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Capitulo E REVISAO INTEGRATIVA ACERCA DO PAPEL
DAS CELULAS MICROQUIMERICAS FETAIS
NO PROCESSO DE CICATRIZACAO CUTANEA




REVISAO INTEGRATIVA ACERCA DO PAPEL DAS CELULAS
MICROQUIMERICAS FETAIS NO PROCESSO DE CICATRIZACAO
CUTANEA

INTEGRATIVE REVIEW ON THE ROLE OF FETAL MICROCHIMERIC

CELLS IN THE SKIN HEALING PROCESS

Aryane Da Costa Melo Dahiskjaer!
Roberto Stefan de Almeida Ribeiro?

Mauricio Afonso Vericimo?

Thais Porto Amadeu*

Resumo: Introducao: O microquimerismo feto-maternal ¢ caracterizado pela troca bidirecional de
células entre a mae e o feto durante a gestacdo. O microquimerismo fetal refere-se a populacao de
células de origem fetal que residem no organismo materno, onde ja foram observadas atuando de
diversas formas, como por exemplo, no reparo tecidual cutdneo. Objetivo: Revisar a disponibilidade
de evidéncias cientificas na literatura sobre a atuag¢dao de células de origem fetal no processo de
cicatrizacdo cutanea materna, e seus beneficios e maleficios para a restituigdo ¢ manutengao da
homeostase da pele. Material ¢ métodos: A partir do acronimo PICO, foi realizada uma revisao

integrativa de literatura utilizando o método PRISMA para busca de literatura pelos descritores e
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mesh terms relacionados a microquimerismo e cicatriza¢ao cutanea. Resultados: Foram encontrados
57 registros de artigos julgados como relevantes para este trabalho nas duas plataformas utilizadas,
sendo 41 deles encontrados no PubMed e 16 no Google Scholar. Apos pré-selegdo pela leitura dos
titulos e resumos, 50 artigos foram excluidos pela aplicagdo dos critérios de elegibilidade, e 16 artigos
tratavam individualmente de microquimerismo ou cicatrizagdo cutanea. Por fim, 7 artigos foram
selecionados para a leitura na integra, sendo que 2 deles foram descartados por ndo apresentarem
informagdes suficientes para revisdo. Os artigos revisados (n=>5) apresentaram dados sobre atividades
proliferativas e de diferenciagdo fenotipica das células microquiméricas em resposta a lesdo materna,
e apenas 1 artigo ofereceu bases para aplicacdes em medicina regenerativa. Conclusdo: Apesar da
participacdo ativa das células microquiméricas feto-maternas na cicatrizacdo cutdnea materna, e
do potencial terapéutico, ainda sdo necessarios mais estudos experimentais para compreender sua

atuacdo para futuras aplicacdes em terapia regenerativa.

Palavras-chave: angiogénese, microquimerismo feto-maternal, pele, cicatrizacdo de feridas, células-

tronco, reparo tecidual.

Abstract: Introduction: Microchimerism is characterized by the bidirectional exchange of cells
between mother and fetus during pregnancy, which may also originate in processes such as childbirth
and abortion. Feto-maternal microchimerism refers to the population of cells of fetal origin residing in
the maternal organism, where they have been observed acting in different ways, such as in cutaneous
tissue repair. Objectives: To review the availability of scientific evidence in the literature on the role
of cells of fetal origin in the maternal skin healing process, and their benefits and harms for the
restitution and maintenance of skin homeostasis. Material and methods: Based on the acronym PICO,
a integrative literature review was performed using the PRISMA method to search the literature
by descriptors and mesh terms related to microchimerism and skin healing. Results: 57 records

of articles deemed relevant for this work were found in the two platforms used, 41 of which were
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found in PubMed and 16 in Google Scholar. After pre-selection by reading the titles and abstracts,
50 articles were excluded by applying the eligibility criteria. 16 articles dealing individually with
microchimerism or skin scarring. Finally, 7 articles were selected for full reading, and 2 of them
were discarded for not presenting enough information for review. The reviewed articles (n=5) showed
proliferative and phenotypic differentiation activities of microchimeric cells in response to maternal
injury, and offered a basis for applications in regenerative therapy. Conclusion: Despite the active
participation of fetal-maternal microchimeric cells in maternal skin healing, and the therapeutic
potential, further experimental studies are needed to understand their role for future applications in

regenerative therapy.

Keywords: angiogenesis, fetomaternal microchimerism, skin, wound-healing, skin healing, stem

cells, tissue repair.

INTRODUCAO

A formagao de cicatrizes pode ocorrer em diversos tecidos de 6rgdos e sistemas em um indi-
viduo adulto, sendo mais proeminente, portanto perceptivel, no tecido cutaneo. Contudo, o surgimen-
to de tecido cicatricial aparenta ser ausente em embrides e fetos humanos até a 24* semana gestacional
(MADATHIL et al., 2021), conferindo um reparo tecidual regenerativo semelhante ao observado em
algumas espécies de animais que norteiam as pesquisas de regeneracdo de orgaos e tecidos, como
a planaria e o zebra-fish (ERICKSON ¢ ECHEVERRI 2018). De maneira intrigante, este potencial
de reparo tecidual fetal é perdido antes do terceiro trimestre gestacional, apresentando formagao de
cicatrizes semelhantes ao observado em individuos pos-natais (LORENZ et al., 1992). Estas informa-
¢oes impulsionam ainda mais pesquisas da area de reparo tecidual sobre a compreensdo da relacao e
da atuagdo de células microquiméricas em processos de cicatrizagdio (MONAVARIAN et al., 2019) e

sobre sua potencial aplicagdo terapéutica natural (ZHOUNG e WEINER, 2007).
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Estes grupos celulares apresentam uma ampla atuagdo em diferentes 6rgdos e sistemas do
organismo materno, o que pode ser devido ao seu potencial de diferenciacdo fenotipica (KARA et
al., 2012). Isso tem direcionado as pesquisas de reparo tecidual materno a partir de progenitores de
origem fetal em uma série de estudos que vém sido desenvolvidos ao longo dos anos, uma vez que as
células fetais quiméricas parecem ter propriedades semelhantes as das células-tronco (ZHOUNG e
WEINER, 2007).

Originalmente, os estudos em microquimerismo feto-maternal investigavam a morte ma-
terna pelo desenvolvimento da pré-eclampsia na gravidez, e logo tornaram-se ferramentas para a
investigacao de inflamagdes teciduais maternas através de modelos animais (BIANCHI et al., 2021).
O histoérico dos estudos nesta area, demonstram que esta interagdo celular entre a mae e o feto foram
investigados inicialmente relacionados a uma série de maleficios a saide materna, como em doencgas
autoimunes (NELSON, 1999; BARCELLOS ¢ ANDRADE, 2004). Relacionados a pele, especifica-
mente, as pesquisas em microquimerismo feto-maternal concentravam-se em doencas autoimunes e
cronicas, como epidermolise bolhosa (TOLAR et al., 2011), lupus eritematoso (KHOSROTEHR ANI
et al.,2005), esclerodermia (NELSON et al., 1998) e melanoma (HUU et al.,2009). Com o desenvol-
ver desta area de pesquisa, alguns estudos relacionados a pele voltaram-se para o processo de reparo
tecidual, demonstrando resultados promissores.

De acordo com os resultados de Ishida et al. (2008), as células progenitoras fetais adquiridas
pela mae durante a gestagdo sdo ativamente mobilizadas para o local lesionado, onde se diferenciam
para contribuir no reparo do tecido, porém, este recrutamento também pode gerar uma reagao in-
flamatoria exacerbada, potencializando a formagdo de cicatrizes. Ja foi observado também, que a
mobilizagdo de células progenitoras fetais durante o processo de cicatrizagdo tecidual materna au-
menta durante e ap0ds a gravidez (CASTELA et al. 2017). Outra atuagdo ja observada destas células
de origem fetal ¢ a participagdo na neo-angiogénese da fase proliferativa do processo de cicatriza¢ao
tecidual (HUU et al., 2007), bem como na produgdo de fibras colagenas depositadas na fase de remo-

delacdo deste processo (SEPPANEN et al., 2013).
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Segundo Guettier et al., (2005), as células fetais quiméricas parecem ter propriedades se-
melhantes as das células-tronco, devido a persisténcia a longo prazo e a sua capacidade de proliferar
e se diferenciar. Isso pode representar um modelo andlogo a transplantes de células-tronco e proge-
nitoras durante a gestacdo, porém de procedéncia natural e ndo-cirirgica, que muito se difere dos
modelos de enxertos (SEPPANEN et al. 2013). Assim, os estudos de células-tronco microquiméricas
de origem fetal, projetam uma possivel substitui¢do de sucesso ao quimerismo artificial que ocorre
nos transplantes tradicionais (NASSAR et al., 2012). No entanto, estes estudos voltados para o reparo
tecidual cutaneo ainda sdo poucos, mesmo apresentando grande eficiéncia da participagdo das células

microquiméricas neste processo.

REVISAO DE LITERATURA

MICROQUIMERISMO

O termo “quimera”, de origem na Grécia antiga, esta relacionado a uma figura mitologica
hibrida, composta por fragmentos de trés diferentes animais - um ledo, uma cobra e uma cabra - for-
mando um ser Unico e funcional. Nas ciéncias médicas este mesmo termo refere-se a organismos uni-
cos, cujas cé€lulas abrigam DNAs (acido desoxirribonucleico) dispares, de origens zigdticas distintas,
e que quando encontrados em pequenas quantidades, sdo denominados microquimeras (NELSON,
2012). Portanto, o microquimerismo se refere ao abrigo no organismo de um pequeno nimero de
c€lulas (ou DNA) que se originou em um individuo geneticamente diferente. Existem dois tipos de
microquimerismo, o natural e o artificial. O microquimerismo natural ¢ gerado durante a gravidez. Ja
o microquimerismo artificial ocorre comumente nos transplantes de 6rgao e na transfusao de sangue.

Naturalmente na gestagdo dos mamiferos, ocorre um trafego celular bidirecional entre os
tecidos materno e fetal através da barreira transplacentaria, dando origem a células microquiméricas
(DUTTA etal. 2010; VERNOCHET et al. 2007). Diferente do microquimerismo adquirido de células

transplantadas, as c€lulas microquiméricas persistem por periodos varidveis no organismo receptor.
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A persisténcia destas células esta relacionada com tolerancia imunoldgica, e desta forma as microqui-
meras de origem fetal podem permanecer por mais tempo no organismo materno (VAN HALTEREN
et al. 2009). O microquimerismo ¢ um tema de interesse atual por varios motivos, pois desempenha
um papel importante em doengas autoimunes, canceres, cicatriza¢do de feridas, entre outras situa-
¢oes.

Durante a gravidez, algumas células sdo transferidas da mae para o feto e vice-versa. Curio-
samente, um pequeno numero de células da mae persiste em sua prole até a vida adulta, enquanto
um pequeno numero de células de gestagdes anteriores persiste na mae por muitos anos (BODDY et
al., 2015). Mas estamos apenas comecando a entender as implicagdes dessas “células” que podem ser
benéficas ou prejudiciais para a satde do hospedeiro.

As células microquiméricas de origem natural sdo divididas ainda em trés categorias:

Microquimerismo fetal-materno: passagem de células fetais para o organismo
materno durante a gravidez ou parto

Microquimerismo materno-fetal: passagem de células maternas para o feto
durante a gravidez ou parto

Microquimerismo em gémeos: troca de células entre os fetos no tutero.

(SHRIVASTAVA et al. 2019)

Segundo Dawe et al. (2007), os progenitores das microquimeras podem ser herdadas da mae
para o feto (microquimerismo materno-fetal), ou do feto para a mae (microquimerismo feto-mater-
nal). Além disso, estas células tendem a migrar e se proliferar nos mais diversos tecidos, apresentando
atividade mesenquimal progenitora (KHOSROTEHRANI e BIANCHI, 2004; RIJNINK et al., 2015;
SHAFIEE et al. 2015).

A existéncia de células geneticamente distintas sendo armazenadas em um organismo hos-
pedeiro, instiga o questionamento sobre sua atuacdo ser benéfica ou maléfica a saude. Este questiona-
mento vem impulsionando uma série de estudos a respeito da atuagdo de células microquiméricas na

saude do hospedeiro, identificando a presenca de populagdes imigrantes nos mais diferentes tecidos
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saudaveis dos hospedeiros, € em uma variedade de doengas, como doengas autoimunes, canceres €
lesdes (BODDY et al. 2015). Aparentemente, os efeitos benéficos, neutros ou maléficos deste fenome-
no, podem depender de uma variedade de fatores, como a origem, o tipo de tecido e qual o seu estado
fisiologico ao qual sdo recrutados, a idade do organismo hospedeiro, € o tempo e a forma de aquisicao

das células microquiméricas (BIANCHI et al., 2021; DAVIES e DEMIRHAN, 2019).

Microquimerismo Feto-maternal

Segundo Guettier et al., (2005), ¢ possivel que o microquimerismo nao se limite apenas a
troca bidirecional de células maternas e fetais, e que células de irmaos mais velhos e até células da
avo materna também possam ser transferidas para o feto. Peterson et al., (2012) vai mais além e aponta
que o microquimerismo de origem fetal pode ser adquirido ainda a partir de um aborto espontaneo ou
induzido, uma vez que ha o extravazamento sanguineo fetal. Essa transferéncia tem inicio logo entre
a 3* e a 4" semana de vida do embrido, apresentando aumento crescente concomitante com o avango
da idade gestacional (LO et al., 1998). Ao final da gestagdo, ha um pico de transferéncia celular entre a
mae e o feto, que sera diminuido em grande quantidade na circulagdo materna apos o parto, quando a
maioria das células entram em apoptose (KOLIALEXI et al., 2004). Ap6s o parto, essas células ainda
se encontram circulantes no organismo materno em menores quantidades, podendo ser detectados
por décadas ap6s o parto em diferentes sitios, como na medula 6ssea (O’ DONOGHUE, et al., 2004),
nos pulmoes (JOHNSON et al., 2010), no coracdo (KARA et al., 2012) e na pele (KOOPMANS et al.,
2008).

Alguns trabalhos t€ém demonstrado que as células que entram na circulagdo materna sao
de origem hematopoiética, como eritrécitos, linfocitos e células-tronco. (SAKAR e MILLER, 2004;
KHOSROTEHRANI e BIANCHI, 2004). Nas gesta¢des humanas, as células progenitoras fetais que
expressam CD34 sdo transferidas para a circulacdo materna (GUETTIER et al., 2005); podendo ser

isoladas por cultura de sangue materno durante a gravidez e até seis meses apds o parto (OSADA et
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al., 2001). Décadas apods o parto, células fetais masculinas CD34 + (células-tronco hematopoiéticas;
HSCs) e células CD34 + CD38 + (que estdo comprometidas com o desenvolvimento precoce de célu-
las B e T) foram identificadas em 75% das mulheres com filhos, conforme observado nos experimen-
tos de Bianchi et al., (1996). Durante o primeiro trimestre da gravidez, o sangue fetal também contém
células-tronco mesenquimais (CTM) (CAMPAGNOLI et al., 2001), que foram inicialmente descritas
na medula 6ssea adulta.

Acredita-se que o microquimerismo pode ter se desenvolvido ao longo da evolugdo de forma
que houvesse a manutengdo da saude materna, uma vez que essas c€lulas tém potencial de células-
-tronco mesenquimais e que podem realizar processos de reparo. Entretanto, as populagdes de células
fetais ndo sdo uniformes e ha células com maior potencial que outras (FUJIKI et al., 2008; BOD-
DY et al., 2015; KHOSROTEHRANI et al., 2004). Estudos mostram também a presenca de maiores
quantidades de células fetais em diversas enfermidades, como em casos de pré-eclampsia, tumores
e doengas autoimunes (LAPAIRE et al., 2007; BODDY et al., 2015), o que leva ao questionamento
sobre se as células fetais auxiliam na saide do organismo materno ou se podem contribuir para o
desenvolvimento de doengas (BODDY et al., 2015).

A persisténcia de células de origem fetal na medula dssea materna durante décadas apds o
parto vem sendo extensamente investigada (ICHINOHE, 2010; Maloney, 1999; O’Donoghue, et al.,
2004) , bem como seus beneficios e maleficio a homeostase da saude materna (NELSON, 2012; TYN-
DALL et al.,1998). A diferenciacio e funcionalidade destas células nos tecidos maternos vém sendo
amplamente investigadas, exibindo uma atividade de células-tronco fetais em um primeiro momento,
e com posteriores capacidades hematopoiética ¢ mesenquimal (HUU et al., 2007, NASSAR et al..
2012; GRAHAM et al., 2017). “Essas cé€lulas sdo encontradas seletivamente em 6rgdos lesados em
uma série de estados de doenga em que exibem o fendtipo do tecido afetado” (KHOSROTEHR ANI
et al., 2005, apud NASSAR et al., 2012).

Dentro destas investigagdes, podemos destacar o interesse cientifico no uso terapéutico em
cicatrizagdes de feridas cutineas para a melhora do desempenho tecidual na velocidade e qualidade
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da cicatrizagdo Seppanen et al. (2013). Segundo Zhoung e Weiner (2007), compreender esse mecanis-

mo de reparo ¢ importante na aplicagdo clinica de células-tronco fetais para medicina regenerativa.

Microquimerismo materno - fetal

Ao passo em que a mae recebe células provenientes do feto durante a gestagao, o feto também
recebe células provenientes da mae, porém, este tipo de microquimerismo pode apresentar consequ-
éncias imunologicas diferentes nos fetos (GAMILL ¢ NELSON, 2010). Uma vez que o feto adquire
células maternas enquanto seus tecidos ainda estdo se desenvolvendo e sua imunidade ainda esta se
criando, ele estd acidentalmente desenvolvendo mecanismos de tolerancia (BILLINGHAM et al.,
1953). Assim, o sistema imunoldgico comega a ser moldado para o resto da vida (GAMILL e HAR-
RINGTON, 2017). Segundo, Shrivastava et al. 2019, as células maternas tém importante papel na
imunidade fetal, pois os fetos desenvolvem Tregs especificos para antigenos maternos ndo herdados
na presenca de fator de crescimento transformador beta (TGFp), levando a tolerancia a aloantigenos

mais tarde na vida.

REPARO TECIDUAL

A pele ¢ o maior 6rgdo do corpo humano, cuja camada mais externa, a epiderme, atua como
barreira fisica entre o meio externo e o organismo, de forma a protegé-lo de agentes externos, patoge-
nos e de limitar a perda de fluidos internos (GARTNER e HIATT, 2017). De acordo com Pastar et al.
(2014), a epiderme ¢ formada por um tecido epitelial estratificado, composto por camadas de querati-
nécitos com fungdes proliferativas e restauradoras. A derme, no entanto, € separada da epiderme pela
membrana basal, e consiste no componente mesenquimal da pele, sendo em grande parte responsavel
pela manutengdo da homeostase da pele e conferindo-a protecao contra traumas mecanicos (RIPPA

et al., 2019). “A perda da integridade de grandes por¢des da pele como resultado de ferimentos ou
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doengas pode levar a deficiéncias graves ou mesmo a morte” (SINGER e CLARK 1999). Por isso,
mecanismos de reparo tecidual, como os da pele e de outros 6rgdos, e a restauracdo de suas fungdes,
funcionam como um fator de sobrevivéncia na natureza. Segundo Kumar et al. (2017), o organismo
pode apresentar duas formas distintas de reparo: a regeneragdo, em que o tecido danificado é com-
pletamente reparado anatdmica e funcionalmente; e a cicatrizagdo, em que o tecido ndo se reconstitui
por completo e gera um tecido mais fibroso devido a deposicao de fibras colagenas. Em geral, o que
vai determinar a forma de reparo ¢ a natureza da ferida, os tecidos acometidos e sua extensdo. “Ar-
ranhdes simples podem ser reparados de forma eficaz, mas feridas de pele de espessura total mais

comumente resultam na formagao de cicatrizes” (ERICKSON ¢ ECHEVERRI 2018).

Cicatrizacao Cutinea

As primeiras descrigdes de cicatrizagao de feridas, em especial de feridas cutaneas, datam
do Egito Antigo (3.200 - 300 a.C.), quando os primeiros métodos de

tratamentos de feridas foram registrados em papiros (REINKE e SORG, 2012). O processo
de cicatrizagdo de feridas cutaneas em mamiferos ¢ complexo e esquematicamente dividido em trés
fases sobrepostas: a fase inflamatdria, a fase proliferativa e a fase de remodelagdo ou maturacao
(LAUREANO e RODRIGUES, 2011). A fase inflamatdria, ou inflamagdo, tem inicio logo apds a
lesdo, sendo caracterizada, apos hemostasia, pelo rapido influxo de populagdes de células leucoci-
tarias para o local da ferida (CHODOROWSKA e SKORUPSKA, 2004), responsaveis por eliminar
ou neutralizar o agente nocivo e remover o tecido morto, e por ministrarem a liberacdo de citocinas
reguladoras de outras células essenciais para as fases seguintes a inflamacao (MOORE et al., 2018).

A fase proliferativa tem inicio por volta do terceiro dia ap6s a lesdo, perdurando por duas a
trés semanas em trés eventos importantes: a neo-angiogénese, a fibroplasia e a re-epitelizagao (TA-
ZIMA et al., 2008). Durante a neo-angiogénese, novos vasos sanguineos sdo formados a partir de

células endoteliais recrutadas por mediadores quimicos oriundos de macrofagos, com a finalidade de

437



fornecer maior demanda metabolica e aporte celular (CARMELIET, 2003). Durante a fibroplasia, os
fibroblastos sdo recrutados da derme proxima a ferida, se proliferando no local da lesdao e formando
um tecido de granulacdo, (ISAAC et al., 2010) cuja composi¢do ¢ formada por elementos de matriz
desta populagdo celular, em grande parte, de colageno do tipo III (GREAVES et al., 2013). A re-epi-
telizagdo ocorre quase que concomitantemente aos dois primeiros eventos da fase proliferativa, com
a diferenciagdo, proliferacdo e migracao de células epiteliais recrutadas por citocinas e fatores de
crescimento especificas para a superficie da ferida, induzindo o seu fechamento (LI et al., 2007).

Com a re-epitelizacdo e a deposicao de fibras coladgenas e outros elementos de matriz extra-
celular, o tecido cicatricial estd formado, dando inicio a fase de remodelacao, que pode durar da ter-
ceira semana até o segundo ano apds a lesdo. Segundo Singer e Clark (1999), a terceira e tltima fase
do processo de cicatrizagdo ¢ marcada por diversas alteragdes no tecido de granulagdo, na tentativa
de reconstituir a estrutura original do tecido, que vai sendo gradativamente remodelado até apresentar
menor quantidade de tecido vascular, e a maior quantidade de tecido fibroso.

Considerando que as células microquiméricas de origem fetal sdo observadas se diferencian-
do em tecidos inflamados e assumem papéis importantes em doencas autoimunes relacionadas a pele,
formula-se a hipotese de que as microquimeras fetais migram e se proliferam sob efeito do processo

inflamatério cutaneo durante a cicatrizag¢ao cutanea.

OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Revisar a disponibilidade de informagdes na literatura que evidenciem a relevancia da atua-
¢ao de células de origem fetal no processo de cicatrizagao cutanea materna, bem como seus beneficios

e maleficios para a restituicdo € manuten¢ao da homeostase da pele.

OBJETIVO ESPECIFICO
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Reunir informagdes baseadas em artigos cientificos experimentais e de ensaios clinicos de
forma a elucidar a correlagdo entre microquimerismo feto-maternal e o reparo tecidual cutaneo;

Demonstrar se as células microquiméricas de origem fetal produzem beneficios relevantes
ao processo de reparo tecidual cutaneo materno;

Determinar se as células microquiméricas de origem fetal apresentam potencial terapéutico

celular para a restauragdo homeostasica da pele em cicatrizagao.

METODOS

METODOS DE BUSCA

Para a defini¢do da pergunta de pesquisa, foi utilizado o acronimo PICO (de Population/
Patients/Problem, Intervention, Comparison e Outcomes), como demonstrado no quadro 1. Este tra-
balho foi realizado a partir de estudos experimentais de recuperagdo e analise critica da literatura de
forma a realizar uma revisao integrativa seguindo o método PRISMA (do inglés Preferred Reporting
Items For Systematic Reviews And Meta-Analyses). Segundo Galvao et al. 2020, este método possui
uma lista de itens que devem conter em uma revisao e o fluxo dos critérios de inclusdo e exclusdo
para a elegibilidade dos artigos, o PRISMA checklist e o PRISMA flow diagram, respectivamente.
Assim, a metodologia aplicada auxilia na minimizagao de possiveis vieses nos resultados, que possam
ser conflitantes com a questdao formulada que venham a surgir na identificagdo, selecao e sintese dos

estudos.
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Quadro 1: Aplica¢dao do Acrénimo PICO na formulagdo da pergunta de pesquisa.

IDENTIFICACAO .
NO ACRONIMO APLICACAO
Mulheres ou camundongos fémeas portadoras de células microquiméricas
Populagiio/Problema fetais provenientes de sua prole durante ou apds um ou mais partos (modelo
animal e estudo em humanos).
. Cicatrizes cutaneas maternas, provenientes ou nao do parto;
Intervencao Cicatrizes cutineas provenientes de lesdo excisional experimental.
~ Cicatrizagdo cutanea em populagdo nulipara ou do sexo masculino, em que
Comparagdo ~ L .. -, !
ndo haja interagcdo microquimérica de origem fetal.
Desfecho Avaliacdo dos efeitos biologicos na restitui¢do e manutengdo da homeostase
da pele.
Organizagdo da aplicagcdo do acrénimo PICO.
QUESTAO DE ESTUDO

As questdes que nortearam este estudo estavam relacionadas a investigacdo de diferentes

formas de atuacgdo de células microquiméricas de origem fetal em processos de reparo tecidual cuta-

neo materno, como na cicatrizagao.

CRITERIOS DE ELEGIBILIDADE

Entraram nos critérios de exclusdo deste trabalho:

» Trabalhos publicados anteriormente ao ano de 2001 (com mais de 20 anos);

* Obras publicadas em outros idiomas, que ndo fossem Portugués, Inglés ou Espanhol;

* Artigos de revisdo, micro artigos e livros;

» Trabalhos sobre cicatriza¢ao no contexto de doengas;

» Trabalhos sobre outros tipos de reparo tecidual que ndo o cutaneo;
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» Trabalhos publicados apenas em resumos;
» Trabalhos que tratassem apenas de um dos temas individualmente (estes foram mantidos

como material para embasamento tedrico).

FONTES DE INFORMACAO E BUSCA

As plataformas de pesquisa utilizadas para a busca de dados deste trabalho foram: PubMed
(https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/) e Google Scholar (https:/scholar.google.com.br/). Foram incluidos
nesta pesquisa, todos os trabalhos publicados até maio de 2021, descritos em inglés, portugués ou
espanhol. Os descritores de pesquisa, em inglés, utilizados foram: angiogenesis, fetomaternal mi-
crochimerism, skin, skin wound-healing, skin healing, stem cells, tissue repair .Os descritores foram
aplicados de acordo com cada base de dados, como tabelado no quadro 2. As referéncias bibliogra-
ficas dos artigos selecionados como elegiveis para essa revisao integrativa foram analisadas com a

finalidade de incluir trabalhos nio identificados através da busca eletronica.

Quadro 2: Bases de dados utilizados e os respectivos descritores aplicados.

BASE DE DADOS DESCRITORES APLICADOS

L LT3

Busca de literatura pelos descritores: “angiogenesis”; “microchimerism” ou
“fetomaternal microchimerism”; “skin healing” ou “skin wound healing”;

Busca de literatura pelos Mesh Terms ( “Chimerism/classification”[ Majr
PubMe

OR “Chimerism/embryology”’[Majr] )

99, ¢

“microchimerism” ou “fetomaternal microchimerism”; “skin healing” ou
“skin wound healing”.

Combinagdes dos descritores:  “microchimerism” +  “skin”; e
“microchimerism” + “tissue repair”.

Google Scholar

Organizagdo dos descritores aplicados na busca de literatura nas respectivas plataformas de bases de

dados.
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TRIAGEM E IDENTIFICACAO DOS ESTUDOS ELEGIVEIS

A busca bibliografica foi realizada de forma independente em cada uma das bases de da-
dos, avaliando primeiramente os titulos e resumos dos estudos disponibilizados. Apds avaliados, os
numeros de registro encontrados em ambas as bases de busca foram somados e registrados em uma
tabela do Excel® como “artigos encontrados”. Todos os artigos em duplicata foram contabilizados
uma unica vez.

Em seguida, os estudos selecionados a partir da primeira avaliagdo passaram pelos critérios
de exclusdo apresentados no item 3.3, assim como outros estudos que compunham suas referéncias
bibliograficas e que ndo haviam sido apresentadas pelas bases de dados. Os que foram selecionados
nesta fase, foram considerados como “estudos elegiveis”. Por fim, todos os estudos pré-selecionados
foram lidos na integra para avaliacdo quanto aos critérios de inclusdo e exclusdo para compor esta
revisdo, e foram considerados “estudos selecionados”. Estudos ndo selecionados e especificos das te-
maticas “microquimerismo” e “reparo tecidual” foram selecionados a parte para compor este trabalho

como estudos base para fundamentacio tedrica.

RESULTADOS E DISCUSSAO

REVISAO INTEGRATIVA DE LITERATURA

No total, foram encontrados 57 registros de artigos julgados como relevantes para este traba-
lho nas duas plataformas utilizadas, sendo 41 deles encontrados no PubMed e 16 no Google Scholar.
Apo6s pré-selegao pela leitura dos titulos e resumos, 50 artigos foram excluidos por atenderem aos
critérios de exclusdo, sendo: 11 artigos de revisao, livros ou micro artigos, 9 artigos abordando outros
tecidos que ndo fossem o cutdneo, 6 artigos no contexto de doencas inflamatoria da pele, 8 publica-

dos apenas como resumo, ¢ 16 artigos tratando individualmente de microquimerismo ou cicatrizagao
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cutanea. Por fim, 7 artigos foram selecionados para a leitura na integra, e 2 deles foram descartados
por ndo apresentarem informagdes suficientes para revisao. Todos os artigos consultados haviam sido
publicados em portugués, inglés ou espanhol. Ao pesquisar as referéncias bibliograficas, os unicos
artigos encontrados com relevancia para este trabalho foram os proprios artigos selecionados para

compor esta revisdao, n=5 (Figura 1).

Figura 1: Fluxograma da triagem e identificacdo dos estudos elegiveis.

{ Critérios de exclusao

- Revisies, livros
micro artigos: n=11;

Registros ientificados nas

ARTIGOS duas bases e H"ﬂ'iﬂ"i'gw - Artigos na contaxto da
ENCONTRADD titulo & resumo (n=57) outros tecidag: n=g:
=Artigos no confexte de
doencas: n=g;

- Artigos disponiveis
ARENas em resumaos:
n=g;

- Arfigos da
individualidade dos

\ assuntos: n=17 !

Registros avaliados pela 'S ™
|eitura na Integra Registras encontrados nap
(n=7} referéncias dos artigos
(m=0)
' A

1

Artigos excluidos porgue
ARTIGOS Artigos selecionados nao apresentarem dados
ELEGIDOS {n=5) suficientes para a revisao)
(=2}

Esquematizagdo do processo de selecao dos artigos para a revisao.

O artigo intitulado “Role of Fetal Stem Cells in Maternal Tissue Regeneration”, foi um traba-
lho colaborativo entre pesquisadores do Departamento de Neurologia e do Departamento de Patolo-
gia, ambos da Keck Escola de Medicina da Universidade do Sul da Califérnia. O artigo de Zhoung e
Weiner (2007) foi publicado online na revista “Gene Regulation and Systems Biology”, e tinha como
objetivo avaliar a presenca de células fetais nas lesdes maternas.
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Outro artigo selecionado para esta Revisdo, traz como titulo “Fetal Progenitor Cells Natu-
rally Transferred Through Pregnancy Participate In Inflammation And Angiogenesis During Wound
Healing”. Este trabalho foi realizado por pesquisadores da Universidade Pierre et Marie Curie-Paris
de Paris, Franga, e publicado pela primeira vez em 2011 no The FASEB Journal - Journal of Federa-
tion Societies For Experimental Biology. O trabalho de Nassar et al., (2012) teve como objetivo estu-
dar a mobiliza¢ao de células progenitoras distantes durante a cicatrizagdo de feridas agudas e cronicas
e sua plasticidade in situ.

O artigo intitulado “Distant Mesenchymal Progenitors Contribute to Skin Wound Healing
and Produce Collagen: Evidence from a Murine Fetal Microchimerism Model”, foi publicado na re-
vista Plos One em maio de 2013 por colaboradores do UQ Centre for Clinical Research da Universida-
de Queensland de Brisbane, Australia. Neste trabalho, Seppanen et al., 2013 propuseram um modelo
experimental de transplante de medula 6ssea natural por células microquiméricas fetais, utilizando
dois modelos de microquimerismo para abordar o envolvimento de células de linhagem mesenquimal
distante em feridas.

O artigo “Microchimeric Fetal Cells Play A Role In Maternal Wound Healing After Preg-
nancy” de Mahmood & O’Donoghue (2014), foi publicado em 2014 no jornal didrio Chimerism. O
trabalho foi realizado pelo Centro de Pesquisa Anu, do Departamento de Obstetricia e Ginecologia do
Hospital Maternidade da Universidade de Cork, na Irlanda, e avaliou as possibilidades da inflamacao
de feridas cutaneas para recrutar células fetais durante a gravidez.

Por fim, o artigo de Castela et al. (2017) tem como titulo: “Ccl2/Ccr2 Signalling Recruits
A Distinct Fetal Microchimeric Population That Rescues Delayed Maternal Wound Healing”. O tra-
balho foi uma colaboragdo de pesquisadores do Centro de Pesquisa Saint-Antoine, da Universidade
Pierre e Marie Curie, da Universidade de Paris Descartes, do Departamento de Dermatologia do
Hopital Cochin - todos da Franga - , ¢ do Departamento de Dermatologia do Hospital Americano de
Beirute - do Libano. Este trabalho investigou os mecanismos moleculares que recrutam seletivamente
as cé€lulas de origem fetal para as feridas cutdneas maternas em modelos murinos.
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POPULACAO DE ESTUDO E MODELOS DE LESAO

Dentre os 5 artigos selecionados para a revisdo, apenas 1 utilizou amostras de feridas ma-
ternas de origem humana como populagdo de estudo (MAHMOOD ¢ O’'DONOGHUE 2014), ¢ os 4
restantes utilizaram modelos animais experimentais em seus estudos (Quadro 3). Os estudos expe-
rimentais em modelos animais utilizaram camundongos maternos da linhagem C57BL/6 wild tipe
(WT) durante ou apos a gestag@o de filhotes heterozigotos transgénicos resultantes do cruzamento
com machos hemizigoticos positivos para proteina fluorescente verde aprimorada (GFP). Este modelo
de cruzamento costuma ser utilizado em pesquisas de microquimerismo por permitir a deteccao de
células de origem fetal presentes no organismo materno através da fluorescéncia, uma vez que as cé-
lulas e tecidos dos camundongos transgénicos GFP, com excec¢do dos pélos e eritrdcitos, apresentam
coloragdo verde-fluorescente sob a iluminagdo de luz ultravioleta, (FUJIKI et al., 2008). Um destes
estudos incluiu, ainda, um modelo adicional de cruzamento entre fémeas C57BL/6 selvagem com
machos hemizig6ticos portando proteina reporter para luciferase, denominado Coll-Luc (Seppanen
et al., 2013).

A partir do modelo de cruzamento citado no quadro 3, Zhoung e Weiner (2007) provocaram
lesdes de pele e de medula espinhal em 7 camundongos fémeas prenhas apos a 2* semana de ges-
tacdo. Uma das fémeas prenhas foi utilizada como controle, e ndo foi lesionada. Trés fémeas foram
lesionadas por raspagem cutanea na regido da medula espinhal, dissecando a epiderme e a derme (em
aproximadamente 1 cm de didmetro), e trés fémeas foram lesionadas com a introducao de agulha de
calibre 25 (para evitar o aborto espontaneo) na vértebra T 9. As feridas foram entdo fechadas com um
clipe de ferida e cobertas com papel filme esterilizado para evitar infec¢do. Todos os animais feridos
experimentalmente, apresentaram perda temporaria dos movimentos das patas traseiras por cerca de
2 a 3 dias, tendo todos eles recuperado o controle dos movimentos no 5° dia apos a lesdo. Aproxima-

damente uma semana apos a lesdo, os camundongos apresentaram formacao de tecido de cicatriza¢ao
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no local da ferida. Dois dias apds o parto, todos os camundongos maternos que tinham ao menos 1
filhote positivo para a proteina GFP, foram sacrificados para andlise de seus tecidos.

Utilizando os modelos experimentais citados no quadro 3 como populacio de estudo, Nassar
et al., (2012) aplicaram 2 modelos de lesdo para avaliar a participacdo de células microquiméricas
de origem fetal em lesdes maternas murinas, um de fibrose e outro de ferida cirtirgica. O modelo de
fibrose foi dividido ainda em 2 grupos de animais que foram submetidos a lesdes cutaneas do 1° ao
28° dia ap6s o parto. Um grupo de 9 camundongos maternos recebeu inje¢des de bleomicina na parte
inferior das costas para induzir a fibrose, enquanto o outro grupo de 11 animais, considerados como
grupo controle, recebeu injecdes de solucdo salina tamponada com fosfato (PBS) na regido interes-
capular. Em seguida, os animais de ambos os grupos foram submetidos a feridas excisionais para pos-
terior comparacao da cura em ambos os grupos. Ja no modelo de ferida cirurgica, os animais foram
submetidos a lesdo durante a gestagcdo, apds anestesia por inalagdo de isofluorano a 4,9% de fluxo de
ar ambiente a 300 ml/min e remog¢ao dos pélos. Seguindo o modelo citado no quadro 3, as camadas
de pele foram excisionadas até o paniculo carnoso, ¢ depois, deixadas descobertas até o dia da coleta.
Para este modelo de lesdo, foram utilizadas fémeas ndo acasaladas da mesma linhagem como grupo
controle. Os tecidos lesionados foram coletados e congelados em nitrogénio liquido e armazenados a
-80°C para posterior extragado do DNA, ou fixados em formaldeido a 4% em 1 hora em temperatura
ambiente para posterior inclusdo em meio de se¢do congelada Neg50 e congelados a -80°C.

Conforme representado no quadro 3, Seppanen et al., (2013) utilizaram 2 modelos de cruza-
mento para abordar o envolvimento de células de linhagem mesenquimal distante em feridas mater-
nas. No modelo denominado Col-Luc, apenas células microquiméricas fetais produtoras de coldgeno
do tipo I expressavam a luciferase, e sua aplicagdo neste estudo permitiu rastrear o recrutamento na-
tural de células-tronco mesenquimais quiméricas de origem fetal para as feridas maternas de camun-
dongo que produziram filhotes heterozigotos para luciferase em duas gestacdes. Adicionalmente, o
modelo de cruzamento GFP, formado por fémeas C57BL/6 WT cruzadas com machos hemizig6ticos

carreadores da proteina GFP inserida no locus ROSA26 (B6ROSAeGFP), foi utilizado para investi-
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gar os fendtipo de células fetais microquiméricas mesenquimais enxertadas nas feridas maternas in
situ em cortes de feridas com anticorpo anti-GFP. Neste estudo também foram aplicados 2 grupos de
animais controle. Um grupo formado por fémeas C57BL/6 WT cruzadas com machos C57BL/6 WT,
e um segundo grupo controle utilizado neste estudo, consistia em fémeas ndo acasaladas.

Apos a remocgao dos pélos dorsais, os animais foram anestesiados e submetidos a 2 feridas
excisionais, 4 semanas apos o parto. As excisdes foram realizadas por um dispositivo de bidpsia por
puncgdo, excisionando cerca de 6 mm da pele, até o paniculo carnoso. As feridas excisionais foram re-
alizadas duas vezes, quatro semanas apds o parto da ultima ninhada, e os animais foram submetidos a
imagens seriadas de bioluminescéncia (BLI), e a coleta das feridas nos dias 3, 7 e 14 apds o ferimento.

No estudo realizado por Mahmood & O’Donoghue (2014) foram obtidas 70 bidpsias de pele
em mulheres submetidas a parto por cesarea, sendo 31 amostras de pele sadia (controle), e 39 cicatri-
zes de cesariana. De acordo com os autores, as voluntarias mulheres em sua Uinica cesariana de gesta-
¢do primadria ou recorrente, informaram seus historicos obstétricos e outras informacgdes, como idade,
paridade, uso de medicamentos, tabagismo e histérico médico, que foram registrados em tabelas.
Mulheres que receberam transfusdo de sangue, células-tronco ou transplante de 6rgao anteriormente,
foram excluidas da pesquisa.

De acordo com os historicos reprodutivos das participantes, as amostras de pele foram divi-
didas em 3 grupos: grupo 1, de mulheres sem abortos; grupo 2, mulheres com histdrico de abortos; e
grupo 3, mulheres com pele normal (sem lesdes).

Nos experimentos de Castela et al. (2017) foi utilizado modelo experimental murino, com 2
modelos de acasalamento. Conforme o quadro 3, um modelo de acasalamento entre fémeas C57BL/6
WT cruzadas com machos C57BL/6 transgénicos para GFP; e outro modelo de cruzamento entre
fémeas C57BL/6 inativas para Ccr2 acasaladas com machos transgénicos para GFP inserido no gene
que codifica Ccr2.

Ap0s anestesia por inalagdo de isoflurano a 4,9% administrado a uma taxa de fluxo de 300
mL/min em ar ambiente, os camundongos maternos foram lesionados durante a gestacdo, no 15° dia

447



embrionario, conforme detalhado no quadro 3. As feridas foram deixadas descobertas até o dia da co-

leta, quando foram colhidas e congeladas em nitrogénio liquido ou armazenadas a -80°C. Além disso,

os animais foram submetidos a inje¢cdes de 100 uL. de Ccl2 nos quatro pontos cardeais das feridas em

uma concentracao de 0,5 ng/uL no dia da ferida e 2 dias depois. Por fim, os animais foram tratados

com corticoides 4 dias ap6s o parto, em aplicagdes topicas didrias de 200 pL. de clobetasol por 10 ou

12 dias na pele raspada.

Quadro 3: Populacao de estudo e modelos de lesao.

ARTIGO POPULACAO DE ESTUDO MODELO DE LESAO
Camundongos fémeas C57BL/6 WT | Hipersensibilidade cutidnea provocada por
cruzadas com machos transgénicos | raspagem da pele dissecando a derme ¢ a
Zhoung ¢ Weiner (2007) | heterozigotos para C57BL/6 GFP+ sob o | epiderme;

controle de um promotor de beta-actina de
frango e intensificador de citomegalovirus

Inducdo de lesdo medular por perfuragdo
com agulha.

Nassar et al., (2012)

C57BL/6  WT
cruzadas com machos hemizigoticos GFP+

Camundongos  fémeas

sob o controle do promotor de B-actina de
frango.

Indugdo de fibrose por injecdes subcutaneas
de 100 pl de solugao de bleomicina a 1 mg /
ml na pele dorsal;

Feridas cirurgicas excisionais de S5mm
utilizando dispositivo de bidpsia por pungio.

Seppanen et al.,
(2013)

C57BL/6  WT
cruzadas com machos proteina GFP inserida
no locus ROSA26 - C57BL /6 B6.Tg (ROSA);
Fémeas C57Bl/6 WT cruzadas com machos

Camundongos  fémeas

hemizigéticos reporter de luciferase
conduzidas sob o promotor de cadeia alfa 2

de colageno tipo I (Colla2).

Feridas excisionais com dispositivo de
bidpsia por pungao.
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Mahmood & O’Donoghue
(2014)

Mulheres submetidas ao parto por cesarea,
com e sem histdrico de abortos.

Biopsia de pele da regido incisionada
para cesariana, removendo as cicatrizes
resultantes em espessura total, ou peles sem
lesdes.

inativados para Ccr2 acasaladas com machos
transgénicos para eGFP inserido no gene

Camundongos fémeas C57BL/6 WT

cruzadas com machos transgénicos | Excisdo por raspagem dorsal de todos

heterozigotos para C57BL/6 GFP+; os tecidos acima do paniculo carnoso,
Castela et al. (2017) Camundongos fémeas C57BL/6  WT | utilizando dispositivos de bidpsia por pungio

para criar quatro feridas cirurgicas de 6 mm
ou uma Unica ferida cirtrgica de 8 mm.

Cer2.

Organizagdo dos artigos quanto a populacdo de estudo e aos modelos de lesdo aplicados.

RECRUTAMENTO DE CELULAS FETAIS PARA A PELE INFLAMADA

Foram identificados 4 artigos que investigaram a mobilizacdo e os mediadores moleculares
que recrutam as células de origem fetal até a pele lesada. Para avaliar este processo, cada estudo in-
duziu feridas cutdneas em camundongos utilizando os seguintes métodos, como: incisdo ou excisao
da pele ou biopsia por pun¢ao, conforme apresentado no quadro 3. Para rastrear a migracao de células
microquiméricas fetais para as lesdes maternas, foram utilizadas diferentes técnicas de analise (Qua-
dro 4).

Por meio da microscopia de campo claro e de fluorescéncia, Zhoung e Weiner (2007) obser-
varam amostras de pele ndo lesionadas (controles) e lesionadas por hipersensibilidade de contato pro-
vocada em camundongos maternos que produziram filhotes eGFP+. De acordo com os autores, foram
observadas células eGFP+ na regido da ferida materna e em varios locais, indicando origem fetal. O
tecido “intacto” no entorno da ferida também foi observado, detectando uma célula tiinica apresentan-
do fluorescéncia, o que indicava que possivelmente se tratava de uma célula fetal em migragao.

Adicionalmente, amostras do cérebro, do figado e do bago dos animais com lesdo de pele
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foram examinados sob o microscopio, ndo apontando fluorescéncia nestes tecidos, o que indica a au-
séncia de células fetais positivas para eGFP. Ainda, segundo os autores, estes achados sugerem que
existe uma baixa migragao de células fetais para o sangue e outros 6rgdos, o que esta em acordo com
outros estudos (GUETTIER et al., 2005; KARA et al., 2011; TAN et al., 2005) e pode indicar que estas
células tém capacidade de migrar e se proliferar nos tecidos maternos, apresentando preferéncia por
tecidos lesionados e inflamados.

As fotomicrografias de fluorescéncia permitem a observagdo de organismos e estruturas
autofluorescentes, ou imunocoradas com fluorocromos. A aplicagdo desta técnica com células autoflu-
orescentes (GFP+) permitiu demonstrar, que o estimilo lesivo pode aumentar a quantidade de células
fetais que migram e se proliferam no sitio de lesdo materno.

Para avaliar se as células fetais GFP+ encontradas nas feridas maternas foram recrutadas
da circulagdo ou se ja estavam presentes no tecido e se proliferaram em resposta a lesdo, Nassar et
al., (2012) realizaram a coleta do sangue e da medula dssea de fémeas prenhas lesionadas e nao le-
sionadas, 2 dias apds o ferimento. Para melhor caracterizar as células fetais circulantes, o material
recolhido foi preparado para citometria de fluxo. Em todos os 3 animais feridos, pode-se identificar
células GFP+ circulantes no sangue, sendo a grande maioria CD34+ckit-. As células GFP+CD34+C-
D11b- eram VEGFR2 (receptor para fator de crescimento endotelial) negativas, e apenas uma peque-
na propor¢ao de células GFP+CD34+CDl11b+ expressaram VEGFR2. Além disso, células GFP+ nao
foram identificadas na medula éssea desses animais. Em resumo, estes resultados sugerem que, du-
rante a gestagdo, o compartimento da medula 6ssea ainda ndo foi colonizado por células progenitoras
de origem fetal, e que o processo de cicatrizagdo de feridas mobiliza progenitores fetais circulantes.

O VEGFA ja havia sido descrito anteriormente como um fator importante no recrutamento
de progenitores endoteliais (PITCHFORD et al., 2009), entdo, para examinar sinais moleculares po-
tencialmente importantes para o recrutamento de células fetais, foram injetados plugues de Matrigel
com ou sem VEGFa na regido subcutanea da pele de camundongos prenhes de fetos GFP+ no 10°
dia de gestacao, e coletados 7 dias depois da implantacdo. Células GFP+ foram encontradas isoladas
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em maior nimero quando os plugues de Matrigel eram enriquecidos com VEGFA. Para examinar o
recrutamento de células fetais progenitoras GFP+, o sangue foi coletado 2 dias apo6s a implantagao de
Matrigel para analise por citometria de fluxo. Foram encontradas mais células GFP+ no sangue em
resposta ao Matrigel contendo VEGFA em comparagdo com as respostas ao Matrigel sozinho. Em
conclusdo, os autores citam que as células fetais estavam presentes em niveis elevados em todas as
feridas ndo cicatrizadas, mas que eram menos frequentes e em um nivel muito inferior nas feridas em
que a cicatrizagdo foi completa, o que indica que a presenga de células fetais na pele esta diretamente
relacionada ao grau de cicatrizagdo, e corrobora com os resultados do estudo de Zhoung e Weiner
(2007) citado anteriormente.

O trabalho de Seppanen et al., (2013) concentrou-se em investigar a contribui¢ao de progeni-
tores mesenquimais fetais distantes na cicatrizagdo de feridas cutaneas, e para isso, precisou investi-
gar o recrutamento desta populacdo celular mediante lesdo na pele materna. As fémeas lesionadas do
modelo de cruzamento Coll-Luc, foram submetidas a imagens seriadas de bioluminescéncia (BLI) in
vivo desde o 1° dia antes das feridas, até o 14° dia ap6s as feridas. Para a captura de imagens de BLI,
estes animais foram anestesiados, injetados com 200 pL (150 mg / kg) de substrato de D-luciferina e
fotografados por cerca de 10 minutos. Para a andlise das imagens de BLI in vivo, regides de mesmo
tamanho de interesse (ROI) foram desenhadas por um software ao redor de cada ferida e a taxa de
luz emitida foi calculada e representada como fluxo total em fotons por segundo. Para esta técnica,
fémeas do grupo controle acasaladas com machos C57BL/6 WT, foram utilizadas como controle
técnico para limitagdes das imagens. Assim, foi observado um sinal especifico de feridas refletindo
a presenca de células microquiméricas fetais expressando coldgeno do tipo I em fémeas que produ-
ziram filhotes transgénicos. Ja nas fémeas do grupo controle, o nivel de bioluminescéncia apresentou
um pico no décimo dia ap6s o ferimento, decaindo posteriormente. O mapeamento da cinética deste
sinal especifico de ferida revelou o répido recrutamento de células microquiméricas fetais expressan-
do colageno tipo I logo no primeiro dia apds a lesdo.

A técnica de FISH foi utilizada de forma adicional para confirmar a presenca de células
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microquiméricas de origem fetal. Esta técnica permite, através da marcacdo do cromossomo Y nos
nucleos celulares, detectar a presencga de células fetais masculinas em tecidos maternos. Neste estudo,
a aplicacao de FISH permitiu detectar células portadoras do cromossomo Y produzindo colagenos
nas feridas maternas. Isso indica que se tratavam de células masculinas transgénicas para Coll-Luc
de origem fetal agindo no processo de cicatrizagdo da pele materna.

Utilizando um modelo de cruzamento secundario que ndo discriminava a producao de cola-
geno I, onde as fémeas selvagens acasaladas com machos BROSAeGFP produziram filhotes GFP+,
e um modelo controle de fémeas selvagens acasaladas com machos selvagens, produziram filhotes
GFP-, foi possivel avaliar as células fetais nas amostras das feridas. As células microquiméricas he-
terozigotas para BOROSAeGFP foram encontradas nas feridas de 7 dos 8§ camundongos maternos do
grupo de interesse, mas em nenhuma das feridas dos 4 camundongos maternos do grupo controle
(fémeas selvagens acasaladas com machos selvagens). Em concordancia com os outros dois estudos
anteriores, este resultado sugere que o recrutamento ocorreu apenas em resposta ao ferimento. Este
estudo demonstrou, com os dois modelos de microquimerismo fetal diferentes, que as células fetais
que persistem no organismo materno apds a gestacdo sdo recrutadas e enxertadas no tecido das feri-
das maternas, e que este recrutamento nao foi ativado pelo promotor de colageno I, mas sim o respon-
savel pela ativagdo do mesmo.

Ap6s verificar a contagem de células no 1° dia apos a ferida, Castela et al. (2017) registraram
o rapido aumento na quantidade de contagens de células fetais na medula dssea, no sangue e na ferida.
Porém, também foi registrado que essa abundancia diminuia na medula 6ssea e no sangue no 3° dia
apos a ferida, e no 5° e no 9° dia, as células fetais ainda eram detectaveis, mas em niveis menores, in-
dicando que a mobilizagdo das células fetais para estes locais foi um processo inicial, o que corrobora
com os resultados de Zhoung e Weiner, (2007). Foram investigadas as vias de sinalizacdo que media-
ram este processo de mobilizacdo, encontrando Ccr2 como receptor de quimiocina exibindo maior
regulacdo positiva. Cer2 ¢ um receptor de quimiocina expresso em mondcitos e células progenitoras
da medula o6ssea, tendo como seu principal ligante o ligante 2 da quimiocina (Ccl2), que ¢ secretado
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por células endoteliais e macréfagos (SI et al., 2010).

Adicionalmente, 0 RNA de células fetais eGFP+ presentes no sangue periférico foi sequen-
ciado. Para isso, foram selecionados os genes superexpressos no 1° dia apds o ferimento em fémeas
feridas, correspondendo ao pico proliferagao de células fetais. Dos 558 genes encontrados em supe-
rexpressdo, 16 genes correspondiam a receptores de superficie, e o Unico receptor de superficie era
Cecr2. Para verificar a expressao de Cer2 de células fetais nas feridas maternas, foi aplicado um ensaio
de imunofluorescéncia, apontando que 90% das células fetais circulantes expressavam Ccr2 nas feri-
das de fémeas prenhas feridas, enquanto apenas 1,5% das células fetais expressavam Ccr2 no tecido
de fémeas nao lesionadas. Esses resultados sugerem que a lesao cutinea induz o aumento precoce da
populacdo de células fetais Cer2 + circulantes no sangue materno.

Ao investigar as pistas quimiotaticas secretadas por Ccr2 nas feridas, foi observado que os
niveis de mRNA e de proteina de Ccr2 eram abundantes no 1° dia, mas que diminuiram no 3° dia. Os
niveis de Ccl2 seguiram o mesmo padrdo, enquanto um outro ligante de Ccr2, o Ccl8, atingiu o seu
pico no 3° dia, representando uma resposta mais tardia.

Diante destes resultados, foi formulada a hipotese de que o Ccl2 medeia o recrutamento
precoce de células microquiméricas fetais para feridas. Para investigar isso, foi injetada uma dose
fisiologica de 50ng de Ccl2 ou de PBS nas feridas dos fémeas prenhes no dia da lesao e 2 dias depois.
O ntimero de células fetais GFP+ na circulagdo materna ndo diferiu entre os animais que receberam
doses de Ccl2 e doses de PBS no 7° dia. No entanto, a quantidade observada nas feridas maternas
foi 2,03 vezes maior nas fémeas que receberam Ccl2. A partir de ensaios de imunofluorescéncia, foi
possivel detectar 3,38 vezes mais células eGFP + nas se¢des de fémeas que receberam Ccl2 do que
naqueles que receberam PBS. Este aumento de mobilizacdo de células eGFP+ para as feridas apos a
administracao de Ccl2 também foi observado no 2° e no 5° dias. Diante destes resultados, foi conclu-
ido que Ccl2 ¢é capaz de recrutar células microquiméricas de origem fetal para as feridas maternas ao

longo do processo de cicatrizagdo cutanea.
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Quadro 4: Resumo dos artigos que discutiram o recrutamento de células fetais para a pele inflamada.

: TECNICA DE ~
ARTIGO METODO ANALISE OBSERVACOES
Micrografias de campo | Sugerem que o nivel
Zhoung ¢ Weiner (2007) Lesoes cutaneas dissecando a | claro e fluorescente para | de microquimerismo

epiderme e a derme.

deteccdo de células eGFP
nos tecidos

cicatriciais.

¢  influenciado  pela
existéncia de lesdo no

Corpo materno.

Nassar
et al. (2011)

Biopsia de feridas excisionais
por puncao.

Analise em amostras

de sangue e medula

O0ssea de camundongos

prenhes feridos e nao
feridos (controle) por
imunohistoquimica e

citometria de fluxo.

Sugerem que o processo
de cicatrizagdo de feridas
mobiliza células fetais
circulantes e que a
presenca de células fetais
na pele esta relacionada

ao grau de cicatrizag@o.

Analise de imagem de

Indicam recrutamento
e enxerto de células da

linhagem  mesenquimal

Seppanen Bidpsia de feridas excisionais | | . i T ) ]
L. 2013) por pungdo, bioluminescéncia in vivo erildogena de loc.als
eta e FISH. distantes no tecido
da ferida e produzem

colageno.

Sugerem que a sinalizacdo
Ccl2 melhora a

. L cicatrizagdo, promovendo

Feridas  excisionais em

Castela
et al. (2017)

camundongos, fémeas

gravidas ou pds-parto.

PCR, sequenciamento de
RNA, Imunofluorescéncia

a neovascularizacao
de feridas maternas e
a formacdo de vasos
derivados de  células

fetais.

Organizagdo dos artigos que discutiram o recrutamento das células fetais quanto aos métodos, técni-

cas ¢ analise e observacoes.

PLASTICIDADE FENOTIPICA

Foram identificados 3 artigos avaliando a plasticidade fenotipica das células microquiméri-
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cas fetais detectadas nas lesdes cutaneas maternas. Para avaliar o fendtipo destas células diferencia-
das nas lesdes cutdneas de acordo com a sua participacao na cicatrizacao tecidual, foram empregadas
diferentes técnicas em cada estudo (Quadro 5).

Anteriormente, ao observar a formacao de novos vasos sanguineos na lesdo por microscopia
de campo claro, e a formagdo de tecidos cicatriciais sob microscopia de fluorescéncia conectados
compondo cerca de 30% do tecido cicatricial formado, Zhoung ¢ Weiner (2007) sugeriram que as
células de origem fetal teriam participacao ativa no processo de reparo tecidual das feridas cutdneas
maternas, uma vez que a pele sem cicatrizes de animais controle ndo detectaram a presenga dessas
células a microscopia de fluorescéncia. Para confirmar se estas células poderiam ou ndo reparar lesdes
maternas, os autores sugeriram, ainda, que seriam necessarias maiores investigagdes, como a identi-
ficacdo das células fetais diferenciadas, o que foi aplicado posteriormente nos trabalhos de Nassar et
al., (2012) e Seppanen et al., (2013) e Mahmood & O’Donoghue (2014).

Apos a caracterizacdo das feridas por andlises histologicas, e a detecgdo do DNA fetal nas
feridas pela técnica de PCR quantitativo, Nassar et al., (2012) utilizaram a técnica de imunofluores-
céncia para investigar por microscopia confocal de varredura a laser, os fenotipos das células de ori-
gem fetal. As andlises ocorreram no 7° e no 18° dias ap6s as lesdes, utilizando os imunomarcadores
VWE e CD45. No grupo submetido a fibrose, as células fetais GFP+ exibiram maior quantidade de
marcagao positiva para VWF no 18° dia do que no 7° dia, atribuindo um fenétipo endotelial. Em con-
traste, as c€lulas fetais GFP+ apresentaram maior positivagao para CD45 no 7° dia do que no 18° dia.
Além disso, foram encontrados vasos sanguineos exibindo a marcagdo GFP+ vWF+ em duas feridas,
e posteriormente, foi demonstrado por microscopia confocal, que os componentes celulares encon-
travam-se em posicao intima. Para confirmar este achado, 3 vasos sanguineos foram preparados em
20 secdes para microscopia confocal que permitiu a observagdo de que 1 deles era completamente
formado por células GFP+vWF+, e os outros eram formados parcialmente GFP+vWF+. Estes dados
indicam que as GFP+vWF+ apresentam fendtipo endotelial e participam da angiogénese no processo
de cicatrizagao.
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Para melhor investigagdo da proliferagdo microquimérica celular para o tecido lesionado, o
modelo de lesdo por feridas excisionais foi novamente utilizado, desta vez em 3 fémeas prenhas de
fetos GFP+ no 10° dia gestacional (conforme especificagdes do Quadro 3). As feridas foram coletadas
7 dias a lesdo, digeridas em solucdo de colagenase I e analisadas por citometria de fluxo. A partir des-
ta técnica, foi possivel identificar, em populacdes de células fetais GFP+ presentes nas feridas, uma
parcela desta populacdo apresentando positivacdo para os imunomarcadores CD31 (3,5%) e CD45
(15%), indicando fenotipos endoteliais e leucocitarios.

No trabalho de Seppanen et al., (2013), o modelo de cruzamento GFP foi utilizado para inves-
tigar os fendtipo de células fetais microquiméricas mesenquimais enxertadas nas feridas maternas in
situ. Fémeas selvagens acasaladas com machos selvagens, que consequentemente produziram filhotes
GFP-, foram utilizadas como modelo controle. As amostras das feridas foram preparadas e coradas
em cortes de feridas com anticorpo anti-GFP. em seguida, as células microquiméricas fetais presentes
nas feridas foram co-marcadas com um painel de marcadores (CD31, CD45 e Vimentina).

Nas feridas do dia 7, as células microquiméricas de origem fetal GFP+ que co-expressam
CD31, pareciam se ligar aos vasos maternos. Além disso, elas representavam 27% da populacao
microquimérica total. Ja as células GFP+ que co-expressam CD45, foram encontradas com mais
frequéncia, totalizando 46% da populagdo microquimérica. Por ultimo, as células co-expressando
Vimentina foram encontradas representando 26% do total de células microquiméricas GFP+. Os pes-
quisadores também aplicaram uma coloragao tripla com GFP, CD45 e vimentina, para examinar a
possibilidade de apresentarem fendtipo de fibrécitos, encontrando apenas uma tnica células que apre-
sentasse positivacao para os 3 marcadores. Embora estes ultimos dados nao tenham sido mostrados,
os resultados apontam que os fibrocitos sdo o principal tipo de célula microquimérica fetal.

Apods empregar a técnica de FISH para confirmar a presenga de células microquiméricas,
e encontrar células Coll-Luc de origem fetal transcrevendo colageno I na ferida materna, a analise
de Spearman foi aplicada para explorar uma relagdo potencial entre a deposi¢ao geral de colageno
I tardia nas feridas (14° dia) e o sinal BLI (1° dia). Apesar do resultado indicar uma falta de corre-
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lagdo, também foi investigado se a presenca de células fetais produzindo colageno I influenciava no
fechamento da ferida de acordo com os sinais BLI no 1° dia. Como resultado, foi observado que o
fechamento da ferida ocorreu de forma semelhante entre os animais com alto ou baixo sinal BLI, su-
gerindo que o coldgeno produzido por células microquiméricas fetais nao influenciou no fechamento
da ferida materna.

Depois de detectarem células masculinas nas cicatrizes de cesariana de mulheres pela téc-
nica de FISH, Mahmood & O’Donoghue (2014) investigaram os fen6tipos de células masculinas de
suposta origem fetal. Estas células estavam presentes em toda a epiderme, ao redor dos vasos sangui-
neos, e como células fusiformes na derme de cicatrizes curadas de cesariana de mulheres que deram
a luz seu primeiro filho masculino por parto cesariana. Para avaliar o fen6tipo dessas células e o que
elas produziam nas diferentes camadas da pele, foi realizada uma combina¢do das técnica de FISH
com a imunomarcagao para imuno-histoquimica fluorescente, utilizando 6 anticorpos marcadores di-
ferentes: anti-pan citoqueratina, anti-colageno I e III, anti-fibronectina, anti-TGF-B1 e anti-TGF-3. A
marcagdo com anti-pan citoqueratina demonstrou positividade para citoqueratina em todas as células
masculinas fetais presentes na epiderme das cicatrizes, implicando-as como queratinocitos. A técnica
de FISH combinada com a de imunofluorescéncia demostrou que essas células fetais masculinas tam-

bém expressavam Colageno I, Colageno III, Fibronectina, TGF B1 e TGF 3 nas amostras de cicatries.

Quadro 5: Resumo dos artigos que discutiram a plasticidade fenotipica das células fetais nas feridas

maternas.
- TECNICA DE ~
AUTOR METODO 0 OBSERVACOES
ANALISE C

Sugerem que as células
microquiméricas  fetais
. ., . | Microscopia de | presentes nas feridas

Inducdo de fibrose e bidpsia]|. . i
Nassar et al., (2012) . ~ imunoflurescéncia e | possam ser progenitoras
excisional por punc¢ao. . . . .
citometria de fluxo. endoteliais e que a maioria
exibia fenotipo endotelial

ou leucocitario.
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Sugerem que as células
microquiméricas  fetais

podem apresentar

Seppanen Feridas excisionais como bidpsias ) L. diversos fenotipos
N Imuno-histoquimica. . L

et al. (2013) por pungio. atuantes na cicatrizacdo

de feridas maternas, e que
o fenotipo de fibrocito ndo
¢ o principal deles.

Achado de células
de suposta origem
FISH, RT-PCR, masculina  diferenciada

Mahmood & | Biopsias de pele normal e de|. ) oo .
imuno-histoquimica,|em queratindcitos na

R catrizes d . .
0 Donoghue (2014) cleatrizes de cesatianas analise histologica. epiderme,

especulando-se  possivel

origem fetal.

Organizagdo dos artigos que discutiram plasticidade fenotipica quanto aos métodos, técnicas e analise

¢ observagoes.

POTENCIAL TERAPEUTICO

Foi identificado apenas 1 artigo estudando o potencial terapéutico natural de células micro-
quiméricas fetais no tecido materno. Evidéncias de que as células microquiméricas feto-maternas
apresentam potencial para aplicacdo terapéutica no tratamento de feridas cutdneas ja haviam sido
sugeridas por alguns estudos (Zhoung e Weiner, 2007; Nassar et al., 2012). No entanto, apenas o
trabalho de Castella et al., (2017) investigou as bases necessarias para esta possivel aplicagdo. Neste
trabalho, ligante de quimiocina Ccl2 e seu receptor Cer2 foram encontrados participando da mobili-
zacdo de células fetais para feridas maternas, sugerindo que também pudessem participar da melhoria
das cicatrizes das feridas (Quadro 6).

Para demonstrar se a sinalizacao das células fetais eram dependentes de Ccr2, foram apli-
cadas de Ccl2 em fémeas prenhas nocaute para Ccr2 com fetos transgé€nicos, conforme o modelo de

acasalamento do quadro 3. Como resultado, as inje¢des pareciam ndo interferir na cicatrizagdo de
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fémeas prenhes de fetos inativados para Ccr2. Em contraste, as inje¢cdes de quimiocina promoveram
diminui¢do da area da ferida em 49,08% no 2° dia, 28,96% no 5° dia ¢ 57,58% no 7° dia nas fémeas
prenhas de fetos transgénicos. Essa proporcao foi semelhante aos resultados observados no ensaio de
aplicagdes de doses fisiologicas de quimiocina nas fémeas do outro modelo de acasalamento. Outra
observacao deste estudo, foi de que apenas fémeas prenhes de fetos transgénicos apresentaram au-
mento no infiltrado de células fetais no tecido de granulacdo da ferida cutanea. Estes dados eviden-
ciam que Ccl2 aumenta a cicatrizacdo de feridas através do recrutamento de células fetais para o leito
da ferida.

Além disso, foram investigadas as respostas de células progenitoras mieloide (MPCs) fetais
ao Ccl2 injetado, que apresentaram diminui¢do no sangue periférico e aumento no leito da ferida. As
MPCs maternas ndo apresentaram alteragdes em nenhum dos tecidos observados, sugerindo que o
Ccl2 recruta especificamente as MPCs fetais do sangue para a ferida durante o processo de cicatri-
Zacgao.

O destino das MPcs fetais no sangue periférico de fémeas prenhas com fetos eGFP+ foi
investigado in vivo no 1° dia apds o ferimento, e como modelo controle, foram utilizadas MPCs de
camundongos adultos fémeas GFP+ ndo acasaladas. As MPCs de ambos os grupos foram purificadas
e injetadas em feridas de camundongos fémeas nao acasaladas no 1° dia ap6s serem lesionadas. No
7° dia, as feridas injetadas com MPCs GFP+ fetais continham células endoteliais VWE+, e foram
capazes de formar vasos sanguineos. Além disso, algumas células derivadas expressavam alfa-actina
de musculo liso (a-SMA). J4 as feridas injetadas com MPCs GFP+ adultas ndo apresentaram nenhum
indicio de células endoteliais ou miofibroblasticas, o que indica que apenas as MPCs fetais tém as
propriedades especificas necessarias para a diferenciagdo, por exemplo, em células endoteliais nas

feridas maternas.
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Quadro 6: Potencial terapéutico das células-tronco mesenquimais.

TECNICA DE

ARTIGO METODO ANALISE

CONCLUSAO

Sugerem que a sinalizagdo Ccl2
melhora a cicatriza¢do, promovendo
Feridas  excisionais em a neovascularizagdo de feridas
Castela camundongos fémeas . maternas ¢ a formacdo de vasos

L & PCR, sequenciamento de RNA. ¢
et al. (2017) gravidas ou em

pos-parto. estabelecem bases para um novo

derivados de células fetais e

conceito de terapia com células-
tronco fetais naturais.

Organizagdo dos artigos que discutiram opotencial terapéuticco quanto aos métodos, técnicas e ana-

lise e observacgdes.

SINTESE DOS RESULTADOS

Os dados extraidos dos artigos selecionados para esta revisao foram sintetizados e estdo
disponiveis no quadro 7, de acordo com autor, ano de publicagdo, tipos de amostras, populacio e
desfecho que cada estudo. Em resumo, estes dados demonstraram que as células microquiméricas
feto-maternas sdo recrutadas para as feridas maternas, assumindo diversos fendtipos para atuar nas
fase de cicatrizag¢ao do tecido, e que a sua natureza ¢ forma de atuagdo oferecem importantes bases

para estudos em terapia de células-tronco fetais naturais.

Quadro 7: Sintese dos artigos.
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imuno-histoquimi ca
e FISH.

plasticidade fenotipica e
plasticidade fenotipica.

POPULACAO . | TECNICAS DE|A S PECTO
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) . Micrografias de | Recrutamento de células | . .. ]
Zhoung e Weiner | Camundongos | contato e lesdo medular ) s . | microquimerismo ¢
R . campo claro e | microquiméricas fetais | ) .
(2007) fémeas. por perfuracio com ) influenciado pela lesdo
fluorescente. para pele inflamada.
agulha. materna.
O processo de
cicatrizagdo de feridas
) mobiliza células
) . . . Recrutamento de células L.
Nassar et al,|Camundongos | Fibrose e feridas | Imuno-histoquimi ca| . L. . | fetais circulantes, e a
. S C . . microquiméricas fetais )
(2012) fémeas. cirurgicas excisionais. | e citometria de fluxo. ) presenca de células
para pele inflamada. . ]
fetais na pele estd
relacionada ao grau de
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O recrutamento e
enxerto de células
da linhagem
mesenquimal
endogena de locais
Analise de imagem de | Recrutamento de células | . & :
. . N . . . | distantes no tecido
bioluminescéncia in | microquiméricas fetais .
Seppanen et al.,, | Camundongos : L ) : da ferida e produzem
) Feridas excisionais. vivo, para pele inflamada e ) ,
(2013) fémeas. colageno, e células

microquiméricas
fetais podem
apresentar  diversos
fenotipos atuantes na

cicatrizacao de feridas

maternas.
Células de suposta
Mulheres . P .
origem masculina
humanas|_., . . . .
Mahmood & bmetid Biopsia de pele | FISH combinado com diferenciada em
submetidas  ao . . . . . . . C
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arto cesariana, : . . .
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com e sem
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possivel origem fetal.
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Castela et al.
(2017)

A sinalizagdo Ccl2
melhora a cicatrizagio,
promovendo a
neovascularizagdo de
Recrutamento de células | feridas maternas e a
Camundongos PCR e . L. . N
R . L . microquiméricas fetais | formagdo de vasos
fémeas Feridas excisionais. sequenciamento  de

, para pele inflamada e |derivados de células
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Quadro organizativo com o desfecho da revisdo integrativa de todos os artigos.

CONCLUSOES

* As células microquiméricas feto-maternas participam da cicatrizagdo de feridas cutane-
as maternas, principalmente na inflamagao e na angiogénese;

* O recrutamento e o nivel de prolifera¢ao destas células parecem ser mediados por sinali-
zadores moleculares do tecido materno;

* Nos tecidos inflamados, elas parecem assumir importantes papéis de acordo com os di-
versos fenotipos que podem assumir;

» Devido a este potencial de diferenciacdo fenotipica e ao fato de serem bem toleradas
pelo sistema imune materno, podem representar uma ferramenta alternativa a estudos de

terapia com células-tronco fetais naturais.
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