-DIN; McGEORGE;
BAYAT, 2016). Essa revisdao tem como objetivo avaliar as publicacbes de ensaios
clinicos randomizados (ECR) a fim de evidenciar a eficacia terapéutica dos protocolos

utilizados na restauracdo da pele com estrias dérmicas.

3.3 O Cordao Umbilical

3.3.1 Descri¢do anatébmica

O cordao umbilical humano comeca a ser formado a partir do 26° dia, primeiro
més, de gestacdo e tem origem ventralmente do pedinculo embrionario. Tem papel
importante no transporte de nutrientes maternos para o desenvolvimento fetal e serve de
excretas do feto para a mie (MASSUMOTO et al. 2014; KEETH, 2000). E um 6rgéo
helicoidal e quando a termo mede aproximadamente 30-50 cm e pesa 40 g (RAIO;
GHEZZI; NARO, 1999; Di NARO; RAIO; GHEZZI, 2001; MASSUMOTO et al. 2014)
com diametro que varia de 0,8 a 2,0 cm, € revestido pelo amnio e tem uma aparéncia

esbranquicada.
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Constituido externamente pelo epitélio umbilical, que s&o células escamosas
cuboides, com caracteristicas funcionais de queratindcitos e de células-tronco
(SANMANO; MIZOGUCHI; SUGA, 2005; MIKI; LEHMANN; CAI, 2005).

A disposicdo em espiral matem a resisténcia dos vasos as alteracdes de pressoes
permitindo o aumento ou diminuicdo do seu didametro sem que ocorra o colapso,
mantendo o fluxo continuo (CONTRERAS; MORENO; VILLEGAS, 2015).

Varios estudos tém relatado o corddo umbilical humano e a placenta como uma
fonte eticamente ndo controversa de célula tronco mesenquimal (CTM), gerando um
grande interesse na medicina regenerativa (WANG et al. 2014). Todos 0s componentes
do cord@o umbilical apresentam-se na literatura como fonte de células com potencial de
diferenciacdo e regeneracdo de tecidos: a membrana amniotica, que o reveste, tem funcéo
secretora e também apresenta uma camada celular fibroblastica contendo células
mesenguimais que é responsavel pela secrecéo de diferentes tipos de colagenos (GUPTA,;
KEDIG; JAIN, 2015); a Geleia de Wharton, uma substancia homogénea e responsavel
por manter a tensdo do corddo; e os vasos que tem despertado interesse tanto dos
pericitos, células que envolvem a parede vascular, como também por células do

endotélio.
3.3.2 Geleia de Wharton

A Geleia de Wharton é um tecido conjuntivo especializado constituido de
miofibroblastos e matriz extracelular (MEC). Esta € composta principalmente por
proteoglicanos, glicosaminoglicanas e tem o &cido hialuronico que é uma molécula
importante para 0os mecanismos de difusdo e osmose no corddo umbilical sendo o

principal componente (cerca de 70%) da matriz extracelular.

Os miofibroblastos sdo células mesenquimais com caracteristicas de células
musculares lisas e de fibroblastos dispostos na MEC (OLIVEIRA; DUFLOTH;
COELHO, 2014); sdo indicadas como responsaveis pela sintese de componentes da
matriz e do proprio cordao, pela comunicacao celular e pela agdo de “constricdo” ou de
“contensao” da GW (TAKECHI; KUWABARA; MIZUNO, 1993; EYDEN et al. 1994;
NANAEYV et al. 1997; BANKOWSKI; SOBOLEWSKI; PALKA, 2004). Estas células
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estromais, os miofibroblastos, apresentam semelhancas fenotipicas com células

musculares lisas vasculares (EYDEN et al. 1994).
3.3.3 Vasos Umbilicais: Artérias e Veia

Os vasos umbilicais sdo trés: duas artérias, que conduz o sangue da aorta
descendente do feto para a placenta; e uma veia que faz o fluxo inverso, levando o sangue
da placenta para o feto através da veia porta e veia cava inferior. Os vasos do corddo tem
estrutura e funcdo inversa as dos vasos do corpo: o transporte de sangue oxigenado é
realizado pela veia, e a do sangue ndo oxigenado pelas artérias; as artérias do corpo
apresentam uma camada elastica interna e outra camada externa, enquanto as artérias do
corddo ndo possuem camada eléstica interna e a camada externa é descontinua e muito
mais ténue; as veias corporais apresentam apenas a camada elastica externa, a veia
umbilical possui também uma camada eldstica interna. Tanto a veia como as artérias do
corddo umbilical ndo apresentam inervacdo. Os vasos umbilicais sdo envolvidos pela
Geleia de Wharton que esta firmemente revestida pelo amnio. Esses vasos se ramificam
dentro do tecido placentdrio compondo o eixo das vilosidades coribnicas.
(CONTRERAS; MORENO; VILLEGAS, 2015).

3.4 Placenta

Do grego Plakuos,” bolo chato”, com forma discoide de aproximadamente 15-
20 cm de diametros e de 2-3 cm de espessura e é constituida por tecidos fetais derivados
do saco coribnico e por tecidos maternos derivados do endométrio (decidua basal)
(MARTINEZ et al. 2016). O crescimento e a funcdo da placenta séo precisamente
regulados e coordenados para garantir a troca de nutrientes e produtos de residuos entre
0s sistemas circulatorios, além de liberar horménios nas circulagdes materna e fetal que

afetam a gravidez, o metabolismo, o crescimento fetal, e o parto (GUDE et al. 2004).

A porcéo fetal da placenta fica voltada para a cavidade amnidtica, sendo formada
por duas estruturas: a membrana amniotica e a placa coribnica, de onde surgem as
vilosidades coribnicas, suas principais unidades funcionais (GUDE et al. 2004). A porc¢éo

materna constitui em uma bacia de sangue que € fornecida por artérias espiraladas do
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miométrio e drenada por veias maternas (BENIRSCHKE et al. 2012). Na interface Utero-
placenta encontra-se a membrana placentéaria, que é responsavel pela separacdo do sangue
da mée e do concepto. Sua acdo consiste em uma barreira protetora, agindo como isolante
para proteger o embrido de substancias toxicas e micro-organismos infecciosos presentes
no sangue materno, a0 mesmo tempo em que permite a migragdo de nutrientes essenciais
para o desenvolvimento fetal. A membrana placentéria constitui a interface Utero-placenta
e é responsavel pela separacdo do sangue da méde e do concepto, mas que permite a

migracao de nutrientes essenciais para o desenvolvimento fetal (MARTINEZ et al. 2016).
3.4.1 Membrana amniética

A placenta apresenta mais internamente a membrana amniotica (MA), composta
por trés camadas de células: camada epitelial fina, membrana basal e o estroma avascular,
que sdo continuos com a pele do feto através do corddo umbilical. Na membrana
amnidtica sdo encontrados dois tipos de células de origens embrionarias distintas: as
células epiteliais de origem do ectoderma, e as células mesenquimais provenientes do
mesoderma extraembrionario (HOYES, 1975; ENDERS; KING, 1988).

3.4.2 Placa Coribnica

O corion juntamente com o amnio formam a porc¢éo fetal da placenta (GUPTA,
KEDIGE & JAIN, 2015). O @mnio é a membrana mais fina funciona como uma barreira
estrutural em contato com o liquido amniético; enquanto que o corio formado de uma
camada reticular, membrana basal e células do trofoblasto (GUPTA; KEDIGE; JAIN,
2015), € mais espesso, cobre externamente o amnio, é composta por uma cama densa
de fibrilas de colageno e atua como um tampdo imunolégico que previne a degradacéo

do amnio protegendo o feto do sistema imune materno. (VERBRUGGEN et al. 2017).
3.4.3 Vilosidades Corionicas

As vilosidades sdo constituidas por vasos sanguineos, celulas do
sinciciotrofoblasto e matriz extracelular que é rica em glicogénio e glicoproteinas; um
terco da &rea das vilosidades corresponde, em média, a area do sinciciotrofoblasto
(GOMEZ; ROJA; ROJA, 2008).
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Os vasos das vilosidades corionicas séo originados da porc¢éo fetal da placenta
(placa coridnica ou coiro), se ramificam formando um nimero crescente de pequenos
vasos seguindo em uma escala de diferenciacdo. Alguns autores classificam as
vilosidades baseados nas modificacdes da estrutura vascular. CASTEJON et al. (2009),
as classificam em cinco tipos: mesenquimatosa, intermediéria, intermediaria imatura,
intermediaria madura e terminal; que diferem em calibre, estrutura estromal, morfologia
e nimero de vasos sanguineos, e a progressdo destas alteraces ocorrem durante a
evolucdo da gravidez. As que representaram a estrutura de apoio da arvore vascular séo
caracterizadas por uma fibrose densa que ap6s varias geracdes de ramificagdo, elas dardo
origem a vilosidades intermedidrias, das quais surgem a maioria das vilosidades terminais
que irdo constituir a principal unidade funcional para troca. O estroma sofre
transformacdes progressivas ao longo desta via vascular, com reducédo do tecido fibroso,
ocorrendo a transicao das artérias para as arteriolas seguidamente para os plexos capilares.
(HAEUSSNER et al. 2015).

3.5 Células-Tronco (CT)

Células-tronco mesenquimais (CTMs) colhidas a partir dos anexos fetais embora
compartilhem antigenos de superficie comuns com CTMs adultas, sdo consideradas
células jovens e muito mais proliferativas, com propriedade imunossupressora, e
terapeuticamente mais ativas, do que as isoladas a partir de outras fontes de tecidos
adultos que sdo mais velhas como as obtidas da medula 6ssea ou de tecido adiposo
(KATSIANI et al. 2016).

Vérias evidéncias demonstram terem as células-tronco derivadas desta fonte
muitas vantagens em potencial como células transplantaveis para tratamento de varias
doencgas, como doencga hepatica cronica, doencas cardiovasculares, do sistema nervoso,
osteo-articular envolvendo a cartilagem e lesdes ligamentares (LINDENMAIR et al.
2012).

3.5.1 Evolucéo Histdrica

Em 1868, surge pela primeira vez o termo “células tronco” por Ernst Ackel, para
descrever ovulos fertilizados que se tornavam organismos adultos (HAECKEL, 1903
books.google.com). Em 1908, o histologista russo Alexander Maksimov sugere a
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hipotese da existéncia de células-tronco hematopoiéticas (MAKSIMOV; NEREM,;
SAMBANIDS, 1995).

O cultivo de células tem inicio com o trabalho do biélogo e anatomista
americano Ross Granville Harrison, que em 1907, foi o pioneiro no uso de cultura de
células onde ele dissecou o tubo medular de um embrido de sapo e 0 mergulhou em sua
linfa fresca de sapo passando a observar diariamente, para provar que as fibras nervosas
sdo formadas a partir das células nervosas, e assim comecou o isolamento de células pelo
cultivo de tecidos (ALVES et al. 2010).

Em 1924, Maksimov identifica células precursoras dentro do mesenquima da
medula 6ssea, que se desenvolve originando varios tipos celulares, sendo posteriormente
reconhecidas como células-tronco mesenquimais (MAKSIMOV; JAMILL; DAS, 2005)
revolucionando o conhecimento de células-tronco. No final do século XIX, entre varios
outros, os embriologistas alemdes Hans Spermann (1869-1941) e Jacques Loeb (1859-
1924) comecaram a decifrar os segredos da célula-tronco com células de embrides, e em
1930 constatou-se que duas células de um embrido de anfibios ao serem separadas, cada
uma das células foi capaz de gerar um girino normal (SPERMANN; MANGOLD, 1924).

Em 1931, o cirurgido sui¢o Pauk Niehans fez implante de células da paratireoide
do bezerro em paciente acidentalmente paratireoidectomizada (NIEHANS, 2002). Em
1949, apds a Segunda Guerra Mundial, em observacdo dos efeitos sobre a hematopoese
nos individuos expostos a irradia¢fes, deu-se inicio ao conceito de terapia celular com as
experiéncia de Jacobson e cols., em camundongos, onde eram utilizadas células tronco
hematopoiéticas (HSC) na restauracdo de tecidos apOs exposicdo a irradiacdo letal
(JACOBSON; MARKS, 1949).

Experiéncia repetida em 1952 em camundongos, por Lorenz e cols., com
recuperacdo da funcdo hematopoiética apds infusdo de células da medula (THOMAS,
2001). No final de 1950 os transplantes de medula 6ssea eram vistos como algo assustador

pelo alto risco de insucesso com taxas de sobrevida minimas (THOMAS; BLUME, 1999).

Em 1974 o Fred Hutchinson Céancer Center se fez referencia mundial em
transplante de medula 6ssea e em 1979 Thomas relatou que metade dos pacientes com
leucemia submetidos ao transplante se curavam (THOMAS; LOCHTE; LU, 1957). Em

outubro de 1988 foi realizado com sucesso o primeiro transplante de sangue umbilical e
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placentario, no Hospital Saint-Louis, em Paris, por Eliana Glukman, em um garoto de
seis anos de idade, tendo sua irmd como doadora (GLUCKMAN, 2009).

Em 2006 Shinya Yamanaka produz as primeiras células-tronco pluripotentes
induzidas (IPS) na Universidade de Kyoto, o que Ihe concedeu o prémio Nobel de
Medicina em 2012, revolucionando o conhecimento de como 0S organismos se
desenvolvem, com possiveis desenvolvimentos de novos protocolos terapéuticos,

representando um enorme avanco tecnoldgico (YAMANAKA, 2007).

Em 2000, o Ministério da Saude, por meio da Portaria n°® 903/GM criou, no
ambito do Sistema Unico de Salde - SUS, os Bancos de Sangue de Corddo Umbilical e
Placentario - BSCUP (BRASIL 2000). Em 2001 o Instituto Nacional do Cancer — INCA,
inaugurou o primeiro BSCUP brasileiro pablico (BRASIL, 2001). E por meio da Portaria
n® 2.381, de 29 de setembro de 2004, o Ministério da Saude criou a Rede Nacional de
Bancos de Sangue de Corddo umbilical e Placentario para Transplantes de Células-tronco
Hematopoiéticas — Brasil Cord, sob a coordenacédo do INCA (BRASIL, 2004).

No Brasil a Lei da Biosseguranca de 24 de margo de 2005, revoga a Lei n° 8.974,
de 5 de janeiro de 1995, que proibia pesquisa com células-tronco no pais (BRASIL, 2005).
Em 29 de maio de 2008, o Superior Tribunal Federal - STF, em Acdo Direta de
Inconstitucionalidade-ADI 3510, aprovou as pesquisas com células-tronco embrionarias
no Brasil, sendo o primeiro pais da América Latina e 0 26° do mundo a permitir este tipo
de pesquisa, utilizando embrides obtidos por fertilizacdo in vitro congelados ha mais de

trés anos e que serdo descartados apos autorizacao dos pais (BRASIL, 2008).
3.5.2 Definicéo

As células-tronco (CT) séo células que apresentam trés caracteristicas basicas:
sdo indiferenciadas; podem dividir-se ilimitadamente; apos a divisdo cada “célula-filha”
pode manter-se indiferenciada ou tornar-se especializada, referindo-se respectivamente a
replicacéo e diferenciacdo celular (CARVALHO; GOLDENEBERG, 2012). S&o células
que simultaneamente apresentam duas propriedades: primeira propriedade, elas sdo
capazes de proliferar por mitose originando duas células filhas exatamente iguais entre
si e iguais a célula original, enquanto que as outras células do organismo, a proliferacdo

é acompanhada de diferenciacdo originando duas células mais maduras que a original;
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segunda propriedade, é que as CTs quando submetidas aos estimulos adequados, s&o
capazes de originar um ou mais tipos diferentes de células maduras (NARDI, 2007).
Entdo as caracteristicas de uma CT baseiam-se em suas propriedades funcionais de auto
renovacdo e diferenciacdo capaz de originar diferentes linhagens (POTEN; HENDRY,
1985).

De acordo com o tecido de origem, as CTs séo apresentadas em duas categorias:
as células-tronco originadas do embrido que sdo Células-Tronco Embrionérias (CTES) e
as originadas de tecido adulto, apds o nascimento, que sdo as Células-Tronco Adultas
(CTAs) ou também chamadas “células-tronco ndo embriondrias”, e estas duas categoria
de CT exibem diferencas entre si em caracteristicas bioldgicas, na metodologia de
obtencdo e manutencdo, no potencial de aplicagdo terapéutica e nas implicacdes éticas e
legais de sua manipulacdo. Uma grande diferenca entre as CTEs e as CTAs é que as
células-tronco embrionéarias ttm uma capacidade aparentemente ilimitada de expansdo
quando cultivadas em condi¢des adequadas, apds serem isoladas a partir do blastocisto,
passam a proliferar intensamente, gerando grande nimero de novas células; podem ser

congeladas, descongeladas mantendo suas caracteristicas originais (NARDI, 2007).

As CTAs tendem a se diferenciar em linhagens especificas, que dependem do
tipo de célula-tronco, ou sofrem apoptose depois de alguns repiques, as bases bioldgicas
dessas diferencas ndo sdo ainda bem conhecidas (NARDI, 2007). Na verdade, expandir
celulas-tronco adultas in vitro utilizando diferentes tipos de tecidos constitui o objetivo
de muitos projetos de pesquisa.

As células-tronco mesenquimais (CTMs) séo células-tronco adultas de origem
mesodérmica isoladas de varios tecidos conjuntivos como o tecido conjuntivo do corddo
umbilical e da placenta (LI et al. 2017), e segundo o Comité de Células de Tecido
mesenqguimal da Sociedade internacional de terapia celular ( do inglés - Mesenchymal and
Tissue Stem Committe off the International Society for Cellular Therapy), os critérios
minimos para definicdo de uma CTM s&o: aderéncia ao plastico quando em cultivo
padronizado; expressar ou ndo expressar certos marcadores, antigeno de superficie
(DOMINICI et al. 2006, ENGEL et al. 2015), que segundo JAHAN-TIGH et al. (2012),
0s marcadores ou antigenos de superficie, sdo glicoproteinas denominadas

Conglomerados de Diferenciacdo (CD - Cluster off Differentiation); n&o expressar as
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moléculas de superficie HLA-DR (Antigeno Leucocitario Humano tipo D subtipo R)
(AVINASH, MALAIPPAN, DOORAISWAMY, 2017); devem diferenciar-se in vitro

em: ostedcitos, condrocitos e adipocitos (Tabela 2).

Tabela 2 - Sumario de Critérios de Identificagdo de CTMs.

1  Adesdo ao plastico da superficie do cultivo
2  Fenotipo: Positive (>95% da pop de cel.)  Negative ( <2% da pop de cel.)

CD105 CD45

CD73 CD34

CD90 CD14 ou CD11b
CD79 o ou CD19
HLA-DR

3 Diferenciacdo in vitro em: osteoblastos, condroblastos e adipdcitos (demonstrado pela
coloragdo da cultura celular in vitro)
Fonte: DOMINICI, 2006.

3.5.3 Classificacao

As células-tronco sdo classificadas quanto a sua origem e quanto a plasticidade.
As CTEs sdo celulas originadas da massa interna do blastocisto que podem proliferar
indefinidamente e manter a caracteristica de pluripotencia, com risco de formacdo de
tumores (STOLTZ et al. 2015; KATSIANI et al. 2016). E células-tronco adultas séo
células encontradas em nichos de varios tecidos do organismo adulto, a exemplo sdo as
células do corddo umbilical, membrana amnidtica, placenta, medula éssea, foliculo
piloso, perivascular, tecido adiposo, sangue menstrual e polpa dentéria, que sdo
multipotentes com menor capacidade de proliferagdo quando comparadas as embrionarias
com possibilidade remota de formacdo de tumores (CARVALHO; GOLDENEBERG,
2012; Ll et al. 2017).

Quanto a plasticidade as células-troncos sdo totipotentes que sdo células que
podem originar qualquer tecido, incluindo os anexos embrionarios, portanto podem
originar um ser adulto; séo celulas que constituem o zigoto, na mérula, que é um grupo
de 32 células formadas nas primeiras 72 horas apds fecundagdo do dvulo, sem
diferenciacdo tecido-especifica (CARVALHO; GOLDENEBERG, 2012; CONDIC,
2014).

As células-tronco pluripotentes, células-tronco embrionérias do blastocisto, sdo

células com potencial de se diferenciar em qualquer célula dos trés folhetos germinativos:
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endoderma, mesoderma e ectoderma, originando qualquer tecido do organismo, mas néo
desenvolve um ser adulto por ndo originar tecido extraembrionario, ou seja, anexos
embrionarios (ALBERT et al. 2004). E as células multipotentes possuem capacidade de
diferenciacdo limitada ao seu tecido de origem e sdo distribuidas pelo organismo em
nichos, tendo como principal fungdo manter a homeostase dos tecidos seguindo os limites
de regeneragdo por perda ou envelhecimento, sdo exemplos as células tronco adultas
hematopoiéticas, mesenquimais e neurais (BLANPAIN; FUCHS, 2014)

Em sintese, de acordo com a origem e grau de poténcia de plasticidade, as CT
sdo reconhecidas como: CT embrionarias originadas do embrido que de acordo com a
fase de desenvolvimento celular séo classificadas em células tronco totipotentes: células
originadas da morula; e células tronco pluripotentes: células originadas do Blastocisto.
As CT adultas sao originadas de tecidos apds o nascimento, sdo células multipotentes: as
CT hematopoiéticas, encontradas no sangue do cordao umbilical e medula 6ssea; e as CT
mesenquimais que sdo encontradas no tecido conjuntivo, mas ndo no tecido
hematopoiético, e as mais estudadas sdo as células do tecido adiposo, dos anexos fetais,
e da polpa dentaria. Portanto as células a serem estudas provenientes do corddo umbilical

e da placenta humana sdo células com grau de plasticidade de células multipotentes.

Porem, embora as células-tronco mesenquimais do corddo e da placenta sejam
multipotentes como as células-tronco mesenquimais adultas, por serem mais jovens
apresentam vantagens por serem mais propensas a maior potencial proliferativo e maior
capacidade de diferenciacdo (KATSIANI et al. 2016).

3.6 Medicina Regenerativa

A medicina regenerativa, também relatada como terapia celular, define técnicas
de procedimentos com o objetivo de restabelecer a estrutura e a fungdo de um tecido
lesionado por traumas, doencas degenerativas, ou por outro tipo de agressdes aos tecidos
do corpo, como também pelo envelhecimento tecidual, utilizando células isoladas de
outros tecidos com caracteristicas especificas, chamadas de células tronco E pressupde
que, células-tronco originadas de diferentes tecidos possam ter diferentes caracteristicas
e, consequentemente, indicacOes terapéuticas especificas também diferentes (ALVES et
al. 2010).
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O avanco das pesquisas nas ultimas décadas com células-tronco tem impactado
a Medicina Regenerativa tanto no conhecimento cientifico quanto no interesse da
comunidade leiga, trazendo esperancas para tratamento de um grande numero de doengas
sem opcoes terapéuticas até o momento, com crescente producdo cientifica e novas
descobertas. O enfrentamento de todos estes desafios a terapia celular vem cada vez mais
sendo incorporada a pratica médica no Brasil, o0 Ministério da Saude resolveu investir
recursos em Centros de Tecnologia Celular cujo objetivo principal é produzir células-
tronco que poderdo vir a ser utilizadas na clinica em restauracdo de tecidos
(MASSUMOTO et al. 2014; CARVALHO; GOLDENEBERG, 2012).

Desde o inicio do século XX vem sendo descrito o potencial terapéutico das
membranas amnidticas e coribnicas em transplantes de pele (DAVIS, 1910; FAULK et
al. 1980; SUBRAHMANYAM, 1995; WARD et al. 1989; GOMES et al. 2005; GRUSS;
JIRSCH, 1978) em tratamento de queimados, Ulceras crénicas nos membros inferiores e
na reconstrucdo de superficie ocular com possiveis efeitos no sistema imune celular, na
inibicdo do crescimento bacteriano (TALM et al. 1991) e estimulo & angiogenese (AKLE
et al. 1981), porém sem um mecanismo claramente elucidado dos fatos (TSENG et al.
1998). E como a formacdo dos tecidos extraembrionarios: placenta, membranas
amniGticas e corddo umbilical ocorre no inicio do desenvolvimento embrionério, é
possivel que dentre as células desses tecidos, residam populacdes de células tronco com
maior capacidade de diferenciacdo que as células adultas, e ainda oferecendo vantagens
pela facil obtencdo dos tecidos ndo sendo necessario procedimentos invasivos. Além
disso, sao tecidos de fonte de células tronco que irdo ser descartados no pds-parto, e por
isso ndo envolvem questdes éticas (CAN; KARAMUSEYINOGLU, 2007).

KATSIANI et al. (2016), relata que as células tronco mesenquimais do corddo e
da placenta sdo multipotentes como as células-tronco mesenquimais adultas, mas por
serem mais jovens apresentam vantagens por serem mais propensas a maior potencial

proliferativo e maior capacidade de diferenciagéo.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Avaliacao dos protocolos para tratamento de estrias da pele

4.1.1 Busca nas bases de dados

O periodo de acesso as bases de dados foi de junho a julho de 2017. Houve
restricdo em relacdo ao periodo temporal de realizacdo dos estudos alvo da revisdo, sendo
consideradas as pesquisas dos Ultimos cinco anos. Para o desenho de estudo foram
considerados apenas 0s ensaios clinicos randomizados (ECR), com restricdo de
intervencdo em humanos. As estratégias de identificacdo e selecdo de estudos foram
determinadas conforme as recomendac6es atuais das bases dados selecionados: Medical
Literature and Retrivial System on Line (MEDLINE/PubMed®), via National Library of
Medicine, com consulta do Medical Subject Headings (MeSH); Bases de dados de

Literatura Latino-americana de Ciéncias da saude (LILACS); e Cochrane library.

As buscas utilizaram o portal de periddicos da Coordenacéo de Aperfeicoamento
de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) em area com Internet Protocol (IP) e através do
Programa de Comutacdo Bibliografica (Comut) por intermédio da Biblioteca Central da
Universidade Federal do Piaui (UFPI).

Para construcdo da questdo de pesquisa e elaboracdo da estratégia de busca,

utilizou-se a metodologia Problem, Intervention, Comparison, Out come (PICO).

Delimitou-se como questdo: “Quais os protocolos para tratamento de estrias da

pele com eficacia de reversdao?”.

Para a busca especifica nas bases de dados foram utilizadas combinacGes entre
descritores e palavras-chave, referentes a tais descritores, por meio do operador booleano
“OR”. Para a combinagdo das expressoes de busca referentes ao problema, interesse e

contexto, foi utilizado o operador booleano “AND”".

Os descritores utilizados na lingua portuguesa: estrias brancas da pele,
tratamento de estrias dermicas, protocolo de tratamento; na lingua inglesa: white striae

skin, striae distensae, striae distensae dermal, treatment of stretch marks, protocol of
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stretches, stretch marks, striae distensae, , striae rubra, striae alba, lineae striae; na

lingua espanhola: ranuras blanco de la piel.

Os critérios de inclusdo para selecdo dos artigos foram: a) estudo primario
clinicos randomizados de tratamento de estrias brancas e/ou rubras em humanos
publicados nos ultimos 5 anos, com ou sem cegamento, disponivel em texto completo; b)
presenca de avaliacdo de intervengdo terapéutica, com resultados das intervencdes
registrados por avaliadores e satisfacdo dos pacientes; c) publicagdes nos idiomas

portugués, inglés ou espanhol.

Critérios de exclusdo: por dualidade, estudos publicados em teses, dissertacGes,
documentos do governo, relatérios técnicos, artigos de jornal, cartas ao editor,

comunicados de imprensa e artigos de revisao.
A selecdo dos artigos nas bases de dados:

e Primeira fase: Identificacdo dos artigos de interesse pela leitura do titulo
e resumo;

e Segunda fase: Leitura do texto completo dos artigos selecionados na
primeira fase. A leitura dos artigos foi realizada por dois autores e
revisada para garantir os critérios de elegibilidade.

e Terceira fase: Consolidacdo da selecdo dos artigos selecionados;

e As informacgBes coletadas incluiam: autores, desenho de estudo,
populacdo e tamanho da amostra, protocolo de tratamento e resultados
avaliados para cada procedimento, o periodo do estudo e avaliacdo das
fragilidades metodoldgicas dos estudos selecionados.

A avaliacdo dos dados de cada estudo foi realizada descritivamente, permitindo
melhor caracterizacdo dos protocolos adotados e avaliagdo da aplicabilidade pratica dos
desenhos metodologicos encontrados. Os resultados da anélise substancial de cada artigo
selecionado, para caracterizagdo e extracdo das informacGes abordadas, foram

sintetizados em gréaficos e tabelas.
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4.2 Obtencdo de células tronco a partir da Geleia de Wharton e da Placenta

humana

4.2.1 Delineamento do Estudo Experimental

Este foi um estudo primario, experimental, analitico, ndo controlado,

aleatorizado e de centro Unico.
4.2.2 Meio de Cultivo Celular

Utilizou-se o meio de cultivo basal Dulbecco’s Modified Eagle’s (DMEM/F12)
pH 7.4, high glucose, sodium pyruvate, phenol red (SIGMA®, St Louis, MO, USA),
suplementado com 20% de soro fetal bovino (GIBCO®, Grand Island, NY, USA), 1% de
penicilina (100UI/mL) e estreptomicina (100ug/mL) (SIGMA®, St Louis, MO, USA),
1% de L-glutamina (2uM) (GIBCO®, Grand Island, NY, USA), 1% de aminoacidos ndo
essenciais (GIBCO®, Grand Island, NY, USA), 0,001% de B-mercaptoetanol (55mM)
(SIGMA®, St Louis, MO, USA) e 5,96g de solucdo tamponante HEPES (4-(2-
hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid) (SIGMA®, St Louis, MO, USA),
aquecidos a 37°C. Para lavagem do material biolégico foi utilizado seringa de 20 ml,
Tampédo Fosfato Salino (PBS; do inglés Phosphate Buffered Saline) LGC
Biotecnologia®. Para o congelamento celular, utilizou-se meio de cultivo basal
suplementado com 40% de soro fetal bovino, solucdo tamponante HEPES e 10% de
dimetilsulféxido (SIGMA®, St Louis, MO, USA) resfriados a 4°C e manipulados em

camara escura.

4.2.3 Etica da pesquisa

O presente estudo foi aprovado pelo comité de ética (CEP) da UFPI, parecer N°
2.007.325 de 07/042017 (ANEXO 1) obedecendo a Resolucdo 466/2012, e autorizado
pela Comissdo de Etica na Pesquisa da MDER (ANEXO) contemplando os aspectos

éticos da pesquisa cientifica com seres humanos.

Antes do parto, a doadora foi devidamente informada e questionada quanto a
possibilidade de doagdo do corddao umbilical e da placenta, esclarecida quanto a sua

participacdo na pesquisa, informada da importancia desta doacdo e a concordancia da
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participacdo no estudo foi previamente concedida pela participante por meio da assinatura
do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (APENDICE 1). O experimento
foi executado nas dependéncias do Ndcleo Integrado de Morfologia e Pesquisa com
Células-Tronco (NUPCelt/CCA/UFPI).

4.2.4 Amostra

Foram coletados de uma Unica paciente segmento do corddo umbilical: Geleia
de Warthon; e da placenta humana: Placa Coribnica e Vilosidade Coridnica.

4.25 Selecdo da Paciente

4.2.5.1 Critério de inclusao

Gestantes com idade entre 18 e 35 anos em idade gestacional ndo inferior a 37
semanas, membranas integras, exames pré-natais completo que comprovem auséncia de
doencas notificadas.

4.2.6 Coleta do material biologico dos anexos fetais

O material bioldgico coletado foi composto de segmentos do corddo umbilical,
da placa coribnica e das vilosidades coridnicas da placenta como mostrado na Figura 4 e

Figura 5

A retirada dos segmentos do material de interesse ocorreu imediatamente ap6s o
parto, em ambiente estéril, adotando as boas préaticas para evitar contaminacdo. Foram
retirados aproximadamente 20 cm do corddo umbilical; 3 cm da placa coridnica e 3 cm
da vilosidade corionica e o restante dos anexos fetais, corddo umbilical e placenta, foram
descartados de acordo com procedimento adotada pela maternidade para descartes de

residuos biolégicos.

Os materiais selecionados foram lavados, com auxilio de seringa de 20 ml,
utilizando Tampédo Fosfato Salino (PBS; do inglés Phosphate Buffered Saline) LGC
Biotecnologia®, para remogdo de células sanguineas e residuos, e acondicionados
separadamente em reservatorios estéreis contendo meio de cultura contendo 74% de
Dulbecco’s Modified Eagle’s - DMEM/F12 (Gibco®); 20% de SFB (Gibco®); 5% de
antibiotico LGC (Biotecnologia® - Penicilina/Estreptomicina 5.000 U/ml) e 1% de
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aminoacidos ndo-essenciais-MEM NEAA (Gibco®), devidamente identificados, foram

acondicionados em caixa térmica refrigerada e transportados ao NUPCelt/UFPI.

Os explantes originados da Geleia de Wharton foram facilmente removidos do
interior do segmento do corddo umbilical humano, e os explantes dos segmentos da
Placenta (Placa Coridnica e Vilosidade Coridnica) foram retirados com auxilio de

instrumento cirdrgico estéril em sistema de fluxo (Figura 5).

Figura 4 - Corddo umbilical e a placenta de humano.

Legenda: Demonstragdo do corddo umbilical (+) e da placenta () de humano apo6s parto.
Foto: SOARES, 2018.

Figura 5 - Coleta de fragmento de placenta humana.

Legenda: A - Membrana Amnidtica; B - D: Placa Coridnica; E - Vilosidade Corionica; F - Placenta desprezada; G -
Seguimento de VC acondicionado em meio de transporte.
Foto: SOARES, 2018.
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4.2.7 lIsolamento, expanséo e caracterizacéo celular

4.2.7.1 Preparo dos explantes e expansao das células

Em ambiente estéril de fluxo laminar (VECO, FUH 12), os materiais foram
separadamente transferidos para placas de Petri estéril contendo meio de cultivo a fim
triturar o material em fragmentos menores, utilizando instrumentos cirurgicos (pincas de
disseccdo, tesouras e ldminas de bisturi), obtendo um material triturado da placa coridnica
e da vilosidade coridnica, denominados explantes (Figura 6).

A geleia de Wharton foi retirada do corddo umbilical através de uma incisdo

longitudinal em toda sua extensdo usando tesoura, e com pinga hemostética (Figura 8).

Utilizando pipeta de Pasteur de 3ml, os explantes foram transportados para tubos
de Falcon de 15ml e centrifugados (centrifuga modelo 280R, Excelsa®) a 20°C/1000rpm
por 10 minutos e o pellet foi ressuspenso em meio de cultivo e em seguida semeados
individualmente em garrafas de cultivo de 25cm? (NEST®, Nest Biotechnology Co.,
Ltda.), contendo meio de crescimento celular suplementado com 77% de meio
DMEM/F12 (1;1) (1X) Gibco® suplementado com 20% de SFB Gibco®; 1% de
antibiético LGC Biotecnologia®, Penicilina/Estreptomicina 5.000 U/ml; 1% de
aminoécidos ndo-essenciais Gibco® MEM NEAA (100X), e 1% de glutamina (L-
glutamine 200mM (100X) Gibco®).

As garrafas com os explantes, em meio de cultura, foram cultivadas em estufa
de cultura de célula (TECNAL TE-399®), a 5% de CO, 37°C e 95% de umidade, dando
inicio ao processo de desprendimento celular dos explantes e a aderéncia celular a
superficie da garrafa em cultivo. As trocas do meio de cultivo foram realizadas de acordo
com o processo do metabolismo celular, monitorado pela alteracdo da cor do meio de
cultivo, sensivel a mudangas de pH, e observacao da cultura de células em microscopio

invertido, até as células atingissem 80% de confluéncia (Figura 7).



49

Figura 6 - Preparo os explantes.

Legenda: A: Fragmentando segmento de PC; B: Garrafa de cultivo em Microscopio invertido;

C: Meio de cultivo e suplementos; D: Fragmento da placenta e do corddo umbilical humano (seta),
mesmo dia apds parto na MDER no dia da coleta.

Foto: SOARES, 2018.

Figura 7 - Garrafas em cultivo de células tronco observada no Microscopio invertido

Legenda: A — Avaliacdo da garrafa em microscdpio invertido; B — Alteragdo do meio de cultivo,
com maior alteragdo no cultivo de GW; C — Garrafa em cultivo em P1, ap6s troca do meio.
Fonte: SOARES, 2018.

Ap0s atingirem esta confluéncia de 80% como mostra a Figura 8 as células foram
desprendidas da superficie de aderéncia do cultivo utilizando o processo de tripsinizacao,

0 qual foi iniciado desprezando o meio de cultivo e submetidas a duas lavagem
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subsequentes com solugéo salino-fosfato tamponante (PBS — Phosphate Buffered Saline)
LGC Biotecnologia®; em seguida, adicionado 2ml de tripsina (Gibco® by Life
Technologies™, 0,25% Trypsin —EDTA (1X) 500 ml) e incubadas por 6 minutos em
estufa a 5% de CO», 37°C, e 95% de umidade. Transcorrido esse periodo, o material foi
visualizado, em microscépio invertido, para confirmar o desprendimento celular, em
seguida, em cada garrafa foi adicionado 4 ml de meio de cultivo DMEM/F12
suplementado para inativar a tripsina e o contetdo transferido tubo de Falcon de 15 ml e
centrifugados (centrifuga modelo 280R, Excelsa®) a 20°C/1000 rpm por 10 minutos,
ressuspenso o pellet em 2ml de meio de cultivo DMEM/F12 e em seguido, repicadas 1ml
em cada garrafa de cultivo de 25cm? (NEST®, Nest Biotechnology Co., Ltda.),
completando com 1ml do referido meio em cada garrafa, e foram repetido o processo

tripsinizacdo, repique e caracterizagcdo em microscopio invertido até a quinta passagem.

Figura 8 - Confluéncia celular

Legenda: A — Avaliacdo da garrafa em microscépio invertido; B — Confluéncia celular de 80%.
Foto: SOARES, 2018.

4.2.7.2 Ensaio de unidade formadora de coldnia fibroblastoide (UFC-F)

As garrafas de cultivo, com suas respectivas amostras, foram monitoradas
diariamente para avaliar o potencial para presenca de células-tronco mesenquimais,
identificando a formacdo de UFC-Fs. A troca do meio DMEM/F12 suplementado foi
efetuada a cada 72 horas. A primeira troca do meio DMEM/F12 suplementado foi
efetuada com seis dias de cultivo.

Quando observado células com formagéo de coldnias no cultivo, as garrafas

foram lavadas com solucdo de PBS estéril e fixada com 1 ml de paraformaldeido
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tamponado a 10% durante 30 minutos e avaliadas em microscopio invertido, na objetiva

de 40x, 100x , 200x e 400x, para analise da morfologia e a organizacéo celular.

4.2.7.3 Ensaio de cinética celular sob curva de crescimento por exclusédo

A capacidade de expanséo e replicacdo de cada cultivo foi avaliada por meio da
curva de crescimento celular, avaliando concentracdo e viabilidade celular.

As células foram plaqueadas em placas de 12 pocos (NEST®, Nest
Biotechnology Co., Ltda.) numa concentragdo de 1,5 X 10* em P3 (terceira passagem)
em seguida foram incubadas em estufa de CO2 a 5%, 37°C e 95% de umidade. A troca

do meio foi realizada a cada dois dias, mantidas por nove dias de cultivo, (Figura 9).

Figura 9 - Avaliagdo da cinética celular

Legenda: Cultivo celular em placas de 12 pogos para avaliar
a cinética celular pela curva de crescimento em triplicata.
Foto: SOARES, 2018.

A concentracdo e a viabilidade celular foi determinada utilizando o método de
exclusdo, com o corante Azul de Trypan. A cada 24 as células eram tripsinizada, e
ressuspensas em 1 ml de meio basal, em tubo Falcon de 15 ml, de onde retirou-se uma
aliquota de 10ul da suspenséo celular e transferida para placa de 96 pogos. Aos diferentes
tipos de cultivos, foi adicionado 10ul de solucdo de Azul de Trypan. A solugédo foi
homogeneizada, mantida em repouso por cinco minutos. Desta solugdo, uma aliquota de
10ul foi transferida para camera de Neubauer para determinacgéo da concentracao celular.
As células foram observadas em microscépio invertido (Coleman Nib-100®), objetiva
10x, contando-se 0 numero total de células ndo coradas caracterizando a membrana

celular integra (célula viva), e coradas em azul, caracterizando ruptura de membrana



52

celular rompida (célula morta), em quatro quadrantes da cdmara, calculando a

concentracdo celular conforme férmula abaixo:

n°decél _ n°total de cél.contadas (vivas + mortas)x fator de diluigdo x 10

mL Numero de quadrantes contatos

A viabilidade das células foi determinada pela relagdo entre a quantidade de
células ndo coradas (vivas) pelo total de células contadas: células coradas (mortas) e

células ndo coradas (vivas), multiplicado por 100:

n° total de células coradas (vivas

100

Viabilidade celular = - -
n° total de células contadas (vivas + mortas)

4.2.7.4 Ensaios de diferenciacao celular

4.2.7.4.1 Descrigdo da técnica

Para a inducéo de diferenciacdo celular foram utilizadas células da GW e da PC
em quarta passagem, utilizaram-se os Kits de diferenciacdo StemPro® osteogénico,
adipogénico e condrogénico, sob metodologia de triplicata, obedecendo aos protocolos
do fabricante. As células foram entdo observadas e fotografadas em microscépio invertido
(Coleman Nib-100®) em objetivas de 40x, 100x, 200x e 400x. Para cada tipo de célula

foi realizado cultivo para controle, submetidas a diferenciacéo e coloracao.
4.2.7.4.2 Diferenciacdo Osteogénica

Tanto para a GW como para a PC as células foram semeadas 5 x 10* células/ml
em cada poco de cultivo celular em placas de 24 pogos (7x10* cells/cm2) (TPP®,
Trasadingen, Suica), contendo meio DMEM/F12 suplementado e mantidas sob
incubacdo, apos as 72h as culturas atingiram confluéncia de 80%, e 0 meio basal foi
substituido pelo meio de inducéo osteogénica Stempro® Osteogenesis Differentiation Kit
(Gibico®), as células foram mantidas sob incubacéo por 15 dias. O meio de diferenciacado
foi trocado convencionalmente a cada 3 dias e a morfologia celular avaliada
periodicamente em microscopio invertido (Coleman Nib-100®). Ap6s 15 dias, a cultura
celular foi lavada com PBS duas vezes, e fixada com paraformaldeido a 10% durante 15
minutos. Em seguida, a solu¢do de formol foi removida e o poco lavado com &gua

destilada. A cultura foi entdo coberta com solucdo de Alizarin Red (Sigma-Aldrich®) e



53

mantida por 30 minutos em ambiente sem luz. O corante foi removido e 0 pogo de cultivo

lavado sequencialmente duas vezes com agua destilada.
4.2.7.4.3 Adipogénica

Para a GW as células foram semeadas em concentragdo de 5 x 10° células/ml e
para a PC as células foram semeadas em concentragdo de 5 x 10* células/ml células por
poco em cada pogo de cultivo celular em placas de 24 pogos (7x10* cells/cm2) (TPP®),
contendo meio DMEM/F12 suplementado e mantidas sob incubacdo, apds as 72h as
culturas atingiram confluéncia de 80%, e o meio basal foi substituido pelo meio de
inducdo, contendo meio basal suplementado e mantidas sob incubacgéo. Apos obtencédo de
confluéncia celular de 80%, o meio basal foi substituido pelo meio de diferenciacéo
adipogénica Stempro® Adipogenesis Differentiation Kit (Gibico®), e a cultura mantida
sob incubacdo por 14 dias. O meio de cultivo foi substituido a cada trés dias e as células
avaliadas periodicamente. No décimo quinto dia o meio de indugdo foi descartado e os
pocos lavados duas vezes com d&gua destilada. A cultura foi entdo fixada com
paraformaldeido a 10% por 15 minutos, em seguida lavada duas vezes com PBS.
Adicionou-se ao poco solucdo de coloracdo Oil Red e as células mantidas em repouso, a
temperatura ambiente, por 20 minutos. A solugéo de coloragéo foi entdo descartada e o

poco lavado duas vezes com agua destilada duas vezes.
4.2.7.4.4 Condrogénica

Para a GW e para PC as células foram semeadas na concentragéo de 2,5 x 10*
células/mL por poco em placa de cultivo de 96 pocos (TPP®, Trasadingen, Suica)
contendo meio DMEM/F12 suplementado e foram mantidas sob incubacéo por 21 dias,
trocando-se 0 meio a cada 72 horas. Apos obter-se confluéncia celular de 80%, o meio
foi substituido por meio de inducdo condrogénica Stempro® Conogenesis Differentiation
Kit (Gibico®). A cada trés dias as células eram avaliadas e efetuava-se a substitui¢cdo do
meio de cultivo de diferenciagdo. Aos 21 dias 0 meio de inducdo foi descartado e as
células lavadas com PBS. A cultura foi fixada com paraformaldeido a 10% durante 15
minutos a temperatura ambiente, sendo lavada, em seguida, com &gua destilada. As

células foram entéo cobertas com um mililitro de solucéo de Alcian Blue e mantidas em
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ambiente com protecdo da luz, overnight. Apos este periodo. A solucéo de coloracgéo foi

descartada e a cultura lavada duas vezes com agua destilada.

4.2.7.5 Citometria de fluxo

A analise das células de GW pela citometria de fluxo foi realizada na segunda
passagem, e para andlises das células da PC foi utilizada células em cultivo na quarta
passagem que estavam mantidas em expansdo. As garrafas de cada cultivo foram
tripsinizada de forma usual. O pellet de cada cultivo resultante foi ressuspenso em 1 ml
de PBS e centrifugados por 10 minutos a 1500 rpm, desprezado o sobrenadante e em
seguida avaliado quanto a concentracdo e viabilidade das células de cada tubo
correspondente ao cultivo. Em tubos Falcon de 15 ml, na concentragéo de 5,3 x 10°
celulas, foi adicionado 200 pl de DBPS — BSA (FACS - Separador Celular Ativado por
Fluorescéncia) e centrifugados por 10 minutos a 1500rpm; o sobrenadante foi desprezado
e acrescentado 200 ul de DBPS — BSA (FACS) em cada tubo contendo as células, em
seguida este conteudo foi distribuido em 4 micro tubos (50 pl/crio tubo) para cada amostra
estudada (GW e PC): 2 micro tubos com células ndo marcadas e 2 micro tubos com
células marcados com 2 pl de cada anticorpo anti: CD45, CD14, CD90 e CD105 CD34

(Abcam®) com seus fluorocromos correspondentes a Tabela 3.

Tabela 3 - Marcadores celular e os respectivos fluorocromos

Anticorpo Fluorocromo

Anti-CD 14 FITC  (lIsotiocianato de fluoresceina)/ Verde

Anti-CD 90 APC (Allophycocyanin) / Vermelho

Anti-CD 105 PE (Phycoerythrin) / Amarelo

Anti-CD 45 PE (Phycoerythrin) /Amarelo

Anti-CD 34 PerPC  (Peridinin-chlorophyll-protein complex) / Vermelho

Fonte: SOARES, 2018.

Em seguida os micro tubos marcados com os anticorpos foram mantidos em
estufa imida a 5% de CO2 37°C e 95% de umidade por 30 minutos e posteriormente
enviados para analise em citdmetro de fluxo FACS Canto Il (Becton Dickinson). O
equipamento foi ajustado com tubo contendo células ndo marcadas para as condicdes de
analise de tamanho (FSC) e complexidade (SSC) celular. Para cada amostra foram
adquiridos em torno de 10.000 eventos, e a analise dos dados foi realizada com auxilio

do software FACS Diva versdo 6.0 (Becton Dickinson).
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4.2.8 Criopreservagao

As células provenientes da GW do corddo umbilical e da PC da placenta de
humana presentes nas garrafas restantes foram crio preservadas nas passagens P2, P3e
P4; para isso, foram submetidas a tripsinizacdo (Tripsina/EDTA a 0,25% (Invitrogen
Corporation®)), e os pellets foram identificados e suspensos, individualmente, em meio
para congelamento celular. As células foram acondicionadas em criotubos identificados
contendo 1,8 ml de meio para congelamento de células composto por 45% de DMEM-
F12 (Invitrogen Corprration®), 45% de Soro Fetal Bovino (Invitrogen Corprration®), e
10% de DMSO (dimetilssulféxido (Sigma®)) resfriado a 4°C com protecdo da luz, numa
concentracdo de 1X108 células /ml/crio tubo, em seguida acondicionados em freezer a -
80°C, por overnight e, posteriormente, transferidos para botijao com nitrogénio liquido (-
96°C) (Figura 10).

Figura 10 - Congelamento de células tronco em nitrogénio liquido

Legenda: A: Células em crio tubos com meio de congelamento ; B: Mister froster com crio tubos ; C: “racks” dos
botijdes com nitrogénio liquido; D: C; E: Botijoes com nitrogénio liquido semifechado.
Foto: SOARES, 2018.

4.3 Estatistica
4.3.1 Analise aplicada aos protocolos de estrias

Os agrupamentos hierdrquicos por sequéncias mais similares dos ensaios
clinicos randomizados selecionados e os resultados dos respectivos protocolos utilizados
nestes estudos para o tratamento de estrias dérmicas, foram obtidos pelos métodos de
UPGMA (Unweighted Pair-Group Method Using an Arithmetic Average) a partir de

distancias de dissimilaridade obtidas pelo algoritmo de Gower, expresso por:
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P _LWijk.Sijk

Sij = >
v Wijk

em que: K ¢ o nimero de variaveis (k = 1, 2,...; p=numero total de caracteristicas
avaliadas); i e j, dois trabalhos quaisquer; Wijk é um peso dada a comparacdo ijk,
atribuindo valor 1 para comparacGes validas e valor 0 para comparagdes invalidas
(quando o valor da variavel esta ausente); Sijk é a contribuicdo da varidavel k na
similaridade entre os trabalhos i e j, possuindo valores entre 0 e 1. Para uma variavel
nominal, se o valor da variavel k € a mesma para ambos os trabalhos, i e j, entdo Sijk = 1,
caso contrario, € igual a 0.

A avaliacdo da existéncia de possiveis distor¢cGes ocasionadas no agrupamento
foi realizada com a interpretacdo do coeficiente de correlacdo existente entre a matriz de
distancias (dissemelhanca) entre os trabalhos (X) e a matriz cofenética obtida a partir da

andlise de agrupamento (T), chamado Coeficiente de Correlacdo Cofenética (c).

O coeficiente é descrito conforme a seguinte expressao:

Qi<j(xqpy — )t — ©)

\/ [ZicjCap — 02][Bicj ey — 2]

em que X (i, j) = | Xi - X] |, a distancia euclidiana normal entre as observacdes i e
e t (i, j) = a disténcia dendrogramatica entre os pontos do modelo Ti e Tj.

4.3.2 Andlise estatistica aplicada a caracterizacao celular

Os dados foram submetidos aos testes de normalidade de Shapiro-Wilk. Em

seguida foram submetidos a anélise de variancia (ANOVA) segundo o modelo a seguir:

Yiik =+ a;+ B+ (af )i + €iji

Onde: Y;j, € a reposta esperada na varavel dependente ( nimero de células); u € a média
da populacéo das células; «; é o efeito inerente as células i (células da Geleia de Warthon
g da Placa Corlﬁnlca}); pB;j: € o efeito mgrente ao tempo j (dias); (apf );: é_o efeito da
interacdo entre os dois fatores (tempo e tipo de células); €;;x: € o erro aleatério.
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Conforme o modelo, os dados foram coletados segundo um delineamento
inteiramente casualizado em esquema fatorial 2x8, sendo dois tipos de células e oito dias

como tempo para avalar o crescimento das mesmas.

As caracteristicas foram comparadas entre si utilizando o teste de média de Tukey
(P < 0,05). As analises foram processadas utilizando o software R verséo 3.4.2.
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5 RESULTADOS
5.1 Avaliacdo dos protocolos para tratamento de estrias da pele

Foram encontrados 122 artigos. Por critérios de inclusdo e exclusdo foram
selecionados 14 ensaios clinicos radomizados (ECRs). De um total de 122 artigos 69
foram selecionados por néo ter dualidade, e destes artigos encontrados na pesquisa foram
excluidos 42 por tratar-se de protocolos de prevencdo de estrias; e excluidos 11 artigos
por estarem fora do contexto. Foram avaliados para elegibilidade 16 artigos, e destes 2
ndo abriram o texto completo e ndo conseguimos confirmar se eram verdadeiros ECRs;
resultando entdo em 14 ECRs selecionados, publicados no periodo de 2013 a 2017 com
um total de 354 pacientes. A Figura 11 apresenta os resultados da pesquisa nas respectivas

bases de dados.

A Tabela 4 apresenta as informac6es detalhadas de cada artigo de acordo com a
referéncia, o desenho de estudo, a populagéo de pacientes, o protocolo de tratamento e 0s

respectivos resultados.

Figura 11 - Fluxograma de selecdo dos estudos primarios da revisdo sistematica.

Artigos recuperados nas

bases de dados (n = 122)

e Cochrane Central Register
of Controlled Trial (n = 92)

e PubMed (n=28)

e Medline/Embase (n=2) Artigos
R duplicados
l " (n=53)

Artigos selecionados
(n=69)

Artigos excluidos
(n=53)

. | Protocolo de prevencgdo (n = 42)

Fora do contexto (n = 11)

Artigos avaliados
paraelegibilidade

(n = 1R)
l > Nao abriu
texto completo
Estudos incluidos (n=2)
na analise
qualitativa
(n=14)

Fonte: SOARES, 2018.
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Tabela 4 - Estudos selecionados de protocolos de tratamento de estrias dérmicas.

Estudos Selecionados

Protocolo de intervencédo/Metodologia Desenho do estudo Populacéo Resultado Referéncia
Grupo 1: 15 receberam dermoabraséo superficial (16 sessoes/ Randomizado e aberto 32 mulheres As intervencdes tiveram eficacias HEXSEL
semanais) Nao cego 11-25 anos semelhantes, mas o dermoabrasdo superficial (2014)
Grupo 2: 17 recebeeram creme de tretinoina 0,05% diariamente. Fototipo I-1V apresentou menos efeitos colaterais e melhor

Sem Grupo controle Estriae rubra adesdo dos pacientes.

Parametros avaliados: Largura, comprimento das estrias e

satisfacdo dos pacientes

Grupo 1: 46 estrias Laser de CO2 fracionado (5 sessGes) Amostragem aleatdria 6 Mulheres Significativamente melhor uso de CO2 NAEIN
Grupo 2: 46 estrias Acido glicélico a 10% + 0,05% de creme de simples 30anos comparado ao Acido glicélico e Tretinoina (2014)
Tretinoina(todas as noites) Tipo de pele Fitzpatrick Il e IV

Parametros avaliados: Area das estrias e Satisfacéo dos pacientes Avaliador cego Estrias alba

Grupo 1:gel placebo Duplo cego: 20 Mulheres Melhor resultado com gel de silicone UD-DIN
Grupo 2: gel de silicone Pacientes e avaliadores 37 anos (18 a 52) (2013)
Aplicar 1 vez ao dia por 90 dias Estrias alba e rubra

Parémetros avaliados:

Espessura da derme Numero e disposicao das fibras elasticas e

colagenas

Grupo I: PRP Distribui¢do nos grupos 68 pacientes Melhor resultado com menor ndmero de IBRAHIM
Grupo Il: microdermoabraséo foi aleatdria Grupo |: 23 pacientes sessdes no Grupo IlI: PRP + (2015)
Grupo I11: PRP + microdermoabrasdo na mesma sesséo. Critérios de incluséo e Grupo I1: 34 pacientes microdermoabrasao

6 sessdes a cada 2 semanas exclusdo Grupo Il1: 11 pacientes

Parametros avaliados: Avaliacéo de fibras colagenas e elasticas Estrias alba e rubra

Laser de Nd: YAG pulso longo 1064 nm Duplo cego 20 mulheres Nas estrias alba ndo houve melhora satisfatéria. = GUNGOR
Laser Er:YAG pulso quadrado variavel de 2940 nm Locacéo aleatdria 20 a 40 anos Nas estrias do tipo rubra houve resposta (2014)
Parametros avaliados: Espessura da epiderme Tipo de pele Fitzpatrick Il a V moderada

Numero e disposicdo das fibras elésticas e colagenas Estrias alba e rubra

Grupol: Radiofrequéncia fracionada (FMR) Alocacdo aleatoria 6 mulheres Melhor resultado no Grupo 2: NAEIN
Grupo 2: Radiofrequéncia fracionada + Laser CO2 fracionado (48 pares de estrias) FMR + CO2 (2016)
(FMR + CO2) Estrias Alba

5 Sessdes com intervalos de quatro semanas Avaliadores cegos

Parametros avaliados: Area de superficie das estrias;

Avaliagdo subjetiva dos participantes

Grupo I: Laser CO2 fracionado 40 mJ / largura de pulso 4 ms/ area  Avaliador cego 40 Mulheres O laser de CO2 fracionario é mais eficaz do EL TAIEB
de varredura 10 mm x 10 mm. 5 meses (sess0es mensais) 23 a 48 anos que o IPL na mesma duragao de tratamento e (2016)
Grupo II: Luz pulsada 590 nm, 20 a 30 J / cm2. 5 meses (sessdes com menores sessdes de tratamento

quinzenais). Parametros avaliados: Area de superficie das estrias

Grupo 1: Radiofrequéncia bipolar potencializada com Randomizagéo 22 Pacientes Tratamento eficaz no Grupo 1: HARMELIN
Infravermelho (IR) centralizada no centro (Homens e mulheres) RF bipolar fracionada + IR (2016)

Grupo 2: Radiofrequéncia bipolar fracionada
Grupo 3: Radiofrequéncia bipolar

metodoldgico.
Avaliadores cegos (2)

>18 anos Estrias Rubra e Alba

Continua
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Grupo 4: controle. 3 sessdes mensais
Parametros avaliados: Profundidade das estrias

Grupo 1: Microagulhamento, 1 sess@o por més. 3 sessdes

Grupo 2: CO2 fracionado, 1 sesséo por més 3 sessdes
Parametros avaliados: Disposicao das fibras elasticas e colagenas
Espessamento da derme

Microagulhamento: 3 sessdes (1 a cada 4 semanas)

Parametros avaliados: Espessura da epiderme NUmero e disposi¢éo
das fibras elasticas e colagenas

Avaliagdo das pacientes

RF intradérmico + PRP aut6logo

3 sessdes, 1 vez /semana a cada 4 semanas

Parametros avaliados: Satisfa¢do do paciente

Grupo 1: Laser diodo Pulsado (PDL)
Grupo 2: Luz Intensa Pulsada (IPL)
5 sessdes com intervalo de 4 semanas
Parametros avaliados: Largura da estria, Textura da pele

Laser Nd: YAG

Duas Potencias: 75 J / cm? X 100 J / cm?

4 sessdes com intervalo de 3 semanas

Cada estria foi dividida em trés segmentos iguais: do meio era o
controle

Parametros avaliados: Numero e disposicao das fibras elasticas e
colagenas. Avaliacdo das pacientes

IPL: 650nm/IPL: 590nm

5 sessdes intervalos de 2 semanas.

Parametros avaliados: Comprimento e largura das estrias

Profissional e o paciente
também avaliaram

Avaliador cego

Avaliador cego

Avaliador cego

Avaliador cego

Texto ndo relatou

Prospectivo de
comparagéo
Sem outros relatos

14 pacientes completaram o
tratamento

20 pacientes

16 pacientes (14 — 44 anos)
Estrias alba e rubra

19 pacientes
19-43 anos

20 pacientes
Estria rubra e alba

45 pacientes:
35 Mulheres
10 Homens

20 pacientes

15 mulheres e 5 homens
15-32 anos

Estrias rubras

Melhor resultado no Grupo 1
Microagulhamento

43,8% dos pacientes: melhora excelente
56,2% dos pacientes: melhora minima a
moderada

37,5% dos pacientes: altamente satisfeitos
42,1% dos participantes demonstraram
Excelente melhoria

63,2% dos pacientes Descreveram-se como
“satisfeito” ou “muito satisfeito”

Estria rubra deu uma resposta superior com
PDL ou IPL em comparacdo com a estria alba
PDL induziu a expressao de colageno I de
forma altamente significativa em comparagéo
com IPL

Com 100 J/ cm2:

Melhora nas estrias alba

Com 75J/cm2:

Houve melhor resposta nas estrias rubra

Ambos os comprimentos de onda (650nm e
590nm) foram eficazes

KHATER
(2016).

PARK
(2012)

KIM
(2012)

SHOKEIR
(2014)

ELSAIE
(2016)

MUHSIN
(2013)

Legenda: PRP( Plasma Rico em Plaquetas); Nd:YAG(neodymium- doped yttrium aluminium garnet); Er:YAG(Erbium-doped yttrium aluminium garnet).

Fonte : SOARES, 2018.
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Os dados demograficos apresentados mostram que a distribuicéo por idade dos
participantes nos estudos ficou entre 11 e 52 anos, estendendo-se entdo da puberdade ao
periodo da menopausa; houve predominancia do sexo feminino; distribuicdo dos estudos
por ano de publicacdo nos ultimos cinco anos demostrado na Figura 12, com oscilagdes
de tendéncias as publicacbes e com maior incremento na pesquisa sobre protocolos em

tratamento de estrias dérmicas no ano de 2016.

Figura 12 - Ano de Publicacéo.
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Fonte: SOARES, 2018.

Na Tabela 5 é mostrada a distribuicdo dos estudos por pais de publicacdo. Os
paises que se destacam com maior interesse em publicacbes sobre protocolos de
tratamentos em estrias dérmicas sdo, respectivamente, o Egito e a Coreia do Sul.

Tabela 5 - Pais de Publicacéo.

Pais de Publicagéo N° %
Alemanha 1 7,2
Brasil 1 7,2
Egito 4 28,6
Franca 1 7,2
Ird 2 14,2
Iraque 1 7,2
Turquia 1 7,2
Coreia do sul 3 21,4
Total 14 100

Fonte: SOARES, 2018.



62

Foram avaliados protocolos para tratar estrias brancas e rubras, ou seja, estrias
recente e estrias cronica ja cicatrizadas ou em fase de cicatrizacdo, com diferentes
combinagbes de protocolos, destacando-se os protocolos Dermoabrasdo e Tretinoina;
Laser CO- fracionado e Tretinoina + Glicdlico; Plasma Rico em Plaquetas (PRP) e
Microdermoabrasdo; Microagulhamento e CO2 fracionado; CO2 fracionado e Luz
Intensa Pulsada e outras combinacBes que na avaliacdo de cada resultado pelos
pesquisadores nenhum deles foi considerado “padrao ouro” para tratamento em ambos 0s
tipos de estrias dérmicas. Destaque seja feito para os estudos de KHATER et al (2016), onde
foi aplicado CO2 fracionado versus Microagulhamento com mesmo numero e intervalo
de sessbes. Nove dos 10 pacientes tratados com agulha (90%) apresentaram melhora e
somente duas pacientes (20%) nédo responderam na mesma intensidade; no entanto, uma
paciente (10%) ndo apresentou melhora apo6s o tratamento. Em comparacdo, pacientes
tratados com CO2 laser, cinco de 10 pacientes (50%) apresentaram melhora clinica; e
cinco pacientes (50%) ndo mostraram melhora. O autor conclui a sobreposicdo da
utilizagdo de Microagulhas sobre os Lasers de CO2 para o tratamento de estrias.

Como mostra a Tabela 6 os periddicos de maior interesse em publicacdo em
pesquisa de protocolos de tratamento de estrias, estdo nas areas de publicacdo da
dermatologia e medicina cirdrgica.

Tabela 6 - Periddicos de Publicacdo

Periddicos de Publicacdo N° %
Dermatologic Surgery 3 21,4
Dermatology Research and Pratice 2 14,2
Indian. Journal of Dermatology 1 7,2
International Journal of Dermatology 1 7,2
Journal of Cosmetic and Laser Terapy 2 14,2
Journal of Cosmetic Dermatology 2 14,2
Lasers in Surgery and Medicine 1 7,2
Springer-Verlag London 1 7,2
Springer-Verlag Berlin Heidelberg 1 7,2

Total 14 100,00
Fonte: SOARES, 2018.

Foi realizada a avaliacdo da qualidade metodoldgica seguindo a ferramenta
Cochrane do Manual Cochrane para Desenvolvimento de Revisdes Sistematicas de
Intervencdo, versdo 5.1.0 (Cochrane Handbook). Para cada estudo incluido na analise foi
realizada a extracdo de dados pelos pesquisadores e o0s riscos de tendéncias foram
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avaliados em 5 dominios — geracdo de sequéncia aleatoria; ocultacdo de alocacéo;
cegamento de participantes e pessoal; avaliacdo de resultados; dados de resultados
incompletos — usando a ferramenta da Colaboracdo Cochrane de avaliacdo baseada em
dominio, conforme descrito no Manual Cochrane para Andlises Sistematicas de
intervencdes. Com base no risco de viés de acordo com o Manual Cochrane os estudos
foram classificados em 3 categorias: (1) baixo risco de viés / baixo risco de viés para
todos os dominios-chave; (2) risco incerto de viés / risco obscuro de viés para 1 ou mais
dominios-chave; e (3) alto risco de viés / alto risco de 1 ou mais dominios-chave,
conforme orientado pela Colaboracdo Cochrane. O viés de publicacdo dos estudos

selecionados ndo foi avaliado.

Cada estudo foi individualmente avaliado por meio de cada dominio, realizando
uma analise critica nos diferentes aspectos do risco de viés como mostra Tabela 7. E como

os dominios foram interpretados por cada artigo associado a avaliacdo do risco de viés.
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Artigo Viés de redagéo
Geragdo da sequéncia aleatéria Ocultacéo de alocagdo ~ Cegamento de Cegamento de avaliadores do Desfecho incompleto Relato de desfecho  Outras fontes de viés
participantes e desfecho seletivo
profissionais
HEXSEL Dados insuficientes Lista de randomizacéo Nao cego. O estudo ndo relata informacdo  Perda de dados e esta Protocolo e relato de Parece estar livre
(2014) E n&o relata se altera o relacionado ao desfecho desfecho disponiveis de outros vieses
desfecho investigado

NAEIN Aleatoriamente por julgamento Amostragem aleatdria Né&o cego Cegamento dos avaliadores e Né&o houve perda de dados Protocolo disponivel Parece estar livre

(2014) do profissional simples N&o relata se altera o improvavel ter sido quebrado de outros vieses

Randomizagéao aberta resultado

UD-DIN Dados insuficientes Produtos embalados de Cegamento de Cegamento dos avaliadores e Né&o houve perda de dados Protocolo disponivel Sem grupo
(2013) formas idénticas participantes improvavel ter sido quebrado controle
IBRAIM Dados insuficientes Dados insuficientes N&o cego. Néo relatase  Nao relata esta informacao Né&o houve perda de dados Protocolo disponivel Parece estar livre
(2015) altera o resultado de outros vieses
GUNGOR Dados insuficientes Dados insuficientes Néo relata esta Cegamento dos avaliadores e N4o houve perda de dados  Protocolo disponivel Parece estar livre
(2014) informagao improvavel ter sido quebrado de outros vieses
NAEIN Pelo julgamento do profissional Dados insuficientes Nao relata esta Cegamento dos avaliadores e N4o houve perda de dados  Protocolo disponivel Parece estar livre

(2016) informagao improvavel ter sido quebrado de outros vieses
EL TAIEB Dados insuficientes Dados insuficientes Na4o relata esta Cegamento dos avaliadores e N4o houve perda de dados  Protocolo disponivel Parece estar livre
(2016) informagao improvavel ter sido quebrado de outros vieses
HARMELIN  Ocultagao por uma central Dados insuficientes Nao relata esta Cegamento dos avaliadores N4o houve perda de dados  Protocolo disponivel Parece estar livre
(2016) informagao de outros vieses
KHATER Informagé&o Insuficiente Dados insuficientes Na4o relata esta Cegamento dos avaliadores N4o houve perda de dado Protocolo disponivel Parece estar livre
(2016) informagao de outros vieses
PARK Informacdo Insuficiente Né&o ocultagdo N&o relata esta O estudo ndo relata Né&o houve perda de dados Protocolo disponivel Informacao
(2012) informagao esta informagao insuficiente
KIM Julgamento do profissional Néo ocultacéo Informagéo insuficiente ~ Cegamento dos avaliadores e N3o houve perda de dados ~ Protocolo disponivel Informacéo
(2012) improvavel ter sido quebrado insuficiente
SHOKEIR Pelo julgamento do profissional Né&o ocultagéo N&o cego. Néo relatase  Cegamento dos avaliadores N3o houve perda de dados  Protocolo disponivel Informacéo
(2014) altera o resultado insuficiente
ESAIE Pelo julgamento do profissional N&o ocultagéo Nao relata esta Cegamento dos avaliadores e N3o houve perda de dados ~ Protocolo disponivel Parece estar livre
(2016) informacio improvavel ter sido quebrado de outros vieses
MUHSIN Pelo julgamento do profissional Né&o ocultacéo O estudo nio relata O estudo n3o relata esta N3o houve perda de dados ~ Protocolo disponivel _Inform_agéo

(2013) esta informagéo. informagio insuficiente

Fonte — Soares, 2018
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Como sintetizado na Tabela 8, os ensaios clinicos selecionados foram
submetidos ao julgamento para cada dominio. O delineamento dos artigos avaliados pelo
método utilizado para avaliacdo do grau do risco de viés de ensaios clinicos randomizados
de acordo com os critérios da Colaboragdo Cochrane em geral mostrou alto riscos de viés
ou riscos insertos na geracdo da sequéncia aleatoria e cegamento de participantes e
profissionais; e que em nenhum estudo relata se estes parametros comprometeram ou nao
os resultados da pesquisa executada. Em alguns deles havia falta de comparacao ou de

grupo controle e ainda dados insuficientes para julgamento destes vieses.

A maioria dos artigos revelou cegamento de avaliadores caracterizando baixo
risco de viés e em um menor nimero de estudos ndo revelaram se havia ou nédo este
cegamento. Apenas um artigo com desfecho incompleto tendo como causa o ganho de

peso, retirada do consentimento, por dermatite de contato e por perda de seguimento.

Tabela 8 - Grau do risco de viés baseado em julgamentos para cada estudo

Artigo Grau do risco de viés
Geragéao da Ocultagdode  Cegamento Cegamento de Desfecho Relato de Outras
sequéncia alocacdo participantes e avaliadores de incompleto desfecho fontes
aleatdria profissionais desfecho seletivo de viés
HEXEL
(2014) + + _ _ ++ — _
NAEIN
(2014) ++ ++ ++ + + + +
UD-DIN — + + + + + ++
(2013)
IBRAIM _ _ ++ _ + + +
(2015)
GUNGOR
(2014) + — — — + + +
NAEIN
(2016) ++ _ _ + + + +
ELTAIEB — _ _ + + + +
(2014)
HARMELIN T = = T T T T
(2014)
KHATER _ _ _ " + "
(2016) +
PARK ++ ++ _ _ + + ++
(2012)
KIM + ++ ++ + + + ++
(2012)
SHOKEIR ++ ++ ++ + + + _
(2014)
EL SAIE ++ + _ + + + +
(2016)
MUHSIN ++ ++ _ _ + o _
(2013)

Legenda: Baixo risco: +; Alto risco: ++; Risco incerto: —.
Fonte: SOARES, 2018.
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Os possiveis vieses no processo de uma revisdo indicam os pontos fortes e as
limitacOes dos estudos. A validade dos resultados dos estudos é imprescindivel para tirar
conclusdes sobre os efeitos de uma intervencéo, e fornecer as melhores e mais atualizadas
evidéncias disponiveis sobre os efeitos das intervencBes para uso dos consumidores,
clinicos e decisores politicos para informar as decisdes de salde. E avaliar o risco de viés
significa direcionar a extensdo em que os resultados dos estudos incluidos devem ser
acreditados. Uma revisdo sistematica pode ser concluida pela avaliacdo do risco de viés
destes resultados, ou seja, o risco de que 0s autores superestimem ou subestimem o
verdadeiro efeito de uma intervencdo. Nos estudos onde comparam grupo de intervengéo
e grupo controle, em uma revisao baseada no Manual Cochrane utiliza-se a tabela padréo
de "risco de viés": a geracdo de sequéncia (tendenciosidade de selecdo), ocultacdo de
sequéncia de alocacao (viés de selecdo), cegueira de participantes e pessoal para avaliacdo
de resultados (viés de deteccdo), dados de resultados incompletos (viés de atrito),

relatorios seletivos de resultados (viés de notificacao) e outras fontes potenciais de viés.

De acordo com o Manual Cochrane, para Desenvolvimento de Revisoes
Sistematicas de Intervencdo, versdo 5.1.0 (Cochrane Handbook), foi realizada uma
abordagem de cada “risco de viés” na avaliacdo de uma revisdo sistematica: Geragao
da sequéncia aleatoria: aborda o processo de alocacdo em uma sequéncia aleatoria, o que
evita viés de selecdo garantindo que os mesmos tipos de participantes recebam cada
intervencdo, e assim, equilibra uniformemente os fatores progndsticos entre os grupos de
intervencdo; Ocultacdo de alocacdo: também aborda o processo de destruicdo de
participantes, assegurando a exata de sequéncia, sem 0 conhecimento prévio da
atribuicdo de intervencdo, entre os participantes e esta associada a magnitude da
veracidade dos resultados da intervencdo; Cegamento de participantes e profissionais e
0 Cegamento de avaliadores: garante que 0s grupos comparados recebem quantidade
semelhante de atengdo, tratamento e investigagdes; e também reduz o risco de afetar os
resultados quando do conhecimento de que a intervencgéo foi recebida, ou seja, reduz o
vieés de deteccdo; Desfecho incompleto: refere-se tanto ao abandono quanto a excluséo
dos participantes; Relato de desfecho seletivo: nem todos os resultados séo relatados,
dados escolhidos para serem apresentados pelos autores e que pode levar a distor¢oes, e
as Outras fontes de viés: ocorrem em circunstancias especificas (por exemplo,

contaminacéo: participantes que agregam medicamentos ou outro tipo de tratamento).
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Como listados na Tabela 9, em nenhum estudo houve relato seletivo, tornando
os resultados aplicados pelos protocolos como confiaveis, ou seja, de baixo risco para

este viés.

Tabela 9 - Numero de artigos correlacionado ao risco de viés

Geracéo Ocultacdo  Cegamento Cegamento Desfecho Relato de  Outras

da de participantes  de incompleto  desfecho  fontes

sequéncia  alocacdo e avaliadores seletivo de

aleatoria profissionais  de desfecho Viés
Alto 7 6 4 0 1 0 3
Baixo 3 3 1 5 13 13 9
Incerto 4 5 9 9 0 1 2

Fonte: SOARES, 2018

Foram avaliadas vérias terapias para melhorar a qualidade das estrias dérmicas.
A Tabela 10 sintetiza a combinacdo dos protocolos e o tipo de estrias estudada, rubras
(estrias recentes) e estrias alba (estrias antigas), de forma isolada ou comparando

resultados entre elas.

Tabela 10 - Protocolo aplicado para cada tipo de estria

Protocolos utilizados Tipo de estrias
Dermoabrasdo X Tretinoina 0,05% Estria Rubra

Laser CO X Tretinoina 0,05% + Glic6lico 10% Estria Alba

Gel de Silicone X Placebo Estria Rubra e Alba
PRP X Microdermoabraséo X (PRP+Microdermoabrasao) Estria Rubra e Alba
Nd:YAG X Er:YAG Estria Rubra e Alba
Radiofrequéncia fracionada X CO Fracionado + Radiofrequéncia Estria Alba
fracionada

CO; Fracionado X Luz Pulsada Estria Alba
Radiofrequéncia Bipolar Potencializada com Luz Infravermelho X Estria Rubra e Alba

Radiofrequéncia Bipolar fracionada X Radiofrequéncia Bipolar

Microagulhas X Laser de CO2 Estria Rubra e Alba
Microagulhamento Estria Rubra e Alba
Radiofrequéncia intradérmica + PRP Estria Alba
Laser de corante pulsado (PDL) X Luz Pulsada Intensa (IPL) Estria Rubra e Alba
Nd: YAG 75 J/cm? X Nd: YAG 100 J/cm? Estria Rubra e Alba
Luz Intensa Pulsada: 650 nm X 590 nm Estria Rubra

Legenda - PRP( Plasma Rico em Plaquetas); Nd:YAG(neodymium - doped yttrium aluminium garnet);
Er:YAG(Erbium-doped yttrium aluminium garnet).
Fonte: SOARES, 2018.
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Como ferramentas de avaliagcdo dos resultados dos protocolos foram utilizadas:

a) Auto avaliacdo do paciente; Fotografia: Avaliacdo do comprimento e largura
da estria;

b) Fotografias 3D: avaliacdo da profundidade;

c) Tonometria de tecido: indica a resisténcia do tecido a compressao;

d) Imagem completa de perfusdo a laser: quantificar mudancas espaciais e
temporais na perfuséo vascular (fluxo);

e) Andlise Intracutanea Espectrofotométrica: calcula a concentracdo de
colageno, melanina e hemoglobina;

f) Biopsia.

Utilizando as ferramentas de avaliacdo, a tabela 8 sintetiza separadamente as
respostas para cada procedimento adotado em cada estudo. Estes dados vem mostrar a
pobreza de resposta terapéutica aos protocolos disponiveis e ainda sem deixar de causar
incdmodo, e outros efeitos adversos, que estiveram presentes em todos os protocolos em
menor ou maior acentuacdo, exceto no estudo de protocolo utilizando gel de silicone
versus gel placebo. As respostas ficaram entre fracas e moderadas, tendo como melhores
resultados nos protocolos onde se aplicou laser CO2 fracionado e com uso do plasma rico
em plaquetas nas estrias brancas, e laser Nd:YAG nas estrias rubras. Protocolos com
Tretinoina a 0,01% também nas estrias albas revelou resposta moderada. Porém em

nenhum estudo ao término do protocolo houve recuperacéo total da pele.

Os efeitos dos protocolos recairam sobre as fibras colagenas e elasticas, com
mudancas de suas estruturas: espessamento e arranjos. Embora alguns estudos relatassem
aumento das papilas dérmicas e espessamento da epiderme, ndo houve relato se foi por
arranjos das fibras colagenas ou por aumento no nimero de células, o que levaria a pensar
em uma recuperacdo da capacidade de autor regeneracdo da pele; ndo podendo, porém,

isto ser concluido na avaliacdo de nenhum protocolo aplicado (Tabela 11).
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Efeitos Avaliacéo
Procedimentos Realizados Respostas adversos
F M MR
HEXSEL (2014):
Dermoabraséo X X v Do comprimento e largura e da atrofia
Tretinoina X X epidérmica
NAEIN (2014): ¥ Da érea superficial das estrias.
Laser CO2 fracionado X X Reducéo maior com o CO2
Tretinoina 0,05% + Glicolico  10% X X
UD-DIN (2013) X - 4 Do colageno e da espessura da
Gel de silicone derme papilar
Gel placebo
IBRAIM (2015) 4Dpa espessura epidérmica
PRP X X 4 Das cristas da derme reticular
Dermoabraséo X X
Dermoabraséo + PRP X X
GUNGOR (2014): 4 Das fibras elasticas
Laser Nd:YAG X X X 4Alinhamento das fibras colagenas
Laser Er:YAG X X
NAEIN (2016): ¥ Da 4rea superficial das estrias
Radiofrequéncia com micro agulhas isolada X X
Radiofrequéncia com micro agulhas + CO2 X X
EL TAIEB et al (2016): W Da largura das estrias com menor
Laser CO2 fracionado X X efeito sobre o comprimento
Luz Pulsada X
4Do colageno
HARMELIN (2016) 4 Das papilas dérmicas
Radiofrequéncia Bipolar Fracionada X X w Da profundidade das estrias
Radiofrequéncia Bipolar+luz infravermelha X X
KHATER (2016) AFibroblastos e colageno e elastina
Microagulhas X ¥ Largura do estiramento
Laser de CO2 X
PARK (2012) 4 Das fibras colagenas e elasticas
Microagulhamento X X Espessamento da epiderme
42,1% dos participantes avaliados
KIM (2012) « “ (sjubjetlvtamente ot (fotograﬂ;l)
Radiofrequéncia Intradérmica + PRP emonstraram  excelente ou marcada
melhoria
4Colégeno: maior com PDL; Striae
SHOKEIR (2014) rubra deu uma resposta superior
Laser de corante pulsado (PDL) X X
Luz Pulsada Intensa (IPL) X X
ELSAIE (2016)
Nd:YAG 1064 nm: 4Do colageno
75 Jlem? X X Da elastina
100 J/cm? X X Das papilas dérmicas
w N° total de estrias:
MUHSIN (2013) 650 nm: 256 para 240
Luz Intensa Pulsada: 590 nm: 251 para 228
650 nm X X ¥ Soma do comprimento (cm):
590 nm X X 650nm: 935 para 830
590 nm: 948 para 803
w Soma da largura (mm):
650 nm: 159 para 135
590 nm: 151 para 22
Legenda: F(fraca); M (moderada); MR (melhor resposta); Nd:YAG(neodymium-

doped yttrium aluminium garnet);Er:YAG(Erbium-doped yttrium
(aumenta);4 (diminui); w (n&o houve efeito adverso) —

Plaquetas);
Fonte : SOARES, 2018.

aluminium garnet).

PRP (Plasma Rico em


http://pesquisa.bvsalud.org/portal/?lang=pt&q=au:%22Kim,%20In%20Su%22
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Embora tenha havido alto risco de viés no desenho dos estudos selecionados, esta
revisao evidenciou a precisdo dos autores na descricdo e cumprimento dos protocolos

executados, como também na demonstracdo dos meios de avaliagéo.

Em andlise dos artigos selecionados, o trabalho de Hexsel (2014) foi agrupado de
maneira dessemelhante aos demais por ter sido o Unico trabalho em que houve perda de
dados e por apresentar protocolo e relato de desfecho disponiveis, enquanto nos demais
existe apenas o protocolo disponivel. Os trabalhos de Park (2012), Kim Is (2012), Shokeir
et al (2014), Muhsin et al (2013) foram inseridos em apenas um grupo por apresentarem

informacdes insuficientes no que diz respeito a outras fontes de viés (Figura 13).

Figura 13 - Dendrograma de dissimilaridade de trabalhos segundo diferentes aspectos

do risco de viés.
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Fonte : SOARES, 2018.
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Os trabalhos de Naein et al (2014), Park et al (2012), Kim Is et al (2012), Shokeir
et al (2014) e Muhsin et al (2013) foram alocados em um mesmo grupo por apresentarem
a caracteristica "Ocultacdo de alocacdo™ com classificacdo de alto risco (Figura 14).

Figura 14 - Dendrograma de dissimilaridade de trabalhos segundo o grau do risco de viés
baseado em julgamentos para cada estudo.
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Fonte : SOARES, 2018.

Os trabalhos de Mubhsin et al (2013) utilizando a Luz Intensa Pulsada:590 nm; Kim
Is et al (2012): Radiofrequéncia Intradérmica + PRP; EIl Taieb et al (2016): Laser CO2
fracionado; Ibraim et al (2015): Dermoabrasdo + PRP e o trabalho de Fatemi et al (2016)
Radiofrequéncia com micro agulhas + CO2 foram restritos a um mesmo grupo por
apresentarem as melhores respostas aos tratamentos que utilizaram.
Harmelin et al (2016): Radiofrequéncia Bipolar Fracionada; EL TAIEB et al (2016): Luz
Pulsada; Ibraim et al (2015): Dermoabraséo; Naein et al (2014): Tretinoina 0,05% +
Glicdlico 10%; Ud-Din et al (2013): Gel de silicone foram alocados a um mesmo grupo

por terem as respostas aos tratamentos, de maneira fraca ou seja as piores respostas ao

tratamento.


http://pesquisa.bvsalud.org/portal/?lang=pt&q=au:%22Kim,%20In%20Su%22
http://pesquisa.bvsalud.org/portal/?lang=pt&q=au:%22Kim,%20In%20Su%22
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O trabalho de Giingor et al (2014), utilizando um Unico tipo de laser (Nd:YAG)

alocado em um unico grupo por ter a resposta ao tratamento de maneira moderada para
Figura 15 - Dendrograma de dissimilaridade de trabalhos segundo a respostas ao

com um comprimento de onda 1064 nm em um mesmo tipo de tecido (pele/estrias) , foi
os dois grupos estudados, mesmo com aumento da energia ou poténcia de saida (energia
tratamento dos protocolos aplicados.

de pulso Unico / poténcia - J/cm?) de 75 J/cm2 para 100 75 J/cm2. (Figura 15).
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Os demais trabalhos (protocolos de tratamentos) apresentaram respostas moderadas

e foram agrupados em um Unico grupo.

Os dendrogramas das Figuras 13, 14 e 15 apresentaram correlacdes cofenéticas
iguais a 0,8772; 0,8545 e 0,9570, respectivamente. Os resultados mostram pequenas
distorcBes com o agrupamento dos trabalhos, sendo considerados valores aceitaveis

acima de 0,70.

5.2 Obtencao de células tronco a partir da Geleia de Wharton e da Placenta

humana

5.2.1 Isolamento e expansdo das CTM da GW, PL e VC

Constatou-se no sexto dia de cultivo adesdo dos explantes, mas sem
desprendimento de células na garrafa de cultivo da PC; havia células aderidas isoladas na
GW, e no cultivo de VC ja havia células alongadas formando coldnias. Evoluindo o
cultivo foi observado o desprendimento de células dos explantes, aderindo & superficie
plastica do frasco de cultivo celular exibindo morfologia fusiforme. As células
aglutinaram-se aos explantes de forma irregular com grande sobreposicao celular, e por
vezes, sobrepostas; uma monocamada celular formou-se adjacente aos explantes, e de
forma gradual e organizada foram surgindo pequenas colbnias separadas dos tecidos
(Figura 16).

Figura 16 - Desprendimento celular dos explantes

"

Legenda: A — Explante GW; B - Explante PC; C - Explante VVC.
Foto: SOARES, 2018.

As células expandiram-se ao longo da superficie livre de todo o frasco do cultivo

assumindo morfologia fibroblastoide (“fibroblast like-cell””), com nucleo centralizado,
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citoplasma abundante e projecdes citoplasméaticas evidentes. Estes fatos foram

observados nos cultivos das trés amostras (Figura 17).

Figura 17: Células em cultivo assumindo morfologia fibroblastdide.

A B C

Legenda: A: GW 40X com 7 dias de cultivo. B: PC 400X com 20 dias de cultivo. C: VC 40X. Células com 10 dias de
cultivo. Observar células aderidas a superficie de cultivo com aspecto fibroblastoide.
Foto: SOARES, 2018.

As amostras da Geleia de Wharton (GW), da Placa Corionica (PC) e da Vilosidade
Corionica (VC) permaneceram em cultivo primario por aproximadamente dezenove dias
de cultivo. As culturas formaram uma monocamada uniforme e quando atingiram uma
confluéncia de 70% da superficie do frasco de cultivo foram tripsinizadas e repicadas em
taxa de 1:2. A amostra da VVC chegaram até a passagem P1 e sofreram degradacgdo por
apoptose; as amostras da GW e PC chegaram até a passagem P5. A viabilidade celular
média observada em P2 da amostra de GW foi acima de 90% e viabilidade celular média

observada em P2 da amostra de PC foi acima de 85%.

5.2.2 Unidade formadora de coldnia fibroblastéide (UFC-F)

Durante o ensaio de UFC-F em todas as amostras das células de: GW, PC e VC
houve identificacdo de formacéo de col6nias, embora em tempos diferentes, observando-
se primeiro no cultivo de VC, seguindo GW e mais posteriormente nas amostras do
cultivo de PC. As amostras apresentaram-se em numeros variados de colénias e de células
progenitoras mesenguimais, que foram sendo formadas a partir das células que se
desprendiam dos explantes, mantendo suas caracteristicas fibroblastoides (“fibroblast
like-cell”) se dispondo em crescimento radial, tendendo a coalescéncia entre as colonias

e formacdo de monocamada celular (Figura 18).
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Figura 18 - Ensaio de Unidade Formadora de Col6nia.

Legenda: A - UFC-F GW; B - UFC-F VC; C - UFC-F PC; Objetivas - 40/100/200/400X. Evidenciando nos cultivos
uma intensa interagao celular, com nicleos bem definidos formando coldnias de aspectos diferentes para cada cultivo.
Foto: SOARES, 2018.

Os trés tipos de células estudadas, expostas as mesmas condic¢Ges de cultivo,
apresentaram caracteristicas diferentes de proliferacdo, sendo observada uma maior
rapidez de proliferacdo para as células oriundas da GW, no entanto as células proveniente
da VVC foram as primeira a formarem UFC, no sexto dia de cultivo, o que pode nos alertar
para a presenca de uma maior concentragéo de células tronco nos explantes provenientes
das vilosidades. As células da placa coribnica se proliferaram mais tardiamente para
caracterizagdo de CT, mostrando aqui que o ritmo de proliferacéo celular esta relacionado
com o tipo de metabolismo da célula em cultivo.
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5.2.3 Cinética celular

A cinética celular caracterizou-se pelas fases LAG, LOG, PLATEAU e Declinio.
Na fase LAG, observado fase de adaptagéo e proliferacdo celular, mantendo-se valores
préximos a concentracdo inicial de semeadura, exibindo maior tempo para o cultivo de
GW do que para o cultivo de PC; a fase LOG: observado fase de multiplicacédo
ascendente, com aumento na concentragdo celular, a cultura exibiu comportamento
ascendente até o sexto dia de observacdo para a GW; e ascendente até o sétimo dia de
observacao para o cultivo de PC, com pontos de inflexdo; PLATEAU: verificou-se uma
estagnacdo, ou seja, um equilibrio estacionario na proliferacdo celular chegando ao seu
apice; seguindo da fase de Declinio onde mostrou reducdo na proliferacdo celular e as

concentracdes de células declinaram, mostrado na Figura 19 (GW) e na Figura 20 (PC).

Ao longo dos oito dias a curva de crescimento celular para o cultivo de GW
apresentou, em média, uma concentracio de 3,3 X 10* células/mL por pogo; e uma
concentragéo de 4,1 X 10* células/mL por pogo para o cultivo de PC. Analogamente ao
comportamento ascendente da concentracdo celular, a viabilidade média do cultivo de
GW, ao longo de oito dias, foi de 63,6 %, num total de 53,9 células contadas em
hemacitdmetro, perfazendo uma concentragdo media de 23,6 celulas/mL. E no cultivo de
PC a viabilidade média do cultivo, ao longo de oito dias, foi de 68,6 %, num total de 64,8
células contadas em hemacitdmetro, perfazendo uma concentracdo meédia de 33,2

células/mL.

Na construcédo da curva de crescimento foi observado que entre o sétimo e oitavo
dia de cultivo deu-se inicio a inflexdo na curva de crescimento, e que embora mantendo
uma viabilidade acima de 60%, constatou-se aumento do nimero de células mortas em

ambos os cultivos.
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Figura 19 - Curva de crescimento celular geleia de Wharton, relacionando com o
tempo de cultivo (dias).
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Fonte: SOARES, 2018.

Figura 20 - Curva de crescimento celular placa coridnica, relacionando com o tempo

de cultivo (dias).
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Fonte: SOARES, 2018.
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Avaliando a homogeneidade dos dados da curva de crescimento, no que se refere
aos dias para os dois tipos de células, GW e PC, foi possivel constatar que existe
homogeneidade quanto ao nimero de células (Tabela 12). O desvio padrdo da curva de
crescimento entre os pogos, por dia de cultivo, foi menor na Geleia de Warthon (1,80)

quando comparada a Placa Coridnica (2,14).

Tabela 12 - Teste de homogeneidade (qui-quadrado) para o nimero de células de GW e
PC nos diferentes dias da curva de crescimento

Dias de Geleia de Warthon Placa Coribnica p-value
Cultivo Poco Po¢co Pogo Pogco Pogo  Pogo
1 2 3 1 2 3
1 15 15 2 15 1 1 0,9921
2 2,5 15 2,5 15 1 1 0,9243
3 3,5 2,5 2,5 3,5 3,5 3 0,9955
4 4,5 4,5 55 4,5 3,5 3,5 0,9854
5 6,5 9,5 9,5 7 5 6 0,9936
6 5,5 7,5 6 7 5,5 6,5 0,9911
7 4,5 6,5 6 7,5 6,5 55 0,9733
8 4,5 5 45 4,5 3 3 0,9696

Fonte: SOARES, 2018.

N&o houve interacao significativa entre o tempo e as diferentes células de GW e
PC. Também ndo foram constatadas diferencas significativas para os dois tipos de células,

havendo apenas diferencas significativas no tempo (dias) conforme Tabela 13.

E mostrou ainda aumento do crescimento celular até o 6° dia e a partir do 7° dia
houve, em termos médios, diminuicdo do crescimento, caracterizando a curva de
crescimento de células mesenquimais, demonstrando o comportamento metabdlico
celular em cada fase da curva de crescimento correlacionado ao dia de cultivo, o que

direciona as pesquisas de acordo com seus objetivos do estudo.

Também foi constatado que o numero de células nos dias 5, 6 e 7 ndo diferiram
significamente entre si, ou seja, estatisticamente nestes dias apresentaram 0 mesmo

numero de células, o mesmo ocorre com os dias 1 e 2 e os dias 4 e 8 (Tabela 13).
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Tabela 13 - Média do numero de células referente aos dias de cultivo

Tempo (Dias) Media de numero de
células*
1,42
1,67
3,08
4,38
591
6,33
6,08
4,08
*Meédias seguidas de mesma letra n&o diferem significativamente entre si pelo teste de Scott-Knott (P<0,05).
Fonte: SOARES, 2018.
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Na primeira passagem, a viabilidade celular das CTM do cultivo de Geleia de
Wharton manteve-se acima de 80%; no cultivo de Placa Coridnica a viabilidade foi acima
de 90%, e para o cultivo de CTM do cultivo de Vilosidade Cori6nica a viabilidade foi de
66%. Na quarta e Ultima passagem, a viabilidade celular foi mantida em 80% no cultivo

de GW e 90% no cultivo de células de PC. O cultivo de VC ndo progrediu (Figura 21).

Figura 21 - Avaliacdo da Viabilidade celular para cada cultivo relacionando com
numero de passagens do cultivo.
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Legenda: GW: Geleia de Warthon ; PC: Placa Corionica; VC: Vilosidde Coridnica.
Fonte: SOARES, 2018.
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As células de GW e da PC apresentaram médias de viabilidade semelhantes
segundo o teste t (p-value = 0,9899), no entanto apresentaram desvio padrao diferentes

onde a GW apresentou maior variacdo de viabilidade (Tabela 14).

Tabela 14 - Média e desvio padrdo da Viabilidade por passagem para as células da GW
e PC.

Passage Geleia de Warthon Placa Coridnica Vilosidade
Coribnica
1 96,2 92,3 66
2 100 88,4
3 86 92
4 80 90
Media 90,55 90,67 66
Desvio padréo 9,19 1,83 _

Fonte: SOARES, 2018.

5.2.4 Citometria de fluxo

A analise imunofenotipica por citometria de fluxo foi realizada para as CTM
do cultivo de células provenientes da GW, como mostra o histograma. As caracteristicas
foram demonstradas para CT originadas da GW. Porém para as células originadas da
PC a imunofenotipagem ndo foi conclusiva, e essas caracteristicas ndo foram avaliadas
nas células provenientes da VC da placenta. A avaliacdo por imunofenotipagem das
células originadas da GW a citometria mostrou que aproximadamente 92% das
células sdo positivas para CD90 e CD105 (Figura 22). E todas as células sdo negativas
para CD14, CD45 e CD34 (Figura 23).
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Figura 22 - Expressao de CD90, CD105 e CD14 em células da geleia de Wharton.
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Legenda:(A) Histograma das células tubo controle para CD 105; (B) Histograma com células marcadas para CD 105,
90,1% de positividade; (C) Histograma das células tubo NM para CD 90. (D) Histograma com células marcadas para
CD90, 92,5% de positividade; (E) Histograma das células tubo NM para CD 14; (F) Histograma com células marcadas
para CD14, auséncia de positividade. (G) Distribuicdo da populagédo de células no grafico SSC-A X FSC-A.

Fonte: SOARES, 2018.
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Figura 23 - Expressao de CD45, CD34 e CD14 em células da geleia de Wharton.
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Legenda: (A) Histograma das células tubo controle para CD 45 PE; (B) Histograma com células marcadas para CD
45, auséncia de positividade; (C) Histograma das células tubo NM para CD 34 PerCP-Cy5.5. (D) Histograma com
células marcadas para CD 34 PerCP-Cy5.5, auséncia de positividade; (E) Distribuicdo da populagéo de células (P1) no
grafico SSC-A x FSC-A.

Fonte: SOARES, 2018.

5.2.5 Diferenciacgao celular

Nas culturas da GW e PC que foram submetidas a diferenciacdo osteogénica,
observou-se que as células apresentaram alteragcdes morfoldgicas progressivas a partir do
nono dia em cultivo, como o aumento da relagcdo ndcleo/citoplasma, células de formato
cuboide e nucleo esférico central. Apds quinze dias de cultivo, as células adquiriram
morfologia similar a osteoblastos, com limites citoplasmaticos irregulares, formacéo de
prolongamentos celulares e aspecto achatado. Apos vinte dias de cultivo de diferenciacdo
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a coloracdo com Alizarin Red, o nlcleo apresentou-se com a tonalidade de vermelho
bord6 e o citoplasma, mais basoéfilo e bem definido, com presenca de depdsitos de sais de
calcio, também, corado em vermelho, (Figura 24 e Figura 25).

Figura 24 - Diferenciacdo Osteogénica da geleia de Wharton.

ia T
R =

Legenda: A - Controle (100X); B - Diferenciagdo (200X); Mostrando a diferenciacéo de célula da GW
P3 em osteoblastos, coloragdo de sais de calcio por em Alizarin Red.
Foto: SOARES, 2018.

Figura 25 - Diferenciacdo Osteogénica da placa coribnica.

Legenda: A - Controle (200X); B - Diferenciacdo (400X); Mostrando osteoblastos por coloracdo dos
sais de calcio em Alizarin Red.
Foto: SOARES, 2018.
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As células induzidas a diferenciacdo condrogénica dos cultivos de GW e PC
apresentaram alteracdes morfologicas progressivas a partir do 2° dia de inducédo
condrogénica, com células em formato cuboide, e pds treze dias a coloracdo com Alcian
Blue, foi observado a coloragdo em azul, cobrindo ambos o0s cultivos devido aos
glicosaminoglicanas presentes nas células condroblésticas, (Figuras 26 e 27).

Figura 26 - Diferenciacdo Condrogénica da geleia de Wharton.

Y - -’y il
Legenda: A - Controle (400X); B -
em Alcian Blue.

Foto: SOARES, 2018.

Figura 27 - Diferenciacdo Condrogénica da placa coribnica.

[ o

Legenda: A - Controle (200X); B - Diferenciacéo (400X); Mostrando coloracdo de glicosaminoglicanas
em Alcian blue.
Foto: SOARES, 2018.
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A cultura de GW submetidas a diferenciacdo adipogénica, ja se observa
alteracOes na estrutura celular com quatro dias, e no sétimo dia apresentaram-se grandes,
hexagonais, irregulares e com granulos citoplasmaticos birrefringentes, (Figura 28).

Figura 28 - Diferenciacdo adipogénica da geleia de Wharton sem coloragéo.

Legenda: A - Quarto dia de diferenciacdo (200X); B - Sétimo dia de Diferenciagdo (400X); Sem
coloragdo, mostrando citoplasma aumentado e vacuolos intracelular.
Foto: SOARES, 2018.

Com dez dias quando coradas com Oil Red, identificou-se em ambos os cultivos
que os granulos citoplasmaticos eram pequenos vacuolos de gordura dispersamente
distribuidos e corados em vermelho-acastanhado (marrom), (Figura 29), e no cultivo da
PC, (Figura 30).
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Figura 29 - Diferenciacao adipogénica da geleia de Wharton apds coloracao.

Legenda: A - Controle (400X); B - Diferenciacdo (400X); Mostra adipdcitos por coloracgao de lipideos em
Oil Red.
Foto: SOARES, 2018.

Figura 30 - Diferenciacdo adipogénica da placa cori6nicas apds coloragéo.

Legenda: A - Controle (200X); B - Diferenciacéo (400X); Mostra adipdcitos por coloracéo de lipideos em
Oil Red.
Foto: SOARES, 2018.

As CTM dos explantes submetidas a trés protocolos de diferenciacéo de
linhagens celulares apresentaram potencial de diferenciacdo osteogénico, condrogénico
e adipogénico. As células dos trés explantes mostraram um crescimento acelerado e
proliferativo.



87

6 DISCUSSAO

Os quatorze estudos clinicos randomizados (ECRs) selecionados para avaliagdo
apresentaram diferentes protocolos terapéutico para estrias, e mostraram suas eficacias
como também as opcdes de combinacGes de tratamentos. Somente dois estudos avaliaram
0 mesmo protocolo em uma mesma paciente minimizando o0s riscos de precisdo nos
resultados, e dos quatorze estudos apenas seis operou com sequéncia aleatéria e dois
apresentaram grupo controle, sendo que pela prépria definicdo de Carvalho, Silva &
Grande (2013): “Ensaio clinico randomizado ¢ um tipo de estudo experimental, no qual
o0s participantes sdo colocados aleatoriamente no grupo intervengdo e grupo controle”,
demonstrando uma baixa qualidade da metodologia aplicada, e malsucedidas tentativas
de contatos com os investigadores dificultaram a avaliagdo precisa do risco de viés. Com
relacdo ao cegamento dos avaliadores onze estudos declararam cegamento de avaliadores
e quatro estudos ndo relataram esta informacdo deixando ai uma falha de redacédo dos

estudos selecionados.

Utilizando a Ferramenta da Colaboracdo Cochrane para avaliacdo do risco de viés
de ensaios clinicos randomizados no dominio Desfecho Incompleto o trabalho de Hexsel
(2014) foi diferente dos demais estudos por ter tido perda de dados com razdes
relacionadas ao desfecho investigado com desequilibrio na quantidade de pacientes
estudas, das trinta e duas pacientes inscritas, trés pacientes no grupo de tratamento de
dermoabrasdo superficial foram descontinuadas por causa do ganho de peso, e sete no
grupo de tratamento com tretinoina descontinuadas por causa de dermatite de contato
irritativa resultando em alto risco de viés comprometendo melhor avaliagdo nos

resultados entre os dois grupos.

Embora Saydjari Ou et al. (2016) diga que os efeitos da irradiacdo de laser em
um tecido biologico depende de varios fatores como a energia ou poténcia de saida,
(energia de pulso Unico / poténcia - J/cm?, também chamado de fluéncia por Mushin et al
(2013)), Glngor et al (2014) mostrou que o laser Nd:YAG com um comprimento de onda
1064 nm sobre um mesmo tipo de tecido (pele/estrias) mesmo com aumento da poténcia
de saida ou fluéncia (energia de pulso Unico / poténcia - J/cm?), de 75 J/cm2 para 100 75

J/icm2, ndo houve diferenca no resultado, embora com melhor resposta para as estrias
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rubras em comparagdo com as estrias albas, a resposta ao tratamento para as estrias foi

avaliada como moderada para ambos 0s grupos.

Gonzélez-Rodriguez & Lorente-Gual (2014) relata que o sistema LIP visa
principalmente hemoglobina e melanina, com maior eficacia no tratamento da cor do que
da textura, e que “...0 objetivo do IPL ¢ atingir uma temperatura suficientemente alta para
causar coagulacdo no vaso, com a consequente destruicao e fibrose.”, ele confirma que
0 comprimentos de onda mais longos (515 a 600 nm) garante maior penetragdo com
menos efeitos adversos, hipocromias por impedir a absor¢édo da luz pela melanina, porém
relata que embora a absorcdo de melanina € em comprimentos de onda curtos, longos
comprimentos de onda (590-900 nm) tem acdo de forma mais seletiva nos depositos de

melanina nos foliculos pilosos (Figura 31).

Figura 31 - Comprimentos de onda usados em sistemas de luz pulsada de acordo com o
cromoforo alvo.
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Legenda: A=Comprimentos de onda (nm); Seta indica o comprimento de onda que melhor respondeu ao tratamento
para estrias rubras, nos estudos de MUSHIN et al (2013)
Adaptada de GONZALEZ-RODRIGUEZ & LORENTE-GUAL (2014

Na avaliacdo de Mushin et al (2013) para estrias rubras como proposta de definir
qual o comprimento de onda exato que é mais eficaz para o tratamento desta condicao, o
que ainda ndo estar bem comprovado, um comprimento de onda menor (590 nm) teve
melhor resposta ao tratamento das estrias tradas confirmando o relato de Gonzélez-
Rodriguez & Lorente-Gual (2014) comparando com um comprimento de onda maior
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(650 nm) que por ter maior penetragdo tem como alvo a melanina dos foliculos pilosos

causando necrose no bulbo capilar.

Hernandez-Pérez; Colombo-Charrier & Valencia-Ibiett (2002) relata que as
estrias rubras apresentam vénulas amplamente dilatadas o que resulta em maior absor¢édo

da luz pelo cromoforo hemoglobina obtendo melhor resposta.

Os estudos avaliados mostraram melhores resultados com protocolos utilizando
PRP, Laser CO- fracionado, Laser NdYAG 1064 nm, LIP590 nm e Microagulhamento,
com melhor resposta em protocolos combinados. Como relata KIM et al. (2012): o plasma
rico em plaquetas (PRP) “¢ um tratamento eficaz conhecido por seus efeitos de
Cicatrizagdo de feridas”, e também o PRP apresenta alta concentragdo de fatores de
crescimento com importante papel no rejuvenescimento da pele atraves da estimulagéo
e proliferacdo de colageno, fibroblastos e queratindcitos (IBRAHIM et al. 2015); os
protocolos com PRP resultaram em aumento das cristas dérmicas e na espessura da
epiderme com melhoria na aparéncia mostrada em fotografias. O uso do Laser e da LIP
no tratamento de estrias dérmicas resultam na reorganizando e no aumento da deposicao
de colageno, por um mecanismo de estimulacdo fototermolise ainda ndo compreendido,
levando a reducdo da area de superficie das estrias (EL TAIEB & IBRAHIM, 2016;
KHATER et al. 2016; NAEIN, SOGHRATI & NILFORUOSHZADEHN, 2014;
SHOKEIR et al. 2014). Procedimentos com Microagulhamento ocasionou um aumento
dos fibroblastos, e de colageno e elastina, resultando em diminuicéo da largura das estiras
(KHATER et al. 2016). O protocolo onde mostra um melhor resultado do
Microagulhamento em relacdo ao Laser de CO: fracionado, sugere um estudo com um
maior nimero de amostra para concluir o evidenciado, visto que, embora nao restaurando

integralmente a pele, o laser de CO> apresenta uma boa resposta ao tratamento de estrias.

Os altos riscos de viés ou riscos de Vviés incertos na geracdo da sequéncia
aleatoria e cegamento de participantes e profissionais, chama a atencdo para elaboragdo
de critérios mais rigorosos e detalhamento da aleatoriedade no delineamento dos estudos
de pesquisa, para que tenhamos dados mais consistentes e confidveis, seguros de serem

publicados.
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As evidéncias tém mostrado que ainda ndo foram estabelecidas terapias
consistentemente efetivas, e maltiplas modalidades de tratamento foram testadas com

resultados variaveis.

Nenhum estudo faz relatado a auséncia de foliculo piloso no leito das estrias;
porém, Zhang & Fu (2008) relatam que no foliculo piloso encontram-se celulas
mesenquimais capazes de regenerar a pele, o que nos adianta a necessidade de
aprofundarmos nossas pesquisas na busca de protocolos de tratamento de estrias que nos
leve ao uso de células multipotentes capazes de restaurar as camadas comprometidas da
pele: derme e epiderme, o que ainda ndo tem sido evidenciado na literatura. O nosso
desafio € incluir as células-tronco mesenquimais provenientes do corddo umbilical e da
placenta humana em novos protocolos de tratamento para restaurar, em sua integridade,

as camadas da pele comprometidas pelas lesGes de estrias dérmicas distensiveis.

As células oriundas do corddo umbilical e da placenta demonstraram potencial
de obtencéo de células tronco demonstrado durante o estuda expansao celular.

O termo expansdo celular é utilizado para a remocéo de células de tecidos ou
6rgdos em um ambiente artificial propicio a sua sobrevivéncia e proliferacdo. Os
requisitos ambientais basicos para que as células crescam sdo: temperatura controlada,
substrato para ligacdo celular, meio de crescimento adequado e incubadora que mantém
o0 pH. As mesmas vias metabolicas e bioguimicas de uma célula no organismo sdo
consideradas nas células em cultivo in vitro, por isto € de extrema importancia selecionar
0 meio de cultivo apropriado que forne¢a uma maior taxa de crescimento e que mantenha
a viabilidade celular (ARORA, 2013). Os meios de cultivo foram estabelecidos a partir
de 1950, com vérias formulacdes, e 0os meios basais de Eagle de 1955 e 1959, com suas
modificagdes sdo utilizados até hoje. A complexidade do meio varia de acordo com o tipo
célula cultivada e a finalidade do estudo. A Tabela 15 mostra os componentes basicos de

um meio.
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Tabela 15 - Componentes basicos de um meio de cultivo

Aminoéacidos Vitaminas Sais Outros Proteinas (necessarias em
meios livres de soro
quimicamente definidos)

Arginina Biotina NaCl Glicose Insulina
Cistina Colina KCI Penicillina Transferrina
Glutamina Folato NaH2PO4 Estreptomicina Fatores de crescimento
Histidina Nicotinamida NaHCOs Vermelho Fenol

Isoleucina Pantotenato CaCl2 Soro

Leucina Piridoxal MgCl2

Metionina Tiamina

Fenilalanina Riboflavina

Tretinoina

Triptomano

Tirosina

Valina

Fonte: Concedida por ALVES, 2010.

O DMEM/F12 (Dulbecco’s Modified Eagle Medium), formula em p6, ¢ uma
mistura extremamente nutritiva, com uma concentracdo alta de glicose: D-Glucose
(Dextrose) 3.151.0 mg/ml, principal fonte de energia para a célula, e requer outros
suplementos para manter o crescimento celular. As bactérias, fungos, leveduras e
micoplasmas sdo 0s principais contaminantes das culturas celulares, e por isso
acrescentou-se ao meio antibioticos e fungicida: Penicilina, Estreptomicina e
Anfotericina. Ao meio também foi adicionado SFB que tem a albumina como o principal
componente, fornece ainda horménios, fatores de crescimento que sdo essenciais para
a manutencdo e crescimento de células cultivadas, aminoacidos, acgUcares, lipidios e
contem inibidores de protease e ainda neutraliza substancias toxicas (ARORA, 2013).
Na composicdo do meio de cultivo DMEM/F12, inclui a solugdo tampdo HEPES (acido
N-(2-hidroxietil)piperazina-N'-2-etanossulfonico), e o fenol vermelho como indicador de
pH (valor 6timo 7,4), que apresenta alteracdo da cor tornando-o amarelo pela liberacéo
de metabdlitos eliminados no processo do crescimento celular, indicando a necessidade
da troca do meio, que na maioria dos cultivos se d& em um intervalo de trés em trés dias,
seguindo a observacdo da alteragdo da cor. O DMEM/F12 ndo contém proteinas nem
fatores de crescimento e, portanto, exige que a suplementacao de 5-10% de soro bovino
fetal (FBS), porém apresenta alta concentracao de glicose, que servira de fonte de energia
para desenvolvimento celular. A glicélise é uma sequéncia de reacdes que cataboliza uma
molécula de glicose com seis atomos de carbono produzindo duas moléculas de piruvato
de trés carbonos e duas moléculas de ATP. O piruvato pode seguir duas vias metabolicas:
tanto como lactato, via lactato desidrogenase (LDH); ou acetil-CoA via piruvato
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desidrogenase (PDH), e embora seja uma fonte de energia menos eficiente, a glicolise
pode gerar intermediarios de crescimento anabdlico e ATP muito rapidamente devido a
velocidade muito maior das reacdes de glicélise (SHYH-CHANG & Ng, 2017).

As vias metabdlicas podem transmitir mudancas no ambiente extrinseco
direcionando os destinos das células-tronco em cultivo. A manutencdo das reacoes
metabdlicas das células-tronco representa um equilibrio adequado entre as necessidades
intrinsecas de um estado celular e a composi¢do do meio extrinseco (SHYH-CHANG &
Ng, 2017). ALVES et al. (2010), esclarece que o controle do pH 6timo (7,0-7,6) € mantido
por substéncia tampéo e pela tensdo de CO> da estufa, principalmente na fase lag e em
baixa densidade celular, justificando a necessidade de manter o cultivo em estufa com
uma atmosfera de 5-10% de CO>. Como o consumo de glicose no metabolismo celular
leva a diminuicdo do pH, este foi controlado suplementando o meio com bicarbonato de
sodio e controle do nivel de tensdo de CO2 da estufa, que dissolvidos em equilibrio, gera

um sistema de tamponamento do meio:
H.O + CO2 + NaHCOz = H* + Na" + 2HCO3

O meio DMEM/F12 utiliza um sistema de tampdo de bicarbonato de sodio
(NaHCO3), porém o meio DMEM/F12 em pé é formulado sem o mesmo, e requer a
adicdo de 3,7 g / L de bicarbonato de sdédio apds dissolucdo em agua destilada e
autoclavada, e o nivel de CO2 para manter o pH necessario € suprido por manter o cultivo
na estufa a uma concentracéo de 5% de CO.. A literatura se diverge se as mudangas do
tipo de metabolismo celular € mais dependente da composicao do meio extrinseco e das
condicdes de cultura, do que mudancas intrinsecas no estado de desenvolvimento celular
(SHYH-CHANG & Ng, 2017).

Alves et al (2010), diz que as células em cultivo tendem a apresentar
caracteristicas semelhantes aos seus tecidos de origem, e que as células provenientes de
tecidos epiteliais, como as que foram aqui isoladas, tem uma maior dependéncia de
interacdo célula — celula mediada por moléculas de adeséo célula -célula (CAMs) e pelas
caderinas (dependentes de Ca*?) constituindo assim uma monocamada celular; e ainda
confirma que as garrafas de cultura apresentam uma carga negativa que induz a produgéo
de proteinas de adesdo e proteoglicanos que irdo iniciar o processo de adesdo da célula

na superficie da garrafa de cultivo, o que foi observado em todas as fases dos cultivos.
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As células em cultivo possuem inibicdo de crescimento celular e morte
(apoptose) quando a quantidade de células exceder um numero que impossibilite o
crescimento normal da monocamada. Para manter o cultivo e evitar a morte celular, é
necessario que retire periodicamente uma quantidades de células da garrafa de modo a
manter a populacdo sempre com um numero ideal de proliferacéo, e este processo de
renovacdo de células de uma garrafa para outra € chamado passagem (ALVES et al,
2010), sendo 0 numero de passagens 0 numero de vezes que essas células em cultivo
foram subcultivadas. Diz ALVES et al. (2010), que as celulas em cultivo por longos
periodos passando por varias divisdes tem grande probabilidade de ocorrer alteracfes em
seu DNA e acabarem perdendo suas caracteristicas fenotipicas; e também Sukarawan et
al. (2014), relata que  apds varias passagens as MSCs demonstram diminuir a

multipotencia.

A Figura 32 mostra o esquema para que ocorra a adesao celular & superficie do

frasco de cultivo, e Alves et al. (2010) explica que:

A carga negativa é necesséria, pois a adesao celular ocorre por
meio de forcas eletrostaticas e da interagdo dessas cargas com
glicoproteinas de adesdo e com cations bivalentes, como
Cat+2 e Mg+2. Esta interagdo, entdo, desencadeia uma
sinalizacdo intracitoplasmatica que acarretara na producao e
liberacdo de proteinas da matriz extracelular pela prépria
célula, onde a célula ird aderir, espraiar e iniciar sua

proliferagdo.
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Figura 32 - Processo de adesao celular & superficie de cultivo.

Interacao de cargas

Fonte : SOARES, 2018.

Para a dissociacdo celular da superficie de adesdo, a tripsina, uma enzima
proteolitica, hidrolisa as cadeias polipeptidicas nos radicais lisil-arginil desestruturando
a matriz extracelular e a ligacdo dos receptores da superficie celular a superficie de
adesdo (garrafas de poliestireno) (ALVES et al. 2010), as células entdo se desprendem e
poderdo ser repicadas em outra superficie de cultivo ou utilizadas em preparo de ensaios,
ou congeladas ou submetidas a procedimentos.

O cultivo com células de tecido proveniente de VC ap6s a primeira passagem
sofreu desintegracdo, porém o cultivo de GW e PC chegaram até a quinta passagem
mantendo uma viabilidade de 80 e 90% respectivamente e posteriormente congeladas em
meio de dimetilssulféxido ( (CHs).SO) (DMSOQO) em nitrogénio a -190°C. O DMSO
interage com as moléculas fosfolipidicas da membrana e com o ambiente externo
impedindo perda dos lipideos (Figura 33) (ALVES et al. 2010).
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Figura 33 - Processo de congelamento celular lento.
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Fonte : SOARES, 2018.

Para evitar maior dano o descongelamento deve ser efetuado de forma rapida,
retirando-se a ampola do tanque de nitrogénio liquido e colocando-a em banho maria a
37 °C e imediatamente transferidas para o meio de cultivo com 20% de SFB e
recultivadas (ALVES et al. 2010) caracterizando uma nova passagem celular (Figura
34).

Figura 34 - Processo de descongelamento celular rapido.
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Com relacéo a Curva de Crescimento Celular, segundo CRUZ et al. (2017), com
as sucessivas divisdes da célula (aproximadamente 50-80 mitoses) o teldmero fica muito
curto, passando a inibir a mitose resultando na chamada senescéncia celular ou limite de

Hayflick”, e diz que:

O envelhecimento celular é desencadeado por mudancas que
ocorrem na regido terminal do cromossomo conhecida como
teldmero, que é constituido por uma molécula de &cido
desoxirribonucleico (DNA) simples-fita (a0 contrario da
estrutura dupla fita presente no restante do material genético).
Essa regido cromossémica € sintetizada pela enzima
transcriptase reversa (sintetiza DNA e tem como molde uma
molécula de acido ribonucleico [RNA]) chamada telomerase.
Na divisdo celular ocorre sempre um pequeno encurtamento

telomérico.

No processo de Diferenciacdo Celular um grande nimero de estudos com CTMs
mostra 0 imenso interesse em compreender 0s mecanismos de auto renovagdo e
diferenciacdo destas células em células teciduais, considerando suas aplicacbes em
medicina regenerativa e estudos de desenvolvimento ou de controle do envelhecimento
humano (CHANG et al. 2017; CRUZ et al. (2017). O destino das células-tronco modulado
pela renovacao e especificacdo de linhagem, é influenciado: pelos fatores de crescimento
morfogénicos; por vérias vias metabdlicas como a da glicolise e da fosforilagdo oxidativa
(OxPhos ); e pelos metabolitos que regulam as mudancas epigenéticas, incluindo a
hemetilacdo e a acetilacdo, que podem retransmitir sinais alternativos no ambiente
extrinseco para regular os destinos intrinsecas destas células (SHYH-CHANG & Ng,
2017). Também LE et al. (2017), diz que a alteragcdo da composicao de nutrientes do meio
de cultivo modulam a especificacdo da linhagem, indicando que o destino da célula é
regulado pelo metabolismo, que foi evidenciado no processo de diferenciagdo celular
onde as células foram colocadas em meios de cultivos de diferentes composigdes e estas
tiveram consequentemente diferenciacgdes diferentes: em adipdcitos, em condrécitos e em

ostedcitos.

A Imunofenotipagem celular no cultivo deve ser coerente com 0s conceitos ja

estabelecidos em que as CTMs multipotentes devem apresentar as seguintes
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caracteristicas: aderir ao plastico quando cultivado em condigdes padrdo; devem
expressar CD105, CD73 e CD90, e ndo possuem a expressdo de moléculas de superficie
CD45, CD34, CD14 ou CD11b, CD79a ou CD19 e HLA-DR e devem ser capazes de se
diferenciar para osteoblastos, adipécitos e condroblastos in vitro (CHHABRA et al,
2015).

Com relacéo a regeneracao de tecidos, a historia conta que o uso de anexos fetais
na restauracdo da pele foi iniciado por Davis em 1910 e por Stern em 1913, eles avaliaram
o efeito acelerador da epitelizacdo em queimados e Ulcera dermicas com membranas
amnidticas fetais (GUPTA KEDIGE & JAIN, 2015).

As Células-tronco (CT), definidas como células com grande capacidade de
proliferacdo e auto renovacao, sdo capazes de responder a estimulos externos e dar origem
a diferentes linhagens celulares mais especializadas, e ainda como mostram as evidéncias,
apresentam efeito imunossupressor (CRUZ et al. 2017), o que significa que elas escapam
aos mecanismos de defesa imunoldgica e sdo capazes de suprimir varias funcbes de
células imunocompetentes (LINDENMAIR, 2012), e exibem funcbes de efeitos
paracrinos sobre outras células adjacentes (LINDENMAIR et al. 2012). Apresentam-se
como uma fonte potencialmente ilimitada para restauracdo de tecidos lesionados,
podendo em determinadas situacBes superar a pratica do transplante de tecidos e 6rgdos

com um grande impacto econdmico na saude publica.

Problemas éticos envolvidos na aplicacdo clinica de células estaminais incluem:
seguranca, eficacia, informacao e consentimento, direito a tratamentos ndo comprovados,
"direito de tentativa", custos, acesso, sustentabilidade, escrapulos cientificos, aspectos
regulatérios, e muito mais, e ainda ndo sdo exaustivos (PETRINI, 2017). Porém a vasta
literatura evidencia ser o uso de CTMs uma opcéo terapéutica de baixo custo e eficaz,

porém na restauracao das cicatrizes de estrias na pele requer aprofundar os estudos.

Culturas de CTM humanas (CTMh) apresentam uma populacdo de células com
morfologia de fibroblastdide bipolar, ciclo celular de cerca de 30 horas e potencial de
expansdo in vitro variavel, que pode estar relacionada a idade e a condigéo fisica do
doador. As CTM derivadas de tecidos mais velhos como as células derivados dos tecidos

adiposo ou medula 6ssea apresentam menor taxa de proliferagdo (SILVA, 2009), o que
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direciona a escolha para sitios mais jovens (corddo e a placenta). Isto tem sido observado
pelos resultados de estudos anteriores, os quais referem que para estes nichos anatémicos
de CTAs, a simples disseccdo mecanica permite a liberacdo celular de forma efetiva. A
metodologia aplicada no presente estudo, para isolamento de células-tronco
mesenquimais a partir de explantes da Geleia de Wharton do corddo umbilical, e a partir
da Placa Corionica e Vilosidade Coridnica da placenta de humano, mostrou-se exequivel,
de baixa complexidade, permitindo o acesso sem a necessidade de intervencdes invasivas
para sua obtencdo e com vantagens por utilizar material biol6gico que seria descartado
apo6s 0 nascimento, sem nenhum risco para a parte doadora. Porém, para viabilizar o
cultivo, faz-se necessario planejamento, cuidados e critérios a serem seguidos. Para isolar
e caracterizar células tronco foi imprescindivel dispor de material especifico, ambiente
adequado e profissional ético, dedicado e atento aos acontecimentos no ambiente de
cultivo. O corddo umbilical e a placenta de humano séo fontes de obtencéo de células-
tronco mesenquimais e reafirma a facilidade de sua obtencéo ap6s o parto. Esta pesquisa
vem somar aos estudos com células-tronco, que a GW e da placenta sdo fontes viaveis de
obtencdo de células capazes de restaurar tecidos, possibilitando ainda a criacdo de um
banco de células para futuras pesquisas e terapias celulares.

7 CONCLUSAO

e Os estudos, embora consistentes no cumprimento de seus protocolos, revelam
0 desafio no tratamento das estrias;

e A auséncia de tratamentos com eficacia, expdem a necessidade de protocolos
que nos leve a regeneracdo completa destas lesdes;

e Os ensaios clinicos randomizados de protocolos para tratamento de estrias ndo
evidenciaram eficacia terapéutica, necessitando de procedimentos que possam
reconstituir a pele;

e O material bioldgico oriundo da placenta e do corddo umbilical humano se
apresentou como fonte vidvel de obtencdo de células tronco, tendo com
vantagens a facilidade de cultivo, caracterizado pela facilidade de obtengéo
por se tratar de um material que seria descartado apds os procedimentos de

parto, envolvendo menos questdes €ticas e processos invasivos e sem dor.
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Para a expansdo e caracterizacdo das células tronco mesenquimais faz-se
necessario a definicdo de protocolo padronizado pela Sociedade Internacional
de Terapia Celular a orientar as pesquisas evitando as distor¢cGes nos seus

resultados.
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CONSIDERACOES FINAIS

Na literatura ndo consta nenhum relato sobre a existéncia de um protocolo padrao
para o isolamento das células-tronco de tecidos especificos.

O estudo concluiu que houve caracterizacdo em todas as fases das CTMs
provenientes da Geleia de Wharton, as células mesenquimais da Placenta Placa e
Vilosidade Cori6nica ndo completaram todas as suas fases de caracteriza¢do, porém
responderam de forma positiva as fases de caracterizacdo de Células Tronco quando
submetidas aos ensaios, e demonstram, dentro dos parametros, a capacidade de restaurar
tecidos, com isso poderem exercer funcdo de restauragdo dos componentes da estrutura
anatdmica e histologica.

Esses achados reforcam a tese de utilizacdo destas células na restauracéo da pele
que tenha sofrido descontinuidade, como € o caso das estrias dérmicas. Como foi relatado
na, revisao sistematica mostra os protocolos e seus resultados em busca da restauracéo da
pele com estrias dérmicas, concluindo que nenhum deles revelou-se eficaz. Portanto o
nosso estudo segue com esse objetivo buscando no cultivo e caracterizacdo das CTMs

proveniente da Geleia de Wharton e da Placenta como uma perspectiva terapéutica.
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TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Resolugdo n° 466/12 Conselho Nacional de Saude

A Sra. foi selecionada e estd sendo convidada para participar da pesquisa
intitulada: "CULTIVO E CARACTERIZACAO DE CELULAS-TRONCO
OBTIDAS DA GELEIA DE WHARTON E DA PLACENTA PARA USO NA
RESTAURACAO DA PELE HUMANA", que sera realizada no Laboratorio de
Cultura de Células do Nucleo de cultivo de células-tronco (NUPCELT) da UFPI sob
Orientacdo do Prof.2 Dr.2 Graca Medeiros (Dept. o de Farméacia-CCS/UFPI)

Justificativa e objetivos:

Colher e preparar segmentos do corddo umbilical e da placenta com finalidade de
cultivar e caracterizar as células-tronco destes tecidos para que sejam utilizadas com

finalidade de restauracdo da pele .
Procedimentos:

No dia do seu parto, apds o nascimento do seu filho, segmento do corddo umbilical
e da placenta, que iriam ser desprezados e posteriormente incinerados, serdo colhidos por
mim em recipiente estéril e trazido para o laboratério para ser processado em até 06 horas.
Sera retirada uma parte do corddo umbilical (a geleia de Wharton) e uma parte da
placenta(porcdo da membrana do lado do feto) de onde serdo obtidas células-tronco
mesenguimais(CTMSs) e células citotrofoplasmatica que serdo utilizadas na restauracao

da pele.
Forma de acompanhamento e assisténcia:

Os pesquisadores estardo a disposi¢do para quaisquer esclarecimentos adicionais

pessoalmente, por fone ou e-mail (modo de contato abaixo).
Garantias:

Garantia de esclarecimentos: Os pesquisadores esclarecerdo aos voluntarios quanto a

todos os aspectos da pesquisa, antes, durante e depois da mesma.



113

Liberdade de recusa a participacdo: Sua participacdo é voluntaria, isto é, a qualquer
momento vocé pode recusar-se a participar em qualquer fase da mesma ou de retirar seu

consentimento, sem qualquer penalizacéo ou prejuizo.
Sigilo: Seus dados pessoais serdo mantidos em sigilo.

Risco: Quais os risco para a doadora do corddo umbilical e placenta (gestante doadora)?
Vocé como doadora do corddo e da placenta, serd solicitada a participar desta pesquisa
em um momento de expectativas para o procedimento do seu parto, o qual reconhecemos
como o constrangimento esta solicitacdo neste momento. No entanto ndo é oferecido risco

adicional ao parto tanto parturiente (vocé), quanto para o neonato (seu filho).
Ressarcimento e indenizacéo:

N&o ha gastos previstos pela sua participacdo na pesquisa portanto ndo ha previsdo de
ressarcimento. N&o ha riscos previsiveis pela sua participacdo na pesquisa portanto nao
ha previsao de indenizacdo. O beneficio relacionado a sua participacdo sera de aumentar
o conhecimento cientifico na &rea de restauracdo de tecidos. A Sra. receberd uma copia
do termo de consentimento livre e esclarecido onde consta o celular/e-mail do
pesquisador responsavel, e demais membros da equipe, podendo tirar as suas davidas

sobre o projeto e sua participacgao, agora ou a qualquer momento.

Informac0es: Este termo de consentimento serd enviado em duas vias com as devidas

assinaturas: da orientadora, da pesquisadora e da participante.
Desde ja agradecemos!
Para contato com os pesquisadores:

Prof.2 Dr.2 Maria das Gracas Freire de Medeiros (mgfmedeiros@hotmail.com)
Fone: (86) 99976-8899
Prof. @ Mestranda Verdnica Mendes Soares (vmendes@ufpi.edu.br)
Fone: (86) 99981-0179.

Em caso de duvidas quanto aos seus direitos como voluntario de pesquisa entre em

contato com o Comité de Etica em Pesquisa Humana da UFPI. Endereco: Campus


mailto:mgfmedeiros@hotmail.com
https://www.google.com.br/search?q=ufpi+endere%C3%A7o&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LWT9c3NDIosSw2ydKSzU620s_JT04syczPgzOsElNSilKLiwENlIvFLgAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwjF6bDgo6zNAhXLZiYKHaQ6BuMQ6BMIgQEwFA
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Universitario Ministro Petronio Portella, s/n - Ininga, Teresina, Pl-Brasil, CEP: 64049-
550 Fone: (86) 3237-2332 (cep.ufpi@ufpi.edu.br).

B, e ettt e e et e e e e e bt eeeerrabaaaaaans concordo em
participar da pesquisa intitulada " CULTIVO E CARACTERIZACAO DE CELULAS-TRONCO
OBTIDAS DA GELEIA DE WHARTON E DA PLACENTA PARA USO NA RESTAURACAO DA
PELE HUMANA" e declaro estar ciente do inteiro teor deste TERMO DE
CONSENTIMENTO e estou de acordo em participar do estudo proposto, sabendo que
dele poderei desistir a qualquer momento, sem sofrer qualquer puni¢ao ou

constrangimento.

Voluntério Prof.2 Dr.2 Maria das Gracas Freire de Medeiros

Prof. 2 Mestranda Veronica Mendes Soares Testemunha

Teresina de de 2017.


mailto:cep.ufpi@ufpi.edu.br
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ANEXOS



UFPI- UNIVERSIDADE
FEDERAL DO PIAUf - CAMPUS
UNIVERSITARIO MINISTRO

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: CU_TIVO E CARACTERIZACAD DE CELULAS-TRONCO QOBTIDAS DA GELEIA DE
WHARTON E DA PLACENTA FARA USO NA BRESTALRACAOQ CA PELE HUMANA

Pesquisador: VEROMIGA MENDES SOATES

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 83781316 5 00005214

Instituicao Proponente: FUNDACAC UNIVEISIDADE FEDERAL DO FIAJI

Patrorinador Principal: Financiamsnto Propric

DADROS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.007.325

Apresentagio do Projeto:

Trata-se de projete de pesquisa intitulade CULTIVO E CAFACTERIZACAC DE CELULAS-TAONCD
CBTIDAS DA GELEIA DE WHARTON £ DA PLACENTA PARA JSO NA RESTAURACAQ DA FELF
HUMANA, que lem cema pesguisador responsavel o prof, [a) VERONICS MENDES SOARES.

Para o desenvelvimento da pesquisa, o pescuisadar apresanta como justificatva que o corddo umbilical
constiuido inlemamaate por sra esteiutura de tacido conjuntyo frouxo, conhacido comg Geldla de Wharton
{WJI, consliluida par tibras de colagenas e elasting, proteoglicanss. acids hialurdnica a ca ulas estromals
gque 530 Indicacdas come raspansaveis peld sinlese de componentes da matrz e do prépro cordao, pela
comunicagac celular @ pala sua conatr gao, sendo reicrdas come miolikrealasts:, Células-tronco
mesenguimas (CTMs) colhidas & aartir da WU “jovem” sao cansiderados muite mais proliteratvas.
IMunessUpresscras. 2 2lé masmo celu as-tronee terapeuticamerts ativas, do que as isoladas a parlir de
iontes de tecida, adultas mais velhos come as oblidas da medula dssea ou de tecide adiposn. Varias
evidéncias demaonstram terem as cehilas-tronco danvadas de WJ muitas vantagens potenciais como celulas
nansplantiavais pam tatamearta de varas dosngas (por exarplo. cancer. doenga hepatica crinca. doengas
canficvasculares, neryosos, carilagem & lesao 0o lendag), indicanda ne desenho do aestudo a utilizegao da
metcdologia expermental, com coleta de segmenias dos anexcs fetais, isalamento de celulas-

Bairro: Inirga CEP: 54.049-5¢0
CUF:F Municipio: TERZEINA
i Toefone: (E30237-2532 Fax: (83152372032 E-mai: oopafpPuipeedsbe
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Aos setcres de Admissao, Sala de Parto e Centro Cirdrgico da Maternidade

Dona Evangelina Rosa (MDER): Corro Presidente do comité de Etica am Pesquisa
da MDFER. auterizo a médica Verdnica Mendes Soaras mestrandz do curso de pos
graduagdo em ‘Saude da Mulher® pela Universidade Fedzral do Piaui [UFPI)
encontra — se autarizada a realizar coleta de segmentos do cordace umbilical e da
placenta destinados & pesquisa de isolamento e cultivo de cé ulas-tronce visando a
restauracadc de tecidos. Esta etapa & essancial para ¢ desenvclvimento do projeio
de pesquisa, o qual fo aprovado pslo Comité ce Etica e Pesquisa da UFPI e
obteve autorizagdo para ser dasenvolvida nesta instituicao hospitaiar. Documento
anexo: Termo de Consestimento assinado pela paciente doadora.

Teresina, 13 de Julho de 2017
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" Prof. Drodoantiria2 Parente

Presidente do comité de Ftica da MDER
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