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Uso de células-tronco cultivadas ex vivo na reconstrucao da superficie ocular

Use of stem cells cultured ex vivo for ocular surface reconstruction
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RESUMO

Lesdes na superficie ocular podem atingir as células-tronco do limbo e causar
deficiéncialimbica. A deficiéncialimbica é caracterizada pela conjuntivalizagéo,
que pode ser definida como a invasao do epitélio conjuntival sobre a cornea.
Este processo é acompanhado por graus varidveis de alteragdes corneanas,
como neovascularizacéo, inflamacdo, erosdes recorrentes, defeitos epiteliais
persistentes, destruicdo damembrana basal do epitélio e cicatrizagcdo estromal.
Frequentemente, estas alteraces estdo associadas a diminui¢do da acuidade
visual, fotofobia e desconforto ocular. O melhor tratamento para essa afeccao
ndo é conhecido e possibilidades variam em casos uni ou bilaterais. Entre os
tratamentos disponiveis, o transplante de limbo autélogo ou alégeno é um dos
mais utilizados. Para melhorar os resultados dos transplantes alégenos, alguns
pesquisadores utilizam o transplante de epitélio da cérnea cultivado em
laboratério pela expanséo ex vivo de células-tronco epiteliais limbicas. Mas
devido a limitada disponibilidade de tecido autélogo do limbo e o risco de
complicagdesassociadasaimunossupressao em transplante detecidoalégeno,
pesquisas de outras opgdes de células-tronco cultivadas ex vivo tém sido
descritas em fase experimental e clinica. Essa revisdo descreve os novos tipos
de células-tronco cultivadas ex vivo, seus resultados atuais e potencialidades
futuras.

Descritores: Células-tronco adultas/transplante; Amnio; Técnicas de cultura
de células/métodos; Células epiteliais/transplante; Ceratoconjuntivite/cirurgia;
Limbo da cérnea/citologia; Resultado de tratamento

ABSTRACT

Lesions on the ocular surface can destroy the stem cells from the limbus and
cause limbal stem cell deficiency. The limbal stem cell deficiency is marked by
conjunctivalization, which can be defined as the invasion of conjunctival
epithelium over the cornea. This process is accompanied by varying degrees
ofcornealchanges such as neovascularization, inflammation, recurrent erosions,
persistentepithelial defects, destruction of basement membrane ofepithelium
and stromal healing. Often, these changes are associated with poor visual
acuity, photophobia and ocular discomfort. The best treatment for this disease
is not known and varies in unilateral or bilateral cases. Among the treatments
available, transplantation of limbal autograft or allograft is one of the most
used. To improve the outcome of allotransplantation, some researchers use
the transplantation of corneal epithelium cultured in the laboratory by ex vivo
expansion of limbal stem cells, but due to limited availability of autologous
tissue from the limbus and the risk of complications associated with immuno-
suppression in allogeneic tissue transplantation, researches of others options
of stem cell cultured ex vivo have been described in experimental and clinical
stage. This review describes the new types of stem cells cultured ex vivo, their
current results and future potential.

Keywords: Adult stem cells/transplantation; Amnion; Cell culture techniques/
methods; Epithelial cells/transplantation; Keratoconjunctivitis/surgery; Limbus
cornea/cytology; Treatment outcome

INTRODUCAO

s superficies externas da cérnea e da conjuntiva sao

recobertas por epitélios altamente especializados, que

sao derivados de células precursoras genotipicamente
diversas. Ambos sdo epitélios do tipo escamoso estratificado
nao-queratinizado, formados por camadas de células que
continuamente se renovam e se regeneram. As camadas basais
contém células-tronco (CTs) semiquiescentes capazes de auto-
regeneracao e também de criar outras células que se diferen-
ciam e migram para a superficie externa, quando cessa a
divisao celular®.

Esses epitélios sdo separados entre si por uma zona de
transicao conhecida como limbo. Acredita-se que as palicadas
de Vogt localizadas no limbo contenham estruturas chamadas
criptas epiteliais limbicas que representam o nicho das CTs
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epiteliais corneanas®. Por outro lado, o nicho das CTs da conjun-
tiva humana esté localizado na camada basal das conjuntivas
palpebral, bulbar e forniceal, embora com maior concentra-
cdo de CTs no fornice superior. Essas CTs da conjuntiva ddo
origem a dois tipos de células: as células epiteliais da conjun-
tiva e as células caliciformes®.

O limbo apresenta caracteristicas especiais. O epitélio é
formado por 10 a 12 camadas de células, a camada de Bowman
estd ausente e a membrana basal do epitélio fica diretamente
em contato com o estroma, formado por fibras coldgenas menos
organizadas, vasos sanguineos, nervos, células de Langherans e
melandcitos. As CTs do limbo localizam-se na camada basal do
epitélio limbico juntamente com células amplificadoras tran-
sitorias (TACs)®. Além dessas caracteristicas anatdmicas, as CTs
sofrem a influéncia de citocinas, que exercem um controle
regulatério ainda pouco conhecido. De acordo com a sua fun-
cdo, as citocinas podem ser divididas em trés tipos®:

Tipo I: secretadas no epitélio com receptores no estroma
(TGFa,IL-1B, PDGF).

Tipo II: secretadas e com receptores no epitélio e estroma
(IGF-1,TGFB1,TGFB2, b-FGF).

Tipo lll: secretadas no estroma, enquanto seus receptores
sao encontrados no epitélio (KGF, HGF).

Segundo Tackécs, muitos destes fatores (KGF, HGF, NGF,
TGFB1,TGFB2, b-FGF) tém sido identificados na membrana
amnidtica humana, o que pode favorecer o crescimento de
células epiteliais in vitro®. Esse mecanismo molecular exerce
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controle regulatério sobre a diferenciacao celular do epitélio
da coérnea que ocorre com as células migrando em duas dire-
¢des, uma vertical em direcdo a superficie do epitélio e a outra
horizontal em direcdo ao centro da cérnea.

Nesta populacdo de células limbo-corneanas, o tamanho
se correlaciona com a diferenciacdo celular e a capacidade
proliferativa. As CTs sdo as menores em tamanho, com alta
relacédo nucleo: citoplasma, com maior densidade celular na
camada basal, e também apresentam caracteristicas de ciclo
celular lento®. Devido a auséncia de um marcador especifico
para CTs, procura-se diferenciar globalmente o seu fenétipo
por marcadores positivos e negativos (Tabela 1)©.

DEFICIENCIA LIMBICA E SUAS CAUSAS

A integridade da superficie ocular e sua capacidade de auto-
regeneracao dependem da presenca de um numero adequa-
do de CTs. Diversas afeccdes podem destruir as CTs do limbo
e causar deficiéncia limbica, parcial ou total”. Prabhasawat et al,
baseados nos seus achados de citologia de impressédo, estabe-
leceram uma classificacdo da deficiéncia limbica em duas
categorias distintas: 1- Aplasia ou perda total das células-
tronco limbicas devidas a destruicdo; e 2- Perda gradual das
células-tronco limbicas devida ao suporte estromal insuficien-
te (Figura 1)". Os pacientes incluidos na primeira categoria
tém histéria clinica identificavel de destruicdo do limbo e
consequente perda das células germinativas limbicas, como
por exemplo, nas queimaduras quimicas oculares, sindrome
de Stevens Johnson, penfigdide ocular cicatricial, multiplas
cirurgias ou crioterapia na regido do limbo, ceratopatia indu-
zida por lente de contato, ceratites infecciosas graves e toxici-
dade induzida por antimetabdlitos. Os incluidos na segunda
categoria ndo apresentam histéria prévia de destruicao, mas
evoluem com perda gradual da fungdo das células-tronco
limbicas, provavelmente devida ao suporte insuficiente do
microambiente estromal limbico, como por exemplo, na ani-
ridia, ceratite associada a deficiéncias enddcrinas multiplas,
ceratopatia neurotréfica (neural ou isquémica), desordens in-
flamatorias periféricas e limbites cronicas, ceratopatia indu-
zida por irradiacdo, pterigio e idiopaticas.

TRATAMENTO DA DEFICIENCIA LIMBICA

O tratamento da deficiéncia limbica unilateral é o trans-
plante autdlogo de limbo (CLAU)®. J& na deficiéncia limbica

total bilateral, a auséncia de tecido limbico autélogo saudavel
torna necessaria a obtencdo de uma fonte externa de CTs
epiteliais corneanas. Essa fonte pode ser obtida pelo trans-
plante de limbo do anel corneocescleral de olhos vidveis de
cadaver (KLAL) ou do limbo e conjuntiva de doador cadéaver
(c-CLAU) e do transplante alégeno de conjuntiva de doador
vivo relacionado (Ir-CLAU) (parentes de primeiro grau)®.

Outra opcao usada no tratamento da deficiéncia limbica é
o transplante de membrana amnidtica, associado ou nao ao
transplante de limbo alégeno (de doador cadaver)®. Nos casos de
deficiéncia limbica parcial, o transplante de membrana amnio-
tica é suficiente para reconstruir a superficie ocular, sendo,
entretanto, necessario associar o transplante de limbo nas
deficiéncias limbicas totais.

Apesar do transplante de limbo alégeno, seja de doador
caddver ou de doador vivo, ter sido um marco no tratamento
da deficiéncia limbica bilateral, torna-se claro que o entusiasmo
inicial tem se retraido com a observacédo de que muitos desses
enxertos acabam falindo a longo prazo, o que contrasta com a
excelente sobrevida dos enxertos autélogos®. Como alterna-
tiva para os casos bilaterais, novas técnicas de cultivo de CTs
vém sendo desenvolvidas.

BIOENGENHARIA TECIDUAL UTILIZANDO CELULAS-TRONCO
EXPANDIDAS EX VIVO

A medicina regenerativa ou terapia celular procura em-
pregar CTs embrionérias ou adultas, direcionando sua diferen-
ciacdo no sentido de um tecido especifico para repor ou
reparar tecidos lesados. Com os avangos da bioengenharia de
tecidos, tornou-se possivel reproduzir o tecido desejado no
laboratorio para ser transplantado. CTs cultivadas ex vivo do
limbo, mucosa oral, conjuntiva e membrana amnidtica ja fo-
ram transplantadas em humanos.

OBTEN(;AO DE TECIDO E CULTIVO EM LABORATORIO

O primeiro passo para o cultivo de células ex vivo é realizar
a bidpsia. O tamanho da bidpsia e o local dependem da
técnica empregada e da origem das CTs. A bidpsia de limbo
varia de 1-3 mm? x 2 mm? (6mm?), podendo ser realizada no
olho contralateral saudével, de doador HLA compativel ou de
cadaver. A bidpsia de conjuntiva varia de 2 mm? x 3 mm?,
obtida geralmente do férnice superior. No caso da biopsia de
mucosa oral, o tamanho varia de 2-3 x 9 mm?"". Essas bidpsias

Tabela 1. Resumo da distribuicdo dos marcadores das células-tronco epiteliais na cérnea e no limbo

Limbo Cornea

Marcadores Basal Suprabasal Basal Suprabasal
P63 et + - _
ABCG-2 +++ + - _
Integrina o9 +++ + - R
Integrina B1 +++ + +++ ++
EGFR +++ + +++ ++
A-enolase - +++ + ++ +
Integrina o6 +++ + ++ +
Nestina - +++ + +++
E-caderina - +++ e+
Conexina 43 - +++ Tt
K3 - +++ +++ +++
K19 +++ + +++ 4+

Fonte:Chen®
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Figura 1. Pacientes com deficiéncia limbica secundaria a aplasia ou destruicdo das células-tronco limbicas: queimadura quimica (A), sindrome de
Stevens-Johnson (B), multiplas cirurgias (C), e penfigdide ocular cicatricial (D). Deficiéncia limbica secundéria a perda gradual das células-tronco
limbicas devido ao suporte estromal insuficiente: sindrome poliglandular autoimune (E), estafilococcia (F), idiopatica (G), aniridia (H) e pterigio (I).

podem ser cultivadas ex vivo de duas formas: sistema de cultura
em explante e suas variacdes, e sistema de cultura em suspen-
sao (Figura 2)".

O sistema de cultura em explante utiliza a membrana
amnidtica, que atua como um substrato e carreador para as
células cultivadas (Figura 3). A membrana amnidtica pode ser
epitelizada ou desepitelizada através de vérias técnicas como
a digestdo enzimatica, tratamento quimico ou mecanico. Ha
controvérsias em relacdo a utilizar membrana amnidtica com
ou sem seu epitélio na expansao ex vivo das CTs do epitélio
corneano para reconstrucdo da superficie ocular. Alguns traba-
Ihos mostram os beneficios da membrana intacta, pois man-
tém as células em um estado indiferenciado, com um maior
potencial de CTs, porém com limitada formacédo de estruturas
de adesdo, o que pode comprometer a viabilidade das células
transplantadas. Por outro lado, outros autores observaram
melhores resultados com a membrana desepitelizada, com
formacéo de epitélio mais confluente e com maior nimero de
estruturas de adesdo, o que aumenta a seguranca do procedi-
mento"?.

A composicdo do meio de cultura é muito importante no
cultivo celular. Os meios de cultura contém nutrientes e mito-
genos que estimulam as CTs epiteliais a proliferarem e migra-
rem do explante para cobrir a superficie da membrana amnio-
tica, o0 que ocorre entre 14-28 dias (Tabela 2). Soro fetal bovino
ou outros produtos de origem animal sdo usados em todos os
estudos. Para reduzir os riscos de transmisséo de virus e prions,
alguns autores substituiram o soro bovino por soro autélogo
do paciente com sucesso™. Um processo adicional chamado

“air-lifting” é usado por alguns pesquisadores. Este processo
requer que o nivel do meio de cultura seja baixado ao nivel da
superficie do epitélio. Isto promove a estratificacao e diferen-
ciacao do epitélio"".

O sistema de cultura com explante e fibroblastos 3T3 de
camundongos é uma variacdo da técnica de cultura em ex-
plante". Ela usa uma camada adicional de fibroblastos 3T3
isolados de embrides de camundongos. Tanto a membrana
amnidtica quanto os fibroblastos 3T3 inibem a diferenciacdo
das células corneanas in vitro, o0 que permitem a expansdo da
populacdo de CTs!™,

O sistema de cultura em suspensao utiliza a enzima dis-
pase para digerir o coldgeno da membrana basal com conse-
quente liberacdo das células epiteliais do estroma da bidpsia
colhida e a tripsina para separar as células epiteliais limbicas
entre si. A suspensdo de células é entdo colocada sobre um
substrato que pode ser a membrana amnidtica ou disco de
cultura com fibroblastos 3T3 de camundongos em meio de
cultura especifico. Quando a confluéncia é atingida, as células
sdo transferidas para superficie ocular através de carreadores
como a membrana amnidtica, lentes de contato, gaze de
parafina, campo de coldgeno ou gel de fibrina"".

A evidéncia da presenca de CTs é baseada nas seguintes
caracteristicas: habilidade das células formarem colénias em
meio de cultura (somente CTs possuem essa habilidade); ané-
lise imuno-histolégica do tecido mostrando a formagao de um
epitélio bem formado, com estruturas tipicas e expressando
marcadores de epitélio; e regeneragdo do epitélio corneano e
sobrevida a longo prazo em olhos com deficiéncia limbica total.
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Figura 2. Apos a realizagao da bidpsia, o explante tecidual pode ser cultivado em dois sistemas de cultura. No sistema de cultura
emexplante, o explante tecidual é cultivado sobre membranaamniéticae meio de culturacom ou sem uma camadaalimentadora

de fibroblastos 3T3. No sistema de cultura em suspensao,

o explante tecidual é submetido a digestao enzimatica de dispase e

tripsina. As células em suspensdo podem ser cultivadas sobre membrana amnidtica ou placa de cultura com adicdo de camada

alimentadora de fibroblastos 3T3.

’A

Figura 3. Exemplo de cultivo de células-tronco da conjuntiva expandidas em laboratério. Bidpsia realizada no férnice superior (A). Explante tecidual
sendo colocado sobre membrana amnidtica desepitelizada presa ao insert de cultura e meio de cultura DMEN: F12 (B). A expansao das células
epiteliais sobre a membrana amnidtica é observada no microscopio de contraste de fase invertido (C).

TRANSPLANTE DE CELULAS-TRONCO EPITELIAIS LIMBICAS
EXPANDIDAS EX VIVO

Pellegrini et al.foram os primeiros a publicarem os resul-
tados da expansao ex vivo de suspensdo de CTs epiteliais do
limbo no tratamento da deficiéncia limbica em humanos!.
Posteriormente, vérios autores'*?¥ publicaram trabalhos com
bons resultados (Tabela 3).

Esta técnica tem vantagens tedricas sobre o tratamento
convencional. Em relacdo a CLAU e Ir-CLAU, a bidpsia limbica
requerida é substancialmente menor. Isto minimiza o risco de
inducdo de deficiéncia limbica no olho doador e ainda man-
tém o limbo vidvel para que uma nova bidpsia possa ser rea-
lizada futuramente. Outra vantagem sobre KLAL e Ir-CLAU é
reduzir o risco de rejeicdo devido a auséncia de células de
Langerhans apresentadoras de antigeno nas células cultivadas
ex vivo. Contudo, no caso de deficiéncia limbica bilateral, a
alternativa é usar uma fonte alégena de células limbicas, com
necessidade de imunossupresséo sistémica, ou usar outra fon-
te autdloga de células epiteliais.
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Segundo Shortt et al,, quando analisados os resultados dos
trabalhos com dados suficientes para interpretar os critérios
de sucesso do transplante de células do limbo cultivadas ex
vivo para o tratamento de deficiéncia limbica, uma melhora dos
parametros clinicos foi encontrada em 131 (77%) de 170 olhos
(variacao de 33-100%)"". Alguns autores demonstraram que o
padrdo imunocitoquimico e histopatolégico dos epitélios cul-
tivados ex vivo transplantados eram compativeis com o fe-
nétipo corneano™,

TRANSPLANTE DE CELULAS-TRONCO EPITELIAIS DA
MUCOSA ORAL EXPANDIDAS EX VIVO

Varios pesquisadores publicaram os resultados da recons-
trucdo da cérnea na deficiéncia limbica bilateral total utilizan-
do tecido da mucosa oral autéloga cultivada ex vivo (Tabela 4)@529,
A taxa de sucesso relatada foi de 67 a 100%. Uma vantagem do
uso dessas CTs é poder prescindir da imunossupressao. No
entanto, alguns problemas com essa técnica ainda persistem.
A taxa de neovascularizagdo corneana periférica, que pode



interferir nos resultados de possiveis transplantes, é muito
alta, mas sem progresséo para conjuntivalizagdo e diminuicéo
da acuidade visual. Em certas doencgas autoimunes, como o
penfigdide ocular cicatricial, a mucosa oral pode teoricamen-
te secretar um antigeno de membrana basal, fazendo essa
fonte de tecido menos desejavel neste grupo de pacientes.
Por ultimo, o uso de tecido de origem ocular é sempre
preferivel sobre tecido de origem nao-ocular”.

TRANSPLANTE DE CELULAS-TRONCO EPITELIAIS DA
CONJUNTIVA EXPANDIDAS EX VIVO

Em 1999, Pellegrini et al. conseguiram identificar CTs con-
juntivais uniformemente distribuidas na conjuntiva bulbar e
dos férnices®. Esses autores também evidenciaram a presenca
de células caliciformes em culturas de células amplificadoras
transitorias, sugerindo uma origem comum a das células epite-
liais conjuntivais, porém com diferenciacdo mais tardia. Como
o transplante de células conjuntivais teve sucesso em recons-
truir algumas doencas da superficie ocular?, Ang et al. testa-
ram em modelos de coelhos com deficiéncia limbica a possi-
bilidade de utilizar a cultura de epitélio conjuntival humano

Tabela 2. Componentes basicos e suplementos de
meio de cultivo de células epiteliais

Componentes (unidade) Concentracao
DMEM:Ham's F12 1:1
Soro bovino fetal (%) 5-10
Soro autélogo do paciente (%) 10
EGF (ng/ml) 5-10
Insulina (ng/ml) 2,5-5
Transferrina (pug/ml) 5
Selenito de sédio (ng/ml) 5
Hidrocortisona (ug/ml) 0,1-0,5
Toxina colérica subunidade A (ng/ml) 30-100
DMSO (%) 0,5
Triiodotironina (nmol/ml) 2
Penicilina/estreptomicina (1U/ml) 10
Gentamicina (ug/ml) 50
Anfotericina B (ug/ml) 1,25

Ricarpo JRS, Gomes JAP.

como alternativa ao transplante de epitélio corneano®. Eles
mostraram que o transplante de células epiteliais da conjun-
tiva cultivadas ex vivo tinham resultados clinicos equivalentes
ao transplante de células epiteliais limbicas cultivadas ex vivo.
(Figura 4).

TRANSPLANTE DE CELULAS-TRONCO EPITELIAIS DA
MEMBRANA AMNIOTICA HUMANA EXPANDIDAS EX VIVO

Parmar et al.®" publicaram os resultados do transplante de
células epiteliais da membrana amnidtica humana na recons-
trucdo da superficie ocular de 3 pacientes com defeito epi-
telial persistente secundario a queimadura quimica (1) e cera-
topatia neurotrdéfica (2). Eles conseguiram restaurar o epitélio
corneano em todos 0s casos.

TRANSPLANTE DE CELULAS-TRONCO DA POLPA DO
DeNTE DE LEITE (CTPD)

As CTPD expressam positividade para marcadores de CTs
mesenquimais e, no seu estado indiferenciado, expressam um
grupo de marcadores de superficie celular embrionarios®?.
Devido ao enorme potencial de diferenciacdo epitelial das
CTPD resolvemos testar essas CTs na deficiéncia limbica. Nu-
ma primeira fase, obteve-se a diferenciacdo das CTPD em
células epiteliais com caracteristicas de CTs epiteliais lim-
bicas. Estudos ultraestruturais, imuno-histoquimicos e molecu-
lares demonstraram que estas células, quando cultivadas em
meio de cultura apropriada, apresentam morfologia e expres-
sdo antigénica epitelial progenitora (positividade para cito-
queratina 3, 18, p63, conexina 43 e ABCG2)®®. Numa segunda
fase, apos o transplante em olhos de coelhos com deficiéncia
limbica, as corneas foram avaliadas por microscopia éptica e
eletronica e por imunofluorescéncia com uso de microscopia
confocal para caracterizacao celular. Os achados comprovaram
que as CTPD transplantadas foram incorporadas na superficie
corneana e diferenciaram-se em células com fenétipo epite-
lial que expressavam antigeno das CTPD humanas e antigenos
epiteliais (citoqueratina 3, 18, p63 e beta-1)B%. Atualmente
estd em andamento protocolo para o uso dessas CTs em
pacientes com deficiéncia limbica total.

TRANSPLANTE DE CELULAS-TRONCO DE OUTRAS LINHAGENS

Células-tronco de outras origens também podem servir
como fonte autéloga no tratamento de doencas da superficie
ocular. Além da mucosa oral, conjuntiva e dente de leite,

Tabela 3. Estudos que utilizaram transplante de células epiteliais limbicas cultivadas ex vivo no tratamento de deficiéncia

limbica em humanos

Numero de olhos/ Origem Seguimento
Autor/ano pacientes do tecido Imunossupressor Etiologia Taxa de sucesso (meses)
Pellegrini'* 1997 2/2 Auto Néao Queimadura 2/2 (100%) 24
Schwab' 1999 19/18 Auto/Alo Néo Multiplas 12/19 (63%) 10 (2-24)
Tsai'® 2000 6/6 Auto Nao Mdltiplas 6/6 (100%) 15 (12-18)
Rama'” 2001 18/18 Auto Néao Queimadura 14/18 (78%) 17,5 (12-27)
Kolzumi'® 2001 13/11 Alo Sim Multiplas 12/13 (92%) 11,2 (9-13)
Daya'® 2005 10/10 Alo Sim Mdltiplas 7/10(70%) 28 (12-50)
Sangwan? 2006 88/86 Auto Nao Mdltiplas 57/78 (73,1%) 29,5 (25-34)
Nakamura?' 2006 9/9 Auto/Alo Sim Multiplas 9/9 (100%) 18,3 (3-40,5)
Shortt 22008 10/10 Auto/Alo Sim Multiplas 7/10 (70%) 8,7 (6-13)
Gomes? 2009 1/1 Alo Sim Idiopética 1/1 (100%) 12
Rama®* 2010 113/112 Auto Néo Queimadura 76,6% 120

Auto= autdlogo; Alo= alégeno
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UsO DE CELULAS-TRONCO CULTIVADAS EX VIVO NA RECONSTRUCAO DA SUPERFICIE OCULAR

Tabela 4. Estudos que utilizaram transplante de células epiteliais da mucosa oral cultivadas ex vivo no tratamento de

deficiéncia limbica em humanos

Autor/ano Numero de olhos/pacientes  Origem Imunossupressor  Etiologia Taxadesucesso Seguimento (meses)
Nishida 2004 4/4 Auto Ndo M 4/4 (100%) 14 (13-15)
Nakamura® 2004 6/4 Auto Nao M 6/6 (100%) 13.8
Inatomi*’2006 15/12 Auto Nao M 10/15 (67%) 20

Ang?® 2006 10/10 Auto Ndo M 10/10 (100%) 126

Auto= autélogo; M= multiplas etiologias

Figura 4. Apos o cultivo das células-tronco epiteliais da conjuntiva em laboratério, o paciente com deficiéncia limbica é submetido a ceratectomia
superficial (A). As células-tronco expandidas sobre a membrana amnidtica sdo transferidas para a superficie corneana preparada (B). A membrana
amniodtica cultivada é recoberta com uma membrana amnidtica com fungao protetora e suturada com nylon 10-0 (C).

alguns estudos vém utilizando outras fontes como as células
mesenquimais da medula 6ssea®, a epiderme® e o foliculo
pilosot”. Blazejewska et al.®” relataram a transdiferenciacao
das células-tronco do foliculo piloso em células corneanas in
vitro. Eles observaram padrdo imunocitoquimico e morfologia
celular compativel com células corneanas.

CONSIDERAGCOES FINAIS

Mesmo com um grande numero de estudos experimentais
na reconstrucéo da superficie ocular por vérios grupos, algu-
mas questdes ainda precisam ser respondidas.

A quantidade de CTs presentes na cultura de células
ex vivo ainda néo foi determinada

O comportamento dessas células transplantadas no pa-
ciente ainda nado é conhecido. Mesmo com trabalhos mostran-
do a restauracdo do epitélio corneano apos o tratamento de
corneas com deficiéncia limbica total, isto ndo é uma evidén-
cia direta que CTs do limbo transplantadas tenham sobrevivi-
do. De fato, Daya et al.™ demonstraram por analise de PCR,
que olhos que receberam CTs epiteliais do limbo de doado-
res ndo apresentavam mais o DNA do doador entre 7 a 9 meses
apos o transplante, mas que o epitélio era reposto pelas células
do hospedeiro. A renovacgdo do epitélio corneano, provavel-
mente, é mantida a longo prazo, pela ativagcdo de CTs do
limbo residuais latentes que podem ser estimuladas a se
multiplicarem apds transplante de células limbicas ex vivo. Como
alternativa, o epitélio transplantado de alguma forma pode for-
necer estimulos quimiotaticos para células progenitoras
circulantes na corrente sanguinea ou diretamente a partir da
medula 6ssea para preencher a superficie ocular com mais
células.

Estudos recentes mostram que existem células oligopo-
tentes localizadas na regido central da cérnea®=%. Essas células
podem ser responsaveis pela manutencao do epitélio cornea-
no a curto e médio prazo nos casos que nao tenham lesao
deste epitélio. No caso de leséo, a capacidade de regeneragcéo
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dessas células é superada, sendo necessaria a existéncia de CTs
do limbo para renovar o epitélio. Esse conceito é importante
no transplante de células epiteliais cultivadas ex vivo, porque
o tipo de CTs transplantadas, oligopotente ou pluripotente,
pode determinar a sobrevida das células transplantadas a longo
prazo.

Os componentes estruturais e funcionais do nicho das CTs
do limbo ainda nao séo totalmente conhecidos. A descoberta
de fatores-chaves deste nicho que controlam o comportamen-
to das CTs do limbo pode permitir a aplicacdo nos meios de
cultura ex vivo e tornar o cultivo dessas CTs mais eficientes.
Infelizmente, ainda ndo existem marcadores moleculares defi-
nitivos para identificar as CTs. O P63 e o ABCG2 sdo, no momen-
to, os candidatos lideres para essa funcéo.

Um maior tempo de seguimento, padronizagdo dos crité-
rios de sucesso utilizados nos trabalhos, desenvolvimento de
um método que detecte essas células transplantadas, defini-
cao de quais as melhores indicacdes para essa técnica, qual a
melhor fonte de CTs autdlogas para serem transplantadas nos
casos bilaterais, ainda precisam ser definidos.

E preciso comparar os resultados do transplante de células
epiteliais cultivadas ex vivo com ceratopréteses tipo | e ll, que
vém apresentando avangos no tratamento de pacientes com
deficiéncia de células-tronco do limbo*“?,

Apesar dessas incertezas, os trabalhos vém demonstrando
excelentes resultados no uso das células-tronco cultivadas ex-
vivo na reconstrugao da superficie ocular. Até o momento, essa
técnica é empregada em carater experimental, mas diante
dos resultados obtidos, esse procedimento tem um enorme
potencial para se tornar a opcdo de escolha no tratamento de
pacientes com doencas da superficie ocular, principalmente
nos casos de deficiéncia limbica total.
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