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Introdugao

Avangos no campo das células-tronco proporcionaram muita perspectiva para uso
destas células na regeneragdo dos tecidos oculares danificados por doengas as quais
ndo possuem tratamento disponivel até o momento. Terapia baseada com células-
tronco para regeneragdo e reparo ocular constitui uma esperanga para a restaura-
¢do da fungdo visual em individuos com tecido oculares irreversivelmente danifica-
dos por doenga ou trauma. Até o presente momento, somente as células LESC para
o reparo da cornea apresentam aplicagdo clinica reconhecida no campo da oftalmo-
logia. Experiéncias adquiridas com esta abordagem poderdo potencialmente ajudar
com o desenho de terapias baseadas em células-tronco para regenerar outros teci-
dos oculares particularmente a retina. Utilizagdo de células-tronco adultas para
tratamento de doengas degenerativas da retina tem sido testada e também sua viabi-
lidade para utilizagdo em humanos. Apesar de muitos problemas praticos, existe um
otimismo geral entre a comunidade médica e cientifica que a terapia baseada nas
células-tronco para restaurar a fungdo visual pode tornar-se realidade em um futuro
ndo muito distante. Neste manuscrito, foi realizada uma revisdo do estado atual e
limitagdes na aplicagdo de células-tronco para terapia ocular e consideramos as
perspectivas futuras de seu uso na restaura¢do da visdo. Rev. Bras. Hematol.
Hemoter. 2009;31(Supl. 1):120-127.
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a terapia celular ainda apresenta diversos problemas a serem
resolvidos para a sua aplicabilidade.

Recentes avangos no campo da pesquisa das células-
tronco tém voltado suas atengdes na aplicagdo da terapia
celular para regenerar tecidos oculares que tém sido danifi-
cados por uma doenga degenerativa ou injuria. Alguns estu-
dos, inclusive clinicos, tém demonstrado a viabilidade de se
utilizarem as células-tronco para reparar ou regenerar o epitélio
da cornea.! E compreensivel que a superficie da cornea con-
siste em uma area anatomica facil para utilizagdo da terapia
celular, pois estas células poderiam ser implantadas sem usar
métodos invasivos. Entretanto, outros tecidos oculares como
aretina e epitélio pigmentado da retina (EPR) consistem em
estruturas complexas responsaveis pela fungao visual e que

Diferentes partes do olho derivam de diferentes tipos
de tecido embrionario: a retina neurossensorial ¢ o EPR tém
origem neuroectoderma; a esclera, cornea e ivea originam do
mesoderma, e o cristalino, do ectoderma.? Portanto, a regene-
racdo de diferentes tecidos oculares possui um grande desa-
fio devido a sua diversidade e também na complexidade de
sua via neural representada pelas células da retina e nervo
otico. Neste contexto, a viabilidade da regeneracdo pode de-
pender da complexidade dos tecidos a serem reparados. Por
exemplo, a regeneragdo do EPR pode consistir em um alvo
relativamente facil para as células-tronco por ser uma simples
monocamada de células. A retina neural, entretanto, pode re-
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querer protocolos mais complexos para sua regeneragao, pois
apresenta multicamadas formadas de neurdnios e células
gliais. Durante uma fase inicial da doenga, a regeneragao de
um tipo de célula neural atingida pode ser mais facil do que
em um estagio mais avangado da doenga onde outros tipos
de neurdnios foram comprometidos. Qualquer situagdo de
reparo ¢ regeneracdo das células da retina ndo necessitara
somente do entendimento do mecanismo molecular que pro-
move a diferenciagdo em neurdnios funcionais e glia, mas
também dos requisitos para uma bem sucedida migragao,
integragdo e sobrevida das células transplantadas. Isto ¢ de
uma importancia especial, pois a retina, quando em um pro-
cesso de sofrimento e tentativa de reparo, pode ter perdido a
integridade neural, exibindo componentes inflamatorios e
gliais que poderiam dificultar a regeneragao das células trans-
plantadas. Neste trabalho nds resumimos os resultados obti-
dos, até o momento, da utilizagdo das células-tronco para
reparo e regeneracdo dos tecidos oculares e também possi-
veis solugdes para vencer os obstaculos no caminho da res-
tauragdo visual baseado na terapia celular.

Células-tronco e o desenvolvimento da retina

E de conhecimento, ha tempos, que peixes e anfibios
tém a habilidade de regenerar a retina neural através da vida
e que as células-tronco capazes de regenerar a retina nestas
espécies estdo localizadas na margem ciliar.* A presenca de
células-tronco na margem ciliar da retina foi também docu-
mentada em algumas aves e pequenos mamiferos* e, mais
recentemente, estudos tém identificado células-tronco da re-
tina na mesma regifo no olho humano.*> Além disso, as célu-
las gliais de Miiller tém mostrado ter um potencial para rege-
nerar novos neurénios em resposta a um dano agudo na
retina de filhotes de aves® e ratos.” A caracteristica neuro-
génica exibida pelas células gliais de Miiller no olho adulto
tem sido demonstrada no peixe (zebrafish), a glia da Miiller
forma um nicho de células-tronco e elas sdo habeis em gerar
células-tronco retinianas apds uma injuria local.® Outro as-
pecto interessante ¢ que investigacdes mais recentes tém
identificado uma populagao de cé¢lulas gliais de Miiller com
caracteristica de células-tronco na retina humana de adulto,’
0 que sugere que a retina humana, semelhante a do zebrafish,
pode ter um potencial para regeneragao.

Durante o desenvolvimento, as células gliais de Miiller
¢ os neurdnios da retina compartilham de um progenitor co-
mum que ¢ multipotente para todos os estagios da histo-
génese da retina.'” Esta evidéncia deriva do exame da carac-
teristica de uma célula progenitora de um camundongo
transferida por um retrovirus, o qual gera clones contendo
mais de trés tipos de neurdnios, onde, dentre outros, contém
uma combinagédo de neurdnios e glia de Miiller, glia de Miiller
somente ou um simples tipo de neurénio.'’Estudos da neuro-
génese da retina em pequenos vertebrados tém mostrado
que a geracdo de neurdnios da retina segue uma sequéncia
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evolutiva, na qual as células ganglionares da retina, fotorre-
ceptores cones, células horizontais e uma populagdo de
células amacrinas, nascem durante estagios iniciais da histo-
génese da retina, enquanto células bipolares, glia de Miiller e
a maioria dos fotorreceptores bastonetes nascem durante
estagios finais da histogénese."

Critérios para escolher a fonte de células-tronco
para transplante da retina humana

Estudos experimentais em 1980 buscaram respostas com
relacdo a regeneragdo da fungdo visual, incluindo transplan-
te de olhos inteiros para salamandras geneticamente sem
olhos,' implante de nervos periféricos em retina de ratos
adultos' e enxerto de retina de rato em fase embrionaria em
uma determinada lesao da retina de uma rato adulto.'* Desde
entdo, muitas técnicas para regenerar a retina t€ém sido tenta-
das em varios modelos experimentais usando células -tronco
derivadas de diferentes fontes. Estas incluem células deriva-
das do cérebro,'® células progenitoras da retina, embrionari-
as, epitélio ciliar e células tronco de olhos pos-natal,'® células
embrionarias humanas,'’ células-tronco mesenquimais do
corddo umbilical,' células-tronco derivadas da medula 0s-
sea'® e células-tronco de Miiller.” Entretanto, apesar de in-
tensa pesquisa neste campo, os dados ainda néo sdo sufici-
entes ¢ evidentes para sabermos sobre a integracdo das
células-tronco com a retina, sobrevida em longo prazo do
enxerto, ou o grau de restaurago visual.

A retina neural humana

A retina neural humana, semelhante a de qualquer ma-
mifero, ¢ organizada em trés diferentes camadas de células
nucleares que abriga seis diferentes tipos de neurdnios e
cerca de sessenta subtipos neuronais. A camada externa
contém as células fotorreceptoras (neuronios sensiveis a
luz); a camada média (também conhecida como nuclear in-
terna) contém as células bipolares, amacrinas e células ho-
rizontais; e a camada mais interna (também conhecida por
camada ganglionar) predominantemente contém as células
ganglionares e células amacrinas.”® Apos estimulo visual,
todos os neurdnios da retina sofrem uma complexa cascata
de interagdes neurais através da ativagdo de caminhos
sinapticos, o qual, finalmente leva ao transporte das men-
sagens visuais pelas células ganglionares via nervo 6tico
para o cérebro. Este processo complexo requer conecgoes
intactas dos axonios, as quais sdo perdidas em processos
degenerativos da retina e uma potencial restauragdo da fun-
¢ao visual criticamente depende se os neurdnios transplan-
tados podem restabelecer a dindmica deste caminho neural.
O sucesso em potencial das terapias baseadas no uso de
células-tronco pode, portanto, depender se as células im-
plantadas podem diferenciar-se em diferentes neurdnios da
retina e se estes neurénios podem restabelecer os diferen-
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tes caminhos sinapticos dos neurdnios dentro da retina hos-
pedeira.

Embora um progresso significativo tenha sido feito nos
anos recentes através do entendimento do mecanismo mole-
cular, que determina a especificacdo das células da retina no
peixe, anfibios e pequenos vertebrados, e existe uma sobre-
posi¢do na expressdo de marcadores progenitores da retina
humana em desenvolvimento como em outras espécies,> é
bem reconhecido que existe ainda muito a se aprender sobre
os sinais que levam ao desenvolvimento neuronal especifico
no olho humano. Neste contexto, embora tipos diferentes de
células-tronco possam potencialmente ser usados para rege-
neragdo da retina humana doente, pode ser mais apropriado,
como sugerido em recentes estudos,? o uso de células-tron-
co adultas que ja passaram por estagios cruciais de desen-
volvimento, tornando-as comprometidas em se diferencia-
rem em neurdnios da retina. Isto poderia desviar extensivos
procedimentos que necessitariam de uma diferenciagdo in
vitro das células embrionarias, hematopoéticas, mesenquimais
ou células-tronco cerebrais em células progenitoras da reti-
na, especialmente por ndo sabermos profundamente os cami-
nhos moleculares necessarios para tal diferenciagdo. Além
disso, para o estado de diferenciagdo das células-tronco po-
tencialmente usadas para o transplante, consideragdo espe-
cial devera ser dada também ao meio no qual estas células-
tronco serdo transplantadas. Desde que a retina doente nao
¢ um meio permissivo no qual as células-tronco poderiam
facilmente se integrar, o tecido danificado que necessita de
reparo também necessitara de terapias adjuntas para modifi-
car amatriz celular e facilitar a integragdo funcional das células-
tronco. Portanto, o uso de células-tronco adultas no olho
humano tem sido apresentado, e esta claro que estas células
podem ter vantagens em termos de aplicacdo clinica imedia-
ta, seguranga e viabilidade para o transplante.?

Caracterizagao e isolamento das células-tronco
da retina

As células-tronco da retina podem ser isoladas e indu-
zir a proliferagdo in vitro de olhos adultos e fetais por uma
dissociagdo enzimatica, seguida por cultura na presenca de
fatores de crescimento, como fator de crescimento de fibro-
blastos (Fibroblast growth factor — FGF-R) e fator de cresci-
mento epitelial (Epidermal growth factor — EGF-R).> Diver-
sos marcadores tém sido identificados, permitindo a caracte-
rizagdo destas células, incluindo nestin ¢ BIII tubulin,***
bem como varios fatores de transcri¢ao e proteinas expressa-
das pelas células-tronco da retina durante seu desenvolvi-
mento in vivo. Alguns fatores conhecidos, considerados im-
portantes para caracterizar cé¢lulas-tronco da retina incluem:
(1) Sonic hedgehog protein (Shh), a qual, no desenvolvi-
mento inicial, promove a diferenciag@o das células proge-
nitoras em células ganglionares e age como molécula sina-
lizadora; (ii) Pax6, um fator regulatério que promove a
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multipotencialidade das células progenitoras da retina; (iii)
Basic helix-loop-helix (b HLH), que sdo fatores de transcri-
¢do semelhantes ao Math 5 e Neuro D, os quais, apés ativa-
¢do, direcionam as células progenitoras para as células gan-
glionares e amacrinas, respectivamente; (iv) Chx/0, um dos
marcadores iniciais do desenvolvimento da retina, o qual é
requerido para a proliferagdo das células da retina e formagao
das células bipolares; (v) Sox2, um fator de transcri¢ao acha-
do na neurogénese inicial, e consiste em um regulador de
diferenciac@o e migracao das células para diferentes cama-
das da retina.”** Expressdo de Sox2 tem também sido de-
monstrada em precursores de retina fetal humana e constitui
um importante marcador de células-tronco de Miiller no olho
humano adulto.’ Outros fatores conhecidos para direcionar
a diferenciagao das células progenitoras da retina incluem os
receptores para fibroblast growth factors (FGF-R) e epidermal
growth factor (EGF-R), os quais possuem um papel impor-
tante na diferenciagéo neural e glial >

Doengas prevalentes que podem potencialmente se
beneficiar com a terapia com células-tronco

A morte da célula neural ¢ a causa derradeira da ceguei-
ra como resultado das doengas degenerativas da retina, in-
cluindo degeneragdo macular relacionada com a idade
(DMRI), retinopatia diabética proliferativa (RDP), estadios
avancados de glaucoma, retinose pigmentar (RP), vitreorre-
tinopoatia proliferativa (PVR) e doengas hereditarias da reti-
na. A DMRI ¢ a principal causa de cegueira, acima dos 50
anos de idade, no mundo ocidental, afetando de 20 a 25 mi-
Ihdes de pessoas em todo o mundo. E estimado que, entre
200 mil e 300 mil individuos no Reino Unido sdo cegos ou
parcialmente cegos como resultado da DMRIL.* Na Inglater-
ra, a retinopatia diabética ¢ a maior causa de cegueira entre 16
e 64 anos de idade, afetando mais de 35% dos individuos
com mais de vinte anos de diabetes.?® Até o momento, trata-
mento com utilizagdo de fatores antiangiogénicos, foto-
coagulagdo a laser, e tratamentos cirdrgicos sdo somente
habeis em atrasar a perda visual nestes pacientes, mas, a
longo prazo, ¢ praticamente impossivel evitar que uma perda
visual ocorra no final. Assim, a esperanga atual da restaura-
¢do da fungdo visual nestes pacientes estd no desenvolvi-
mento de terapias baseadas em células-tronco para substi-
tuir os neurdnios danificados, o que poderia potencialmente,
integrar a rede neural remanescente.

Epitélio pigmentado da retina (EPR)

O EPR constitui-se de uma monocamada de células
pigmentadas aderidas a superficie interna da membrana de
Bruch. Esta diretamente posicionada sobre os segmentos
externos dos fotorreceptores e possui um papel importante
na homeostase retiniana.”” A disfungdo do EPR ocorre em
diversas doengas da retina, como a RP e DMRI,* para as
quais o transplante de células-tronco para regenerar as células
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do EPR podem constituir uma abordagem promissora para o
tratamento destas doengas

Avangos maiores no desenvolvimento da terapia com
células-tronco para regenerar o EPR tém sido feitos durante
os ultimos anos, com os achados de que as células-tronco
embrionarias humanas promovem uma fonte bem caracteri-
zada e reproduzivel de EPR que poderia ser potencialmente
usada em estudos clinicos humanos.? Transplante de EPR
derivado de células-tronco embrionarias em modelos animais
de degeneragdo tem demonstrado melhorar a sobrevida dos
fotorreceptores.** Com base neste achado, extensas pesqui-
sas no potencial das células-tronco em regenerar as células
do EPR para transplante em pacientes com RP e DMRI estao
sendo ativamente propostas em diferentes grupos. As célu-
las do EPR humano derivadas de células embrionarias ndo
foram ainda usadas em estudo clinico, mas, com a tecnologia
e conhecimento disponiveis no presente, ndo esta longe a
possibilidade de aplicacdo destas células em terapias huma-
nas. Entretanto, como qualquer outra terapia celular, a geragao
destas células necessita ser realizada sob condigdes terapéu-
ticas, com seguranga ¢ necessidade de uma avaliagdo imuno-
gética antes de ser aplicada em tratamentos humanos.

Utilizacao de células-tronco adultas
na terapia de doencas da retina

Otani e cols. reportaram que Lin- HSCs injetadas di-
retamente dentro do olho poderiam ativar astrocitos e parti-
cipar no desenvolvimento da angiogénese em ratos no peri-
odo neonatal ou em ratos adultos com neovascularizagdo
induzida por uma injuria. Estes autores também reportaram
que células-tronco derivadas da medula déssea (Lin- HSCs),
quando injetadas intravitreo duas semanas pds-natal pode-
riam prevenir completamente degeneracdo vascular retiniana
observada em modelos de ratos de degeneracdo retiniana
(tipo rd1 e rd 10). Neste mesmo estudo foi observado que
este salvamento vascular correlacionou com o salvamento
neuronal. Foi demonstrado que a camada nuclear interna per-
maneceu proxima do normal, e a camada nuclear externa, que
contém os fotorreceptores, estava significativamente preser-
vada com salvamento das células contendo predominante-
mente cones. No estudo eletrorretinografico (ERG) foram
notadas respostas presentes nos ratos que foram submeti-
dos ao tratamento e respostas ausentes no grupo controle.

Outro achado neste estudo foi que a analise dos
genomas dos olhos tratados e ndo tratados revelou um au-
mento de expressdo dos genes apoptoticos. Estes achados
demonstraram que os efeitos neurotroficos correlacionam
com preservagdo da vasculatura, sugerindo que as células-
tronco derivadas da medula 6ssea podem ser utilizadas no
tratamento de doengas como degeneragdes ¢ vasculopatias
retinianas que atualmente ndo possuem tratamento eficaz.

Avaliamos recentemente* o comportamento das cé-
lulas-tronco derivadas da medula 6ssea em olhos de coe-

lhos com injurias coriorretinianas induzidas por laser diodo
670nm. Cinquenta coelhos da raga New Zealand, pesando
aproximadamente de 2,0 a 2,5 kg foram selecionados para o
estudo. O experimento foi aprovado pelo comité de ética mé-
dica de acordo com as normas da Association for Research
in Vision and Ophthalmology (ARVO) para uso de animais
em pesquisa oftalmolégica. Uma injecao intravitrea de células-
tronco derivadas da medula 6ssea foi realizada 24 horas ap6s
a indugdo de lesdes coriorretinianas com laser diodo com
comprimento de onda de 670nm (Figura 1) na area temporal
da retina. Noventa dias apds o procedimento, o comporta-
mento regenerativo produzido pelas células-tronco foi estu-
dado no nivel do tecido coriorretiniano através da microscopia
otica e eletronica (Figura 2). A cicatrizagao obtida pelos coe-
lhos que receberam as células-tronco foi comparada com um
grupo controle de coelhos que receberam também 50 impac-
tos de laser, porém sem implante das células-tronco. Os re-
sultados obtidos nos cortes histologicos dos olhos enucle-
ados dos coelhos mostraram altera¢des a nivel dos tecidos
coriorretinianos apos noventa dias desde a aplicagdo dos

Figura 1. As lesbes coriorretinianas foram realizadas com laser
diodo 670nm (P=600 mW, @=100 m, 1s)

Lesdes na retina induzidas pelos
disparos de Laser

Figura 2. Imagem histolégica da retina do coelho um més apds
realizagcao de impactos do laser. Observa-se a irregularidade do
tecido retiniano (flechas)
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Figura 3. Imagem histolégica da retina de um coelho do grupo con-
trole, observada 90 dias apds a realizagéo dos impactos de laser.
Observamos uma grande area de gliose cicatrizal (flecha)

impactos. Nos observamos em 23 coelhos a recuperagdo de
90% das cicatrizes coriorretinianas (n=45 impactos recupera-
dos), dois coelhos apresentaram 50% de recuperacao (n=25
impactos recuperados), em trés coelhos observamos a recu-
peragdo de 42% (n=21 impactos recuperados) e em dois coe-
lhos observamos 36% de recuperacdo dos impactos (n=18).
No grupo controle onde ndo foram implantadas as células-
tronco, observamos uma grande formagao de gliose a nivel
do tecido coriorretiniano com halo de hiperplasia do epitélio
pigmentado da retina ao redor da area de gliose impossibili-
tando considerar areas de recuperagao (Figura 3). Portanto,
demonstramos neste estudo o potencial da injegdo intravitrea
de células-tronco autélogas derivadas da medula 6ssea na
recuperacdo da morfologia das células coriorretinianas em
processo de sofrimento.

Recentemente, Jonas* e colaboradores realizaram inje-
¢do intravitrea de células-tronco derivadas da medula 6ssea
em um paciente com sequela de oclusdo vascular da retina ¢
demonstraram que o procedimento € viavel e seguro para ser
realizado em ser humano pois nao houve sinais de infec¢ao,
inflamagdo ou desenvolvimento de formacao tumoral intra-
ocular.

Cornea

Células-tronco e o epitélio da cornea

A transparéncia da cornea e, portanto, a acuidade vi-
sual depende da integridade e stzatus funcional de suas ca-
madas e, dentre elas, o epitélio da cornea. As células-tron-
co do epitélio da cornea residem na jungdo entre a cornea e
a conjuntiva, regido esta denominada de limbo. Estas
células, conhecidas como células-tronco do epitélio limbico
(limbal epithelial stem cell-LESC) sdo responsaveis pela
manuten¢do do epitélio da cornea durante a vida. Quando
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as células-tronco do limbo dividem-se em resposta a perda
celular homeostatica, da origem as células transitorias que
migram, proliferam e se diferenciam para popular o epitélio
da cornea. Evidéncia que o limbo da cornea seria fonte de
células-tronco adultas foi primeiro sugerido, por observa-
¢des no inicio dos anos 70, que o pigmento no epitélio de
olhos fortemente pigmentados migravam em linhas do limbo
para a regido central da cornea e cicatrizavam defeitos
epiteliais.*® A existéncia de um ciclo lento de células basais
do epitélio limbico foi mais tarde confirmado por observa-
¢Oes que as células localizadas no limbo retinham o marcador
tritiated thymidine por longo periodo de tempo, uma carac-
teristica de células-tronco de ciclo lento.** Através de um
exame detalhado do limbo da cérnea foi demonstrado re-
centemente a existéncia de estruturas topograficamente
caracteristicas associadas com depdsitos concentrados de
LESCs, o qual predominantemente ocorre no limbo superior
e inferior.* Isto ¢ interessante especular que estas regides,
as quais normalmente sao cobertas pelas palpebras superi-
ores ¢ inferiores, estdo envolvidas para propiciar um grau
de protecao das células-tronco de insultos do meio ambi-
ente, como a luz ultravioleta.

Abordagens atuais para terapia celular da
cérnea com células-tronco

Anormalidade na superficie ocular decorrente de uma
deficiéncia de LESC pode ocorrer como resultado de uma
doenga hereditaria do olho, mas mais comumente como re-
sultado de fatores adquiridos, incluindo queimadura quimi-
ca, ceratopatia por lente de contato, inflamagao cronica do
limbo, cirurgia no limbo e sindrome de Stevens-Johnson.
Quando a deficiéncia ocorre no epitélio da conjuntiva vizi-
nha, o qual ¢ impedido de invadir o epitélio da cornea pelas
LESCs, migram para a superficie ocular por um processo de-
nominado de conjuntivalizagdo. Quando isto acontece, o
paciente pode experimentar repetidas erosdes epiteliais,
crescimento de vasos sanguineos através da cornea nor-
malmente avascular, inflamagio, dor, e, finalmente, perda vi-
sual. Abordagens clinicas para tratamento da deficiéncia de
LESC incluem transplante autélogo do tecido do limbo do
olho contralateral sadio para o olho doente. Embora com pos-
sibilidade de sucesso, este procedimento apresenta risco de
criar deficiéncia de LESC no olho doador.*® Alternativamen-
te, o enxerto de tecido limbico tem sido realizado utilizando-
se material doador de cadaver. Entretanto, devido a abun-
dancia de antigenos HLA-DR e células de Langerhans no
enxerto, os pacientes necessitam ser submetidos a imunossu-
pressdo sist€mica por um periodo prolongado. Em 1997, a
primeira terapia com células cultivadas com sucesso para
deficiéncia de LESC foi relatada em dois pacientes com quei-
madura quimica.' O procedimento envolveu o isolamento e
expansdo ex vivo de LESC aut6logo de Imm para 2 mm? de
bidpsia limbica para transplante. O resultado clinico foi pro-
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missor com ambos os pacientes experimentando melhora vi-
sual por pelo menos dois anos.' Desde entdo, um niimero de
centros ao redor do mundo tem empregado esta técnica usan-
do uma variedade de diferentes protocolos para cultura de
célula e sistemas de transporte para transferir as células para
o paciente, incluindo o uso de células cultivadas de LESC
alogenas de olhos de cadaveres.”’

Os varios métodos e os resultados envolvendo terapia
com LESC foram avaliados recentemente.*® A propor¢ao de
sucesso dos resultados combinados de culturas de LESC
autologo e alogeno para terapia ¢ de aproximadamente 70%.
Devemos obviamente ressaltar que a interpretagdo destes
resultados apresenta limitagdes, como diferentes etiologias
da faléncia do enxerto da LESC, protocolos de cultivo
adotados variados, intervengdes cirtirgicas oculares prévias
e condutas diferentes no pré e pds-operatorio. Apesar des-
tas limita¢des, os dados sugerem que a terapia com cultura
de LESC é uma benéfica opgao para tratamento das doengas
da superficie ocular.

Até o presente, existe muita pesquisa centrada na ava-
liagdo de fontes alternativas de células-tronco para terapia
celular da cérnea, incluindo células-tronco embrionarias.*
Uma fonte de célula autéloga de interesse significativo ¢ a
célula epitelial da mucosa oral. As primeiras reportagens do
uso destas células para tratamento de pacientes com defici-
éncia de LESC mostraram inicialmente resultados promisso-
res, mas, subsequentemente, estudos tém demonstrado que
a neovascularizagdo pode ocorrer em alguns pacientes apos
este transplante.®® Isto indica que existe ainda muita coisa a
ser compreendida entre as intera¢des das células-tronco
limbicas em seu ambiente com respeito a sua regulacdo e
funcao.

Outras células progenitoras no olho

Observagdes recentes mostraram que a conjuntiva ¢
também uma fonte de células-tronco. Um estudo in vitro de-
talhado de propriedades clonogénicas do epitélio da superfi-
cie ocular revelou uma distribuigao uniforme de células-tron-
co na conjuntiva bulbar e do fornix.* Eles demonstraram que
o epitélio conjuntival e células caliciformes derivam de um
progenitor comum com alta capacidade proliferativa, que da
um aumento nas células caliciformes até duas vezes durante
avida. Progenitores de células epiteliais da conjuntiva foram
cultivadas in vitro na membrana amniotica e mostraram que,
semelhante a LESC, apresentam um ciclo lento e retém
marcadores. Células epiteliais da conjuntiva cultivadas po-
dem conter uma proporgao de células-tronco e tém sido usa-
das com sucesso para tratamento de pacientes com doengas
da superficie ocular.*

O EPR e o epitélio pigmentado da iris (EPI) de olhos
humanos, bem como as células da esclera e cordide, apresen-
taram, em uma diferenciag@o in vitro, uma expressao de anti-
genos de neurdnios da retina. Entretanto, a capacidade de
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uma renovagdo celular a longo prazo e evidéncia que clas
constituem uma verdadeira populag@o de células-tronco nao
foi ainda provada. Além disso, existe alguma evidéncia que
as LESC exibem uma plasticidade neural, levantando a pos-
sibilidade de se explorarem estas células para gerar progeni-
tores da retina.

Outro estudo recente tem identificado uma populagao
de progenitores de ceratdcitos no estroma da cornea em olhos
humanos. C¢lulas progenitoras derivadas da cornea de ratos
C57BL6/J sao habeis em formar esferas, expressar PAX6 e
manter seu fendtipo do ceratocito apds diversas passagens.*
Similarmente, células do estroma isolado da regido da cornea
proxima ao limbo expressam PAX6, e a proteina transporta-
dora ABCG2 foi observada em muitas células-tronco. Sobre
uma cultura de FGF2, eles expressam marcadores de cerato-
citos e, apos a diferenciacdo, eles adquirem caracteristicas
condrogénicas e neurogénicas,*” indicando a habilidade multi-
potente destas células. Estes achados sugerem que o proge-
nitor do ceratocito tem um potencial para uso em terapia ba-
seada em células para tratar muitas doengas da cornea, e a
exploracdo desta capacidade poderia oferecer um avango na
terapia baseada em células para tratamento de doencas da
superficie ocular.?>#

Conclusoes

A terapia baseada com células-tronco para regenera-
¢do e reparo ocular constitui uma esperanca para a restau-
ra¢do da fung¢do visual em individuos com tecidos oculares
irreversivelmente danificados por doenga ou trauma. Até o
presente momento, somente as células LESC para o reparo
da cornea apresentam aplicagdo clinica reconhecida no cam-
po da oftalmologia. Experiéncias adquiridas com esta abor-
dagem poderdo potencialmente ajudar com o desenho de
terapias baseadas em células-tronco para regenerar outros
tecidos oculares, particularmente a retina. Existe muita es-
peculag@o na capacidade de novas fontes descobertas de
progenitores da retina, mas, antes de estabelecermos qual-
quer nova terapia, deveriamos entender a real potencialidade
de cada fonte de célula para regenerar os neurdnios da reti-
na. Problemas para serem solucionados incluem padroniza-
¢do dos métodos de isolamento e expansdo para preservar
os fenotipos das células-tronco, a identificagdo dos requi-
sitos para diferenciacdo neural e preparacdo de andaimes
para o enxerto, modulag¢ao de matriz extracelular para pro-
mover a migragdo celular e sinapse neural, prevengdo de
rejei¢do imune e desenvolvimento de tumor e, mais impor-
tante, a identificacdo de condi¢des que mantenham a
sobrevida do enxerto. Apesar de muitos problemas prati-
cos, existe um otimismo geral entre a comunidade médica e
cientifica que a terapia baseada nas células-tronco para res-
taurar a fung¢ao visual pode tornar-se realidade em um futu-
ro ndo muito distante.
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Abstract

Advances in the field of stem cell therapy have provided promising
results in the regeneration of tissues damaged by eye diseases for
which treatment is so far unavailable. Therapy based on stem cells

to regenerate and repair is a hope for the restoration of visual
function in individuals with ocular tissue irreversibly damaged by
disease or trauma. Until now, only limbal epithelial stem cells have
a recognized clinical application in ophthalmology for the repair of
the cornea. Experience gained with this approach, may potentially
help with the design of therapies based on stem cells to regenerate
other eye tissues, in particular the retina. The use of adult stem cells

to treat degenerative diseases of the retina has been tested in animals,

as has their feasibility for use in humans. Although many practical
problems exist, there is general optimism among the medical and
scientific community that therapy based on stem cells to restore
visual function can become a reality in the not too distant future.

This article reviews the current status and limitations of the
application of stem cell therapy in the eye and considers future
prospects of its use in the restoration of vision Rev. Bras. Hematol.

Hemoter. 2009,;31(Supl. 1):120-127.

Key words: Retinal stem cells; Miiller stem cells; limbal epithelial
stem cells; retina,; cornea.
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