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RESUMO 

 

A córnea é um tecido avascular transparente que proporciona proteção e apresenta 

propriedades de refração para a estrutura interna do olho. A pele humana não é apenas o 

maior órgão do corpo, mas também constitui-se em um dos mais complexos e importantes 

para a proteção contra agressões externas. Ambos tecidos atuam como uma barreira contra 

agentes externos, podendo ser físicos, químicos, patogênicos ou microbianos. Devido à alta 

taxa de pacientes com patologias da pele e córnea, como queimaduras, inflamação e 

cicatrização de feridas, reforça a importância de terapias alternativas para o tratamento 

dessas patologias. Tanto a córnea como a pele apresentam populações de células tronco 

mesenquimais (MSCs) com capacidade de auto-renovação, proliferação e potencial de 

diferenciação multi-linhagem e, por causa deste potencial, têm sido consideradas como uma 

fonte de células para o seu uso em medicina regenerativa, engenharia de tecidos e outras 

aplicações em dermatologia e oftalmologia, cujo mecanismo ainda está sob investigação. 

Tem-se demonstrado que os nucleotídeos extracelulares têm efeitos biológicos nas MSCs, 

alterando a proliferação, migração, diferenciação e apoptose. Portanto, mais informações 

sobre estes processos são cruciais para compreender a fisiologia destas células para o 

estabelecimento de futuras aplicações clínicas utilizando o seu potencial de diferenciação, 

mas sem efeitos secundários indesejáveis. Neste trabalho foram isoladas MSCs de tecido 

esclerocorneal e de pele humana, ambos considerados materiais de descarte, e foi 

demonstrado o seu potencial de diferenciação multi-linhagem e a expressão de marcadores 

mesenquimais. Foram avaliadas a expressão de ectoenzimas, a atividade enzimática de 

degradação de nucleotídeos extracelulares e o metabolismo de ATP extracelular em células 

mesenquimais isoladas da derme (D-MSCs) e do limbo esclerocorneal (L-MSCs). As D-

MSCs e L-MSCs hidrolisaram baixos níveis de ATP extracelular e altos níveis de AMP, 

levando ao acúmulo de adenosina que pode regular a inflamação e o reparo tecidual. Além 

disso, demonstraram uma baixa atividade das nucleotídeo pirofosfatases/fosfodiesterases. 

Estas células expressaram mRNA para ENTPD1, 2, 3, 5 e 6, NPP1 e 2 o que corresponde 

com a atividade enzimática observada. Deste modo, considerando a degradação de ATP, as 

L-MSCs são muito semelhantes às D-MSCs. Assim, as células limbais podem ser outra fonte 

de MSCs a serem estudadas em modelos pré-clínicos e estudos potencialmente clínicos. 
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ABSTRACT 

 

Cornea is a transparent avascular tissue that provides protection and refractive properties for 

the internal structure of the eye; in turn, human skin is not only the largest organ in the body, 

but also one of the most complex and important for protection against external aggressions. 

Both tissues act as a barrier against external agents that can be physical, chemical, 

pathogenic or microbial usually. Due to the high rate of patients with skin and corneal 

pathologies such as burns, inflammation and wound healing, it reinforces the importance of 

alternative therapies for the treatment of these pathologies. Cornea and the skin have a 

populations of mesenchymal stem cells (MSCs) capable of self-renewal, proliferation and 

potential for multiline differentiation. Because of this potential, they have been considered 

as a source of cells to be used in regenerative medicine, tissue engineering and other 

applications in dermatology and ophthalmology, whose mechanisms are  still under 

investigation. Extracellular nucleotides have been shown to have biological effects on 

MSCs, altering proliferation, migration, differentiation and apoptosis. Therefore, more 

information about o these processes would be crucial to understand the physiology of these 

cells for the establishment of future clinical applications using their differentiation potential, 

but without undesirable side effects. In this work, MSCs were isolated from sclerocorneal 

tissue and human skin, both considered as discard materials, and their potential for 

multilineage differentiation and the expression of mesenchymal markers were demonstrated. 

The expression of ectoenzymes, the enzymatic activity of degradation of extracellular 

nucleotides and extracellular ATP metabolism in dermal mesenchymal stem cells (D-MSCs) 

and limbal mesenchymal stem cell (L-MSCs) were evaluated. D-MSCs and L-MSCs 

hydrolyzed low levels of extracellular ATP and high levels of AMP, leading to accumulation 

of adenosine that can regulate inflammation and tissue repair. In addition, they demonstrated 

a low activity of the nucleotide pyrophosphatases/phosphodiesterases. These cells expressed 

mRNA for ENTPD1, 2, 3, 5 and 6, NPP1 and 2 which corresponds to the enzymatic activity 

observed. Thus, considering the degradation of ATP, L-MSCs are very similar to D-MSCs. 

Therefore, L-MSCs may be another source of MSCs to be studied in preclinical models and 

potentially clinical studies. 
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CAPITULO I 
 
 
 

INTRODUÇÃO 
 

1. A córnea humana 

 

Um dos tecidos do corpo que atua como uma barreira física contra agentes externos 

físicos, químicos, patogênicos ou microbianos é a córnea (Campbell and Gubisch 1966). A 

córnea é um tecido avascular transparente que proporciona proteção e propriedades de 

refração para a estrutura interna do olho, permitindo a transmissão de luz para a retina, 

essencial para a acuidade (Meek and Leonard 1993). A transparência da córnea é essencial 

para a visão (Albon 2003). A falta de vasos sanguíneos e a estrutura regular composta por 

fibras de colágeno permitem a transparência deste tecido (Daniels et al. 2001).  

 A córnea é composta por cinco membranas conhecidas como o epitélio, a membrana 

de Bowman, o estroma, a membrana de Descemet e o endotélio, nomeados em ordem 

começando pela mais externa, onde só o epitélio, o estroma e o endotélio são membranas 

celulares (Derek W. DelMonte 2011) (Figura 1).  

 

1.1. Epitélio 

 

A membrana externa da córnea é caracterizada por um epitélio escamoso 

estratificado não queratinizado de 5-6 camadas de células epiteliais. O epitélio representa 

aproximadamente 10% da espessura da córnea e atua como uma barreira de defesa contra 

agentes externos (Pfister and Burstein 1977). 

As células epiteliais da córnea tem uma vida de 7 a 10 dias, após esse período ocorre 

apoptose e dimensionamento, e isto permite a regeneração do epitélio da córnea, onde as 

células mais profundas substituem as células superficiais (Hanna, Bicknell, and O’Brien 

1961).  

Entre o epitélio e o estroma da córnea se encontra a membrana de Bowman, uma 

camada acelular de 15 mm de espessura, formada por fibras do colágeno do tipo I e tipo III, 

o que ajuda a manter a forma da córnea, mas não tem capacidade regenerativa (Derek W. 

DelMonte 2011).  
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1.2. Estroma 

 

O estroma corresponde a 80% da espessura da córnea. Consiste em uma camada 

transparente, composta por colágeno tipo I e proteoglicanos produzidos pelos ceratócitos da 

córnea (Freegard 1997). Os ceratócitos são os principais tipos de células estromais com 

capacidade limitada de auto renovação e estão envolvidos na manutenção da matriz 

extracelular, ocupando cerca de 3% do volume do estroma (Byun et al. 2014).  

O estroma e o endotélio são separados pela membrana de Descemet, que representa 

uma rede acelular formada por fibras de colágeno do tipo IV, laminina e fibronectina, 

produzidas por células endoteliais. Sua principal função é formar uma barreira resistente à 

perfuração da córnea (Araujo Costa et al. 2013). 

 

1.3. Endotélio 

 

O endotélio córneo é uma monocamada de células planas hexagonais unidas à 

membrana de Descemet por hemidesmossomas. Estas células expulsam o excesso de água 

para evitar o edema do tecido estromal e manter a transparência da córnea. Tanto a densidade 

celular e a topografia destas células são expostas a contínuas alterações ao longo da vida 

(Derek W. DelMonte 2011).   
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Figura 1. A córnea humana em corte transversal. Na superfície externa da córnea, há 
uma camada epitelial estratificada. A camada estromal média é conformada por ceratócitos 
rodeados por tecido conjuntivo denso. A camada final consiste em uma única camada de 
células endoteliais (Secker and Daniels 2009).  
 

2. Limbo esclerocorneal 

 

A córnea é capaz de se regenerar a partir da população de células tronco localizadas 

no limbo esclerocorneal, zona estreita entre a córnea e a esclera. Esta área foi descoberta 

pelo Dr. Tung-Tien Sun em 1986 (Schermer, Galvin, and Sun 1986). Uma das diferenças 

mais notáveis entre a córnea e o limbo é a presença de vasos sanguíneos que formam parte 

das paliçadas de Vogt, zonas vascularizadas e inervadas localizadas no limbo onde as células 

tronco epiteliais da córnea têm sido encontradas (Tseng 1989).  

O limbo esclerocorneal é uma região onde há mudanças na estrutura da córnea. O 

epitélio forma cerca de 10-12 camadas celulares, ao contrário das cinco camadas observadas 

na córnea central, a membrana de Bowman desaparece e o estroma limbal perde a 

regularidade da estrutura formada pelas fibras de colágeno (Li et al. 2007; Takács et al. 

2009). 

Além de permitir a regeneração do epitélio da córnea pelas células tronco epiteliais, 

o limbo é caracterizado por apresentar respostas de hipersensibilidade, imunovigilância e 

função de barreira, impedindo que as células da conjuntiva não migrem até a córnea 
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(Forrester J. V., Dick A. D., McMenamin P. G., Roberts F. 2016). A resposta imunitária é 

produzida por células de Langerhans, envolvidas na ativação de linfócitos T supressores (Li 

et al. 2007) (Figura 2).  

 

Figura 2. Esquema hipotético do limbo esclerocorneal. Células tronco epiteliais são 
encontradas na membrana basal do epitélio do limbo. Em este nível estão outros tipos de 
células epiteliais, tais como as células de amplificação transitória, melanócitos e as células 
de Langerhans. As células de amplificação transitória são diferenciadas em células de 
amplificação transitória tardia, localizadas na parte basal da córnea, em seguida são 
diferenciadas em células terminalmente diferenciadas. A membrana da lâmina basal, que 
separa o epitélio do estroma, tem vários componentes subjacentes como células 
mesenquimais (Dziasko and Daniels 2016). 
 
 

3. A Pele humana 
 

Um dos principais órgãos que também atua como barreira contra agressões externas 

físicas, químicas, imunológicas ou patogênicas é a pele, que, como a córnea, também precisa 

de uma rápida regeneração. Trata-se de uma associação de tecidos de várias origens 

(epitelial, conectivo, vascular, muscular e nervoso) organizados em camadas: a epiderme, a 

derme e a hipoderme. Embriologicamente, a epiderme é de origem ectodérmica, enquanto a 

derme e a hipoderme são de origem mesodermal (Kanitakis 2002) (Figura 3). 
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3.1. Epiderme 

 

A camada mais superficial da pele, a epiderme, é composta por um epitélio escamoso 

estratificado constituído por vários tipos celulares (Suter et al. 1996). Os queratinócitos 

compreendem aproximadamente 90 a 95% das células da epiderme e são células epiteliais. 

Oriundas da ectoderme, sofrem um processo específico de diferenciação, resultando na 

produção de células anucleadas achatadas (corneócitos) que acabam por migrar até a 

superfície da pele. Ainda, cinco a dez por cento das células epidérmicas são compostas por 

células apresentadoras de antígenos (células de Langerhans), mecanorreceptores (células de 

Merkel) e células produtoras de pigmentos (melanócitos) (Taylor et al. 2000).  

Como célula primária, os queratinócitos definem a estrutura e a organização da 

epiderme através da sua diferenciação terminal programada. Os queratinócitos estão 

dispostos em camadas sobrepostas, as quais são indicativas do estágio de diferenciação que 

a célula apresenta. A camada basal, adjacente à membrana basal, é a camada proliferativa e 

menos diferenciada de queratinócitos. Com o aumento da diferenciação, as células migram 

para a superfície da pele. Ao atingir a área superior da camada granular, sofrem um tipo de 

morte celular programada. Finalmente, as células já em escamas, são perdidas a partir da 

superfície da pele, completando a auto-renovação da epiderme (Ishida-Yamamoto and 

Iizuka 1998).  

 

3.2. Derme 

A derme é composta por diferentes tipos celulares e matriz extracelular , tais como 

elastina, glicosaminoglicanos e colágeno, principalmente tipo I e III, sendo esse último 

responsável por 98% da massa total de derme seca (Kanitakis 2002). A derme é altamente 

vascularizada, o que inclui a presença de células endoteliais contendo, também, unidades 

pilossebáceas e glândulas sudoríparas. Dentre as células estão presentes os fibroblastos, 

mastócitos, leucócitos infiltrantes e células mesenquimais (Menon 2002; Vapniarsky et al. 

2015). 
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Figura 3. Anatomia da pele 
humana. A pele é composta de 
três camadas, começando com a 
camada mais externa: a 
epiderme, derme e hipoderme. 
A epiderme é um epitélio 
escamoso estratificado que se 
divide em quatro camadas: 
estrato córneo (SC), estrato 
granuloso (SG), estrato 
espinhoso (SS) e estrato basal 
(SB). A bainha externa da raiz 
do folículo piloso é contígua à 
camada epidérmica basal. Os 
nichos de células tronco 
incluem a camada epidérmica 
basal, a base da glândula 
sebácea, a protuberância do 
folículo piloso, as papilas 
dérmicas e a derme (Wong and 
Chang 2009). 

 
 
 

 
 

4. Células tronco mesenquimais do estroma limbal  

 

As células tronco mesenquimais (MSCs) são células não-hematopoiéticas com 

capacidade de auto-renovação, proliferação e potencial de diferenciação multilinhagem 

(Friedenstein, Chailakhjan, and Lalykina 1970; Pittenger 1999). Têm sido isoladas de 

diferentes tecidos adultos, incluindo medula óssea, tecido adiposo, gelatina de Wharton do 

cordão umbilical, placenta e pele e córnea (Dravida et al. 2005; Vapniarsky et al. 2015). As 

células mesenquimais do estroma limbal (L-MSCs), precursoras dos ceratócitos têm sido 

encontradas no estroma do limbo (Dravida et al. 2005; Yiqin Du et al. 2005). Estas células 

compartilham características com as células tronco mesenquimais da medula óssea, em 

relação à sua morfologia, marcadores específicos, alta taxa de proliferação e baixa 

imunogenicidade. Além disso, as células do estroma limbal fornecem um nicho, permitem 

a manutenção do fenótipo das células tronco limbais epiteliais e participam na angiogênese 

e regeneração do tecido estromal durante a cicatrização de feridas na córnea (Polisetty et al. 

2008; Xie et al. 2011).  
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Tem sido demonstrado que as células mesenquimais do limbo são capazes de 

adquirir as funções de ceratócitos in vivo quando são introduzidas no estroma córneo de 

ratos, de modo que certos aspectos do microambiente do limbo favorecem a manutenção da 

potencialidade destas células (Du et al. 2009).  

 

4.1. Células tronco mesenquimais da derme 

 

As células mesenquimais dérmicas (D-MSCs) foram identificadas em diferentes 

nichos da derme (Vapniarsky et al. 2015). Diversos investigadores tem trabalhado no 

isolamento, caracterização e propagação in vitro destas células, demonstrando o seu 

potencial de diferenciação não só em células da linhagem mesodérmica (Crisan et al. 2008), 

mas também em células da  linhagem endodérmica (Toma et al. 2005) e ectodérmica 

(Rodrigues et al. 2014).  

Por causa deste potencial, têm sido consideradas como uma fonte de células para uso 

em medicina regenerativa, engenharia de tecidos e outras aplicações (Vapniarsky et al. 

2015). As MSCs possuem muitas propriedades que aumentam seu potencial terapêutico em 

dermatologia, cujo mecanismo ainda está sob investigação.  

Wu et al. 2007 sugeriram que as células mesenquimais isoladas de medula óssea 

podem promover a cicatrização de feridas através da diferenciação e liberação de fatores 

proangiogênicos em ratos, demostrando o potencial das células mesenquimais na 

regeneração de feridas na pele.  

 

5. Abordagens alternativas para o tratamento de lesões na córnea e na pele 
 

Diversas lesões ou patologias podem promover a deficiência das células epiteliais do 

limbo, fazendo com que a córnea não seja adequadamente regenerada (Daniels et al. 2001).  

Após uma lesão ao nível do estroma, propõe-se que os ceratócitos estromais iniciam 

um processo de regeneração. Estes são ativados, perdem a quiescência e migram para a área 

da lesão, o que aumenta o tamanho e o número de organelas, iniciando assim a mudança de 

morfologia (West-Mays and Dwivedi 2006). Estes se diferenciam em fibroblastos, os quais 

participam no processo de cicatrização de feridas (Fini 1999). Ao contrário do tecido 

estromal saudável, a matriz extracelular no tecido cicatricial é desorganizada e opaca,  

resultando na perda da estrutura regular composta por fibras de colágeno e ao mesmo tempo 
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na deficiência da funcionalidade e da transparência da córnea (Ruberti and Zieske 2008) 

(Figura 4). 

 

 

Figura 4. Representação esquemática do mecanismo de cicatrização da córnea.  Após 
uma lesão na córnea, ocorre a ativação de queratócitos quiescentes e a trans-diferenciação 
de fibroblastos para miofibroblastos, o fenótipo de reparação; sob condições fisiológicas 
normais, os miofibroblastos sofrem apoptose após reparação da córnea; em condições 
patológicas, os miofibroblastos secretam matriz irregular resultando na perda da 
transparência da córnea (Chaurasia et al. 2015).  

 
Em muitos casos, o transplante de córnea pode ser a única opção terapêutica para 

recuperar a anatomia da córnea. Isto requer a substituição da córnea lesionada por outra 

saudável, procedente de um doador cadáver. Entretanto, uma das principais limitações para 

este tratamento é que a quantidade de pacientes que necessitam deste tecido excede a 

disponibilidade de doadores.  

Da mesma forma, a cicatrização óptima de uma ferida cutânea requer uma integração 

dos eventos biológicos e moleculares complexos de migração, proliferação celular e da 

deposição de matriz extracelular, angiogênese e remodelação. Nos casos em que são 

necessárias quantidades consideráveis de pele, a abordagem padrão-ouro é a de tomar 

enxertos que contêm toda a epiderme, mas apenas parte da derme. Estes são removidos de 

áreas saudáveis do corpo ou de pacientes cadáver (Martin 1997), mas o déficit de material 
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tem motivado o desenvolvimento de novas estratégias na área de engenharia de tecidos em 

busca de processos que favoreçam a regeneração da área lesionada e, portanto, permitam 

devolver a função tecidual (Carrier et al. 2009). 

Para pacientes com queimaduras extensas, a expansão das células da pele que 

permitam uma função de barreira pode fazer a diferença entre a vida e a morte, e foi essa 

necessidade aguda que levou à iniciação da engenharia de tecidos na década de 1980 

(MacNeil 2007). 

Sabe-se que os compostos de purina e pirimidina desempenham um papel em muitos 

aspectos da fisiologia das células tronco mesenquimais, liberam e respondem aos receptores 

purinérgicos, alterando a proliferação, migração, diferenciação e apoptose (Glaser et al. 

2012). Mais informações sobre estes processos seriam cruciais para o estabelecimento de 

futuras aplicações clínicas utilizando o potencial de diferenciação das MSCs sem efeitos 

colaterais indesejáveis, como por exemplo o risco de formação de tumores (Herberts et al 

2011; Zhang et al. 2015).  

 

6. Sistema purinérgico 

 

A adenosina trifosfato (ATP) emergiu como uma das moléculas mais versáteis 

implicada em uma variedade de processos celulares, desde o fornecimento de energia até à 

sinalização célula-célula (Coppi et al. 2007). Danos celulares, morte celular aguda ou 

estímulos ambientais (estresse mecânico, osmolaridade e estresse oxidativo) desencadeiam 

a liberação de nucleotídeos das células. A lesão celular inicia a liberação de fatores de 

crescimento na ferida, bem como causa a saída de nucleotídeos os quais ativam os receptores 

purinérgicos (Gendaszewska-Darmach and Kucharska n.d.).  

O papel dos nucleotídeos e nucleosídeos de purina como mensageiros extracelulares 

foi proposto pela primeira vez na década de 1970. Desde então, o progresso acelerado neste 

campo tem ajudado a determinar a participação desses compostos em processos bioquímicos 

e fisiológicos fundamentais em diferentes tecidos. O seu potencial terapêutico em uma 

ampla gama de enfermidades também está atraindo um interesse crescente (Burnstock, 

Knight, and Greig 2012).  

Essa sinalização está envolvida no processo de regeneração e em demais processos 

terapêuticos de injúrias, logo, tem sido um importante objeto de estudo na comunidade 

científica. O ATP extracelular resulta na ativação de diferentes subtipos de receptores 

purinérgicos do tipo ionotrópicos, P2X (P2X1–7) e metabotrópicos, P2Y(P2Y1, P2Y2, P2Y4, 
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P2Y6, P2Y11, P2Y12, P2Y13 e P2Y14). Já a adenosina, produto de degradação do ATP ativa 

os receptores P1 para adenosina (A1, A2A, A2B, e A3) (Burnstock and Verkhratsky 2010).  

A concentração de nucleotídeos e nucleosídeos é controlada com precisão pela família 

das NTPDases (nucleosídeo trifosfato difosfohidrolases), pela família de 

nucleotídeo pirofosfatases/fosfodiesterases (NPP) e pela ecto-5'-nucleotidase (CD73). Essas 

ectonucleotidases coordenam uma cascata de sinalização celular, essencial para o 

desenvolvimento e manutenção celular (Zimmermann 2001). O ATP, liberado por células 

danificadas e fisiologicamente em resposta a distúrbios mecânicos suaves, parece estar 

envolvido na cicatrização de feridas, reparação de tecidos e regeneração (Burnstock, Knight, 

and Greig 2012). Além do ATP, vários estudos têm proposto que o ADP também pode 

desempenhar um papel na cicatrização de feridas (Wang, Huang, and Heppel 1990).  

A utilização dos agonistas dos receptores A2A da adenosina demonstraram, em alguns 

estudos, um aumento na taxa de fechamento de feridas (Victor-Vega et al. 2002). Entretanto, 

em outros o tratamento tópico com adenosina promoveu a cicatrização de feridas via 

receptor A2B, sugerindo que ambos os receptores A2A e A2B estão envolvidos na regulação 

da cicatrização de feridas. Outros grupos descobriram que o receptor A2A da adenosina 

promove a produção de colágeno pelos fibroblastos dérmicos (Burnstock, Knight, and Greig 

2012). 

Do mesmo modo, as purinas desempenham um papel regulador importante na 

comunicação celular e no reparo de feridas na córnea (Sanderson et al. 2014). Durante a 

última década, o papel de vários nucleotídeos e seus receptores em processos oculares, 

incluindo a cicatrização da córnea (através do receptor P2Y2), migração epitelial e 

organização do estroma (mediada pelo receptor P2X7) têm sido descrito em ratos (Mankus 

et al. 2012; Mayo et al. 2008) (Figura 5). 
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Figura 5. Representação esquemática da sinalização purinérgica. Os nucleotídeos são 
libertados das células por estimulação mecânica, liberação exocitótica ou lesão. O ATP 
extracelular pode ser o substrato para as enzimas que metabolizam nucleotídeos 
(ectonucleotidases). O ATP extracelular tem uma meia vida curta antes de ser degradado a 
adenosina. A adenosina pode ser convertida a inosina pela ação da adenosina deaminase ou 
por captação em células através de transportadores nucleosídicos. Quando são 
externalizados, a adenosina e seus derivados podem participar em processos fisiológicos e 
morte celular, portanto as purinas podem atuar como importantes mensageiros locais nos 
tecidos. Abreviaturas: ADO: Adenosina; 5'-NT: 5'-Nucleotidase; NPP: Nucleotide 
pirofosfatase/fosfodiesterase; NTPDases: Nucleosídeo trifosfato difosfohidrolase 
(Morandini, Savio, and Coutinho-Silva 2014). 

 
6.1. Ectoenzimas 

 

Várias famílias de enzimas estão envolvidas na sinalização purinergica: NTPDases, 

NPPs, fosfatase alcalina e ecto-5'-nucleotidase (Burnstock 2006).  

A família das NTPDases é constituída por oito membros (NTPDase1-8) clonados e 

caracterizados, que diferem funcionalmente por hidrolisarem as purinas e pirimidinas com 

diferentes afinidades (Zimmermann 2001). As NTPDase1, 2, 3 e 8 são ligadas à membrana 

plasmática e hidrolisam os nucleosídeos trifosfatados (NTPs) e difosfatados (NDPs). As 

NTPDase5 e 6 apresentam uma localização intracelular e as NTPDase 4 e 7 são 

completamente intracelulares (Robson, Sévigny, and Zimmermann 2006; Zimmermann 

2001). A NTPDase1 hidrolisa ATP e ADP, formando AMP e UTP para UDP, enquanto que 

a NTPDase2 hidrolisa ATP para ADP e a ecto-5’-nucleotidase hidrolisa o AMP para 

adenosina (Burnstock 2006). As NTPDase1, 2, 3 e 8 foram denominadas ecto-ATPDases 
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porque hidrolisam ATP e ADP. Durante a hidrólise de ATP para AMP pela NTPDase1 o 

ADP não é liberado como um intermediário, enquanto o aparecimento de ADP livre pode 

ser demonstrado pela hidrólise de ATP pelas NTPDase2,3 e 8 (Knowles 2011).  

As ecto-fosfodiesterases hidrolisam ligações fosfodiester de nucleotídeos, resultando 

na produção de nucleosídeos monofosfato (Cristiana Stefan, Jansen, and Bollen 2005). As 

NPP1, NPP2 e NPP3 são capazes de hidrolisar vários nucleotídeos e são consideradas as 

enzimas importantes na via da sinalização purinérgica (C Stefan, Jansen, and Bollen 2006; 

Yegutkin 2008). 

A ecto-5'-nucleotidase (CD73) considerada um importante marcador de superfície 

das MSCs é altamente expressa na membrana destas células. É uma glicoproteína ligada a 

membrana plasmática, sendo encontrada na maioria dos tecidos. Esta enzima é responsável 

por transformar o AMP em adenosina (Baldwin et al. 1999). 

As ectoenzimas como elementos do sistema purinérgico são diversamente expressas 

em diferentes tipos de células e desempenham papéis diferentes nas células tronco. Existem 

vários estudos sobre os receptores purinérgicos em vários tipos de células tronco, mas há 

pouca informação sobre a expressão de membros da família das ecto-nucleotidases. Tem 

sido identificadas as NTPDases e a CD73 em MSCs isoladas de diferentes tecidos murinos 

(medula óssea, pulmão, veia cava, rim, pâncreas, baço, pele e tecido adiposo) (Iser et al. 

2014). Recentemente, Rozsek et al. (2015) caracterizou o perfil de hidrólise de nucleotídeos 

extracelulares e a expressão das ectoenzimas em MSCs derivadas de cordão umbilical 

humano, demonstrando a importância do conhecimento sobre sinalização purinérgica na 

fisiologia das células tronco para aplicações terapêuticas (Roszek et al. 2015).  
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JUSTIFICATIVA 

 

Tanto a córnea como a pele apresentam populações de células tronco mesenquimais 

com capacidade de auto-renovação, proliferação e potencial de diferenciação multi-

linhagem e por causa deste potencial, têm sido consideradas como uma fonte de células para 

uso em medicina regenerativa e engenharia de tecidos. Considerando-se o número 

insuficiente de doadores e possibilidade de insucesso cirúrgico, são necessárias terapias 

alternativas para o tratamento de lesões na córnea e na pele. As purinas extracelulares (ATP, 

ADP, Adenosina) são moléculas extracelulares que regulam uma variedade de funções 

fisiológicas como proliferação, diferenciação e morte celular, tendo sido recentemente 

apontadas como importantes na fisiologia das células tronco mesenquimais. Assim, mais 

informações sobre estes processos são importantes para que se possa conhecer os aspectos 

da biologia celular destas células e então utilizá-las em modelos pré-clínicos e estudos 

potencialmente clínicos. 
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OBJETIVOS 

 

Objetivo Geral 

 

Padronizar o isolamento e o cultivo de células mesenquimais de pele e tecido esclerocorneal 

e investigar a sinalização purinérgica nestas células. 

 

Objetivos Específicos 

 

1. Padronizar o isolamento e o cultivo de células mesenquimais de materiais biológicos 

de descarte, como pele e tecido esclerocorneal humano.  

2. Caracterizar fenotipicamente as culturas. 

3. Avaliar o potencial de diferenciação das células mesenquimais isoladas.  

4. Identificar o melhor gene normalizador e avaliar a expressão gênica dos 

componentes do sistema purinérgico.  

5. Caracterizar a hidrólise dos nucleotídeos extracelulares ATP, ADP e AMP e  p-

nitrofenil timidina 5 'monofosfato (p-Nph-5'-TMP). 

6. Avaliar o metabolismo do ATP extracelular e a formação de adenosina por HPLC. 

7. Analisar a presença das ectoenzimas nas células mesenquimais extraídas do tecido 

esclerocorneal e da pele. 
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CAPITULO II 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Extracellular nucleotide hydrolysis in Dermal and Limbal Mesenchymal 
Stem Cells: a source of adenosine production 
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CAPITULO III 
 
 
 

DISCUSSÃO 
 

Devido ao potencial de diferenciação e capacidade imunomoduladora, as MSCs têm 

sido consideradas como uma fonte potencial de células para seu uso em bioengenharia de 

tecidos e terapias celulares (Salem and Thiemermann 2010). Neste trabalho foi possível 

isolar células mesenquimais de materiais que geralmente são descartados nos centros 

hospitalares. Estima-se que a necessidade anual de transplantes de córnea no Brasil seja de 

17.168 transplantes (Bonfadini et al. 2014). Após o transplante de córnea, o tecido 

circundante (limbo esclerocorneal) é descartado, a partir do qual é possível isolar, com 

técnicas de cultivo celular, as células tronco que participam na regeneração da córnea 

(Dravida et al. 2005). Do mesmo modo, após uma cirurgia de abdominoplastia, o excesso de 

pele retirada também é considerada material de descarte, e da mesma forma é possível isolar 

células tronco não só mesenquimais dérmicas, mas também queratinócitos, melanócitos e 

células mesenquimais adiposas.  

Neste trabalho as células mesenquimais foram isoladas por migração, após uma 

digestão enzimática que permitiu retirar o epitélio das amostras.  Em aproximadamente duas 

semanas em cultura, foi possível observar as células migrando a partir dos fragmentos de 

tecido, as quais alcançaram confluência em 25 dias de cultura. As células isoladas de cada 

tecido mostraram seu potencial de diferenciação em linhagens osteogênicas, adipogênicas e 

condrogênicas. Além disso, apresentaram a expressão de marcadores de superfície 

mesenquimais (CD105 e CD44), mas não hematopoiéticos (CD14, CD34, CD45), 

confirmando  a sua identidade tronco, conforme descrito na literatura (Branch et al. 2012; 

Toma et al. 2005).  

Nos últimos anos têm aumentado o interesse em desvendar as funções das 

ectonucleotidases expressas na superfície das células mesenquimais. Isso porque os 

nucleotídeos e seus produtos de hidrólise podem exercer uma diversidade de efeitos nessas 

células (Roszek et al. 2015; Scarfì 2014). Neste estudo foi caraterizada a expressão genica 

das ectoenzimas, demostrando-se que as L-MSCs e D-MSCs expressam mRNA das 

ENTPDases 1, 2, 3, 5, 6, CD73, ENPP1 e 2, o que lhes dá a capacidade de promover a 

degradação de ATP até a adenosina. No entanto, foi observado que estas células degradaram 
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baixos níveis de ATP e ADP em comparação com o AMP. Também foi avaliada a atividade 

fosfodiesterase das NPP usando-se como substrato artificial o p-nitrofenil timidina 5 

'monofosfato (p-Nph-5'-TMP). Nossos resultados evidenciaram uma baixa atividade 

enzimática das NPPs em L-MSCs e D-MSCs, o que indica que estas enzimas apresentam 

pouca participação na degradação de ATP nessas células. 

A baixa atividade ATPasica poderia ser pela importância que o ATP tem na 

sinalização das MSCs, modulando a sua mobilização, diferenciação e regeneração celular. 

Esta explicação está de acordo com o trabalho de Ferrari Davide et al. 2011 que mostrou que 

MSCs são resistentes aos efeitos citotóxicos do ATP. No entanto, a alta hidrolise de AMP, 

possivelmente pela atividade da ecto-5’-nucleotidase (CD73), expressa na superfície das L-

MSCs e D-MSCs, poderia estar relacionada com o papel que tem a adenosina na atenuação 

da inflamação e cicatrização de tecidos (Scarfì 2014). Também tem se demostrado que a 

adenosina tem efeitos na proliferação e diferenciação das MSCs (Gharibi et al. 2011; Katebi, 

Soleimani, and Cronstein 2009). 

As MSCs têm propriedades imunomoduladoras (Parekkadan, Tilles, and Yarmush 

2008) e foi investigado o efeito da via de sinalização de CD73/adenosina em modelo animal 

de uveíte autoimune experimental, demostrando que esta via está envolvida na função 

imunomoduladora das MSCs em respostas autoimunes. Isto confirma o papel essencial da 

adenosina extracelular na fisiologia das MSCs, estimulando as suas propriedades  

imunomoduladoras e pró-cicatrizantes, sugerindo um possível uso deste nucleosídeo ou dos 

seus agonistas em terapias celulares(Chen X, Shao H, Zhi Y, Xiao Q, Su C, Dong L, Liu X, 

Li X 2016).  

Tanto o ATP como a adenosina têm demostrado papéis pleiotrópicos que afetam 

tanto as propriedades imunomoduladoras as MSCs como seu comprometimento com a 

diferenciação nas linhagens. O ATP tem sido mais associado à inibição da proliferação, 

propriedades proinflamatórias e de migração celular. Por outro lado, a adenosina tem sido 

associada a uma atividade autócrina, protetora bem como a uma atividade imunossupressora 

parácrina, contrariando a estimulação de ATP.  

Portanto, o conhecimento do papel dos nucleotídeos e nucleosídeos é essencial para 

a compreensão da fisiologia das MSCs que, num futuro próximo, permitirá definir o 

envolvimento destas células na reparação de tecidos.  
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CONCLUSÃO GERAL 

Nesse estudo padronizamos o isolamento de células mesenquimais do limbo 

esclerocorneal (L-MSCs) e da derme (D-MSCs), ambos considerados tecidos de descarte, as 

quais demonstraram o potencial de diferenciação multilinhagem. Ambos os tipos celulares, 

L-MSCs e D-MSCs, expressaram mRNA para as E-NTPD1, 2, 3, 5, 6, CD73, E-NPP1 e 2, 

e hidrolisam baixos níveis de p-Nph-5'-TMP, ATP e ADP em comparação com AMP. 

 

CONCLUSÕES ESPECÍFICAS 

1. Foi padronizado o isolamento e cultivo de células tronco mesenquimais a partir de 

materiais de descarte humano, como pele e tecido esclerocorneal. As células 

iniciaram a migração desde os tecidos em aproximadamente 15 dias de cultivo e 

alcançaram a confluência aos 25 dias de cultivo.  

2. As células isoladas mostraram a morfologia fusiforme em cultura e as populações de 

L-MSCs e D-MSCs foram positivas para marcadores de células mesenquimais 

(CD105 e CD44) e negativas para marcadores hematopoiéticos (CD14, CD34, 

CD45).  

3. As L-MSCs e D-MSCs mostraram o potencial de diferenciação multilinhagem ao se 

diferenciar nas linhagens osteogênica, adipogênica e condrogênica.  

4. O melhor gene normalizador para avaliar a expressão gênica nas L-MSCs e D-MSCs 

foi o TBP. Estas células expressam mRNA para as E-NTPD1, 2, 3, 5, 6, CD73, E-

NPP1 e 2 e não foi observada a expressão da E-NTPD8, E-NPP3 e fosfatase alcalina 

em ambos tipos celulares.  

5. A baixa hidrólise do substrato artificial das NPPs, p-Nph-5'-TMP, mostra que essas 

enzimas não possuem uma participação na hidrólise do ATP. 

6. As L-MSCs e D-MSCs hidrolisam níveis baixos de ATP e ADP extracelular e altos 

níveis de AMP, que levam a formação de adenosina.  

7. As L-MSCs e D-MSCs expressam a enzima CD73 na superfície celular.  
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PERSPECTIVAS 
 
 

Este trabalho proporciona várias perspectivas de investigação para um maior conhecimento 

destas MSCs, de forma que possam ser consideradas em estudos potencialmente clínicos, 

como: 

 

1. Investigar a expressão dos receptores purinérgicos nas células para complementar 

sua caracterização. 

2. Avaliar o papel do ATP e da adenosina na biologia das MSCs. 

3. Isolar demais tipos celulares (quetarinócitos, melanócitos) e desenvolver um modelo 

tridimensional em conjunto com as células mesenquimais para estudar o 

funcionamento in vivo das células e o papel dos componentes da sinalização 

purinérgica nas lesões.  
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