
 
UNIVERSIDADE DE SÃO PAULO 

Programa de Pós-Graduação Interunidades em Biotecnologia 
Universidade de São Paulo, Instituto Butantan, Instituto de Pesquisas Tecnológicas 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Células-tronco mesenquimais em modelo de pele humana 

reconstruída in vitro: aplicabilidade na engenharia tecidual 

 
 
 
 
 
 

Tese apresentada ao Programa de Pós-
graduação Interunidades em Biotecnologia 
da Universidade de São Paulo, Instituto 
Butantan e Instituto de Pesquisas 
Tecnológicas para a obtenção do título de 
Doutora em Biotecnologia 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
 

São Paulo 
2022 

  



 
 

 

JENIFFER FARIAS DOS SANTOS 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Células-tronco mesenquimais em modelo de pele humana 

reconstruída in vitro: aplicabilidade na engenharia tecidual 

 
 
 
 
 
 

Tese apresentada ao Programa de Pós-
graduação Interunidades em Biotecnologia 
da Universidade de São Paulo, Instituto 
Butantan e Instituto de Pesquisas 
Tecnológicas para a obtenção do Título de 
Doutora em Biotecnologia 
 

Área de Concentração: Biotecnologia 

 

Orientador(a): Profa. Dra. Viviane Abreu 

Nunes 

 

 
 
 
 
 
 

São Paulo 
2022  



 
 

 

 
UNIVERSIDADE DE SÃO PAULO 

Programa de Pós-Graduação Interunidades em Biotecnologia 
Universidade de São Paulo, Instituto Butantan, Instituto de Pesquisas Tecnológicas 

 
 
 
Candidato(a): Jeniffer Farias dos Santos 

 

 

Título da Tese: Células-tronco mesenquimais em modelo de pele humana 

reconstruída in vitro: aplicabilidade na engenharia tecidual 

 

 

Orientador(a): Profa. Dra. Viviane Abreu Nunes Cerqueira Dantas 

 

 

A Comissão Julgadora dos trabalhos de defesa da tese de doutorado, em sessão 

pública realizada a .........../........../.........., considerou o(a) candidato(a): 

 

( ) Aprovado(a) ( ) Reprovado(a) 

 

Examinador(a):    Assinatura: ..................................................................... 

   Nome: ............................................................................. 

   Instituição: ...................................................................... 

 

Examinador(a):    Assinatura: .................................................................... 

   Nome: ............................................................................. 

   Instituição: ..................................................................... 

 

Examinador(a):    Assinatura: .................................................................... 

   Nome: ............................................................................. 

   Instituição: ..................................................................... 



 
 

 

 

Examinador(a):    Assinatura: .................................................................... 

   Nome: ............................................................................. 

   Instituição: ..................................................................... 

 

Presidente:    Assinatura: .................................................................... 

   Nome: ............................................................................. 

   Instituição: ..................................................................... 

 
  



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dedicatória 

 

 

 

 

 

 

Ao meu pai, Matias Santos, que sempre 

acreditou em meu potencial e incentivou minha 

vida acadêmica. 

 

Ao meu marido, Eliomar Fiuza, por todo 

companheirismo, paciência e incentivo. 

  



 
 

 

AGRADECIMENTOS 

 

À Deus por ter me guiado, me dado forças para enfrentar todos os desafios, e por 

sempre estar ao meu lado. 

 

À Profª Drª Viviane Abreu Nunes por tudo e por tanto. A pessoa que me ensinou a 

manusear as pipetas, e a filosofar sobre as células e sobre a vida. Aprendi tanto com 

ela, que essa tese seria apenas um pequeno capítulo da nossa história. Vivi é minha 

fonte de inspiração, sinônimo de dedicação, inteligência, competência, alegria e 

cumplicidade. Em meus momentos de angústia, sempre esteve ao meu lado, 

acreditando em meu potencial. Quero te agradecer por todas palavras de incentivo, e 

por me ensinar com tanto carinho e zelo. Por me acolher, e por acreditar nesse projeto. 

Que outros alunos possam ter a mesma sorte que eu tive ao ter uma orientação como 

a sua. Serei eternamente grata por tudo, e um dia espero te deixar tão orgulhosa, 

como o orgulho que sinto em tê-la como minha orientadora.  

 

Ao Prof. Felipe Chambergo por ter me apresentado a vida científica e por me acolher 

como filha. Obrigada por toda dedicação, ensinamentos, inúmeras assinaturas em 

ofícios, e por todo incentivo. Ao meu padrinho científico, todo meu agradecimento e 

carinho. 

 

Aos meus pais, Eunice Farias e Matias Santos, por serem meu porto seguro e 

fortaleza. Por me incentivarem e não medirem esforços para ver meu sonho se 

realizar. Obrigada por tudo. Amo vocês! 

 

Ao meu marido, Eliomar Fiuza, que acompanhou minha trajetória científica desde meu 

ingresso à USP. Obrigada por sempre me ouvir e se interessar pelo mundo da biologia 

celular e molecular. Poder conversar contigo sobre todos os assuntos possíveis foi, e 

é, um dos maiores motivos para eu me apaixonar por você todos os dias. Obrigada 

pelo carinho e amor, e por ser meu ombro amigo. Obrigada por sonhar meus sonhos, 

que agora são nossos. Te amo para sempre. 

 



 
 

 

À Profª Drª Silvya Stuchi Maria-Engler, por todo conhecimento e acolhimento durante 

minha tese. Obrigada por ensinar o modelo de pele 3D da Universidade de São Paulo, 

e por disponibilizar seu tempo para discussões tão enriquecedoras à minha vida 

acadêmica. Sem a senhora, seria quase impossível a realização deste trabalho. 

 

Agradeço também à Silvia Romano, por me ensinar o passo-a-passo da pele 3D, e 

por evidenciar que os mínimos detalhes fazem toda a diferença. Ao grupo do 

Laboratório de Citopatologia da Faculdade de Ciências Farmacêuticas da USP, em 

especial às meninas Larissa Carvalho, Cláudia Larissa, Julia Bagatin, meu muito 

obrigada. 

 

À Profª Drª Maria de Fátima Raposo e ao Prof. Paulo Ribeiro, por me acolherem no 

doutorado sanduíche, pelos aprendizados, carinho, e por fazerem de Portugal meu 

segundo lar. 

 

Ao Prof. Jorge Carvalho Silva por me ensinar sobre electrospinning, resazurina, MEV 

e FITR, por me inspirar como professor e por ser minha referência em engenharia 

tecidual. 

 

Ao Prof. Luismar Marques Porto, por aceitar minha proposta de doutorado sanduíche 

empresarial, e por fazer discussões tão pertinentes com nossos resultados, sempre 

com muito zelo e boa energia. 

 

À Dra. Fernanda Vieira Berti, pela orientação, dedicação, acolhimento e aprendizado. 

Obrigada por me apresentar cantinhos tão lindos em Florianópolis, e por me fazer ficar 

apaixonada pela natureza e pela vida. Nossos momentos de convívio valeram por 

muitos anos e sinto que, ainda, tenho muito a aprender e conviver contigo. 

 

Ao professor Alexandre Bruni-Cardoso e seus alunos, em especial ao Antônio, por 

toda a ajuda com as imunofluorescências. Obrigada a técnica Célia por todo apoio. 

 

Aos meus queridos amigos e amigas do laboratório, em especial a Brisa, Bruna, 

Vandy, Sammy Pacco, Myrian, Gustavo, Willian, Victória, Nathália Ruder e Rafael, por 

tornarem meus dias no trabalho tão felizes e cheios de café. 



 
 

 

 

Aos meus amigos portugueses, Filipa Pires, Ana, Pipa, Inês, Gonçalo, Diana Querido, 

Bruno Guerreiro, Daniela Fernandes, Lígia, Roberto, e a minha amiga brasileira que 

conheci em Portugal, Mariana Rossi, por tanto carinho e momentos inesquecíveis. 

 

À Janaina de Andrea Dernowsek, por me ensinar não somente sobre biomanufatura 

aditiva, mas também em como acreditar e batalhar por um sonho.  

 

Aos meus amigos Quantis, Daniela Tiepo, Laura Rebouças, Williane Siqueira e Diego 

Rodney, por me ensinarem o que é um trabalho em equipe de excelência. Pelas 

risadas e momentos de alegria. 

 

À Carla Mergel, por sempre lembrar do nosso laboratório nas doações do Butantan, e 

pelas nossas conversas tão confortantes. 

 

Agradeço à Denisse Camarena, por me ensinar a fazer os cortes histológicos. 

 

Agradeço à Helena Malerba, por me ensinar a utilizar o criostato. 

 

Agradeço ao técnico Walter Turato, pelo apoio nos PCR Arrays. 

 

A todos os funcionários da EACH-USP, em especial ao Clarino Vieira, por cuidar do 

nosso laboratório. 

 

Ao meu irmão Diego e cunhada Tatiane, por sempre estarem ao meu lado. Aos meus 

sobrinhos, Leonardo e Isabella, por serem minha fonte de felicidade. 

 

À minha melhor amiga e irmã Sarah Ingrid Farias por me oferecer a melhor companhia 

e ombro amigo que eu poderia ter. 

 

À minha amiga Érika por sua lealdade e carinho. 

 

À minha família Farias e Santos por todo amor, e aos meus avós por sempre orarem 

à Deus por mim. 



 
 

 

 

Aos meus sogros pelo cuidado e carinho. 

 

Aos meus amigos que chegaram e se foram. Por me fazerem entender que a vida é 

feita de ciclos, mas que as lembranças boas sempre devem permanecer. 

 

Às agências de fomento, CNPq, CAPES e FAPESP, pelo suporte financeiro. 
 

À Universidade de São Paulo e Universidade Nova de Lisboa pela oportunidade de 

realização do doutorado e pela infraestrutura. 

 

Às secretárias do Programa de Pós-graduação interunidades em Biotecnologia da 

USP, Fábia e Eliane, e à secretária da Faculdade de Ciência e Tecnologia da UNL, 

Ana Cruz, pela ajuda e instruções. 

 

Às pessoas que aqui não estão citadas, mas que me apoiaram e ajudaram na 

realização deste trabalho, mesmo que indiretamente, meus sinceros agradecimentos. 

 

Nenhuma conquista tem significado pleno, se não for 
partilhada com as pessoas que nos ajudaram durante o 
caminho (Chiara Lubich) 

 

 
  



 
 

 

 
O presente trabalho foi realizado com apoio do CNPq, Conselho Nacional de 

Desenvolvimento Científico e Tecnológico – Brasil, que financiou a bolsa de doutorado 

regular N.41050/2019-5; e de doutorado sanduíche empresarial N.302030/2020-4.  

 

O doutorado sanduíche foi realizado com apoio da Coordenação de Aperfeiçoamento 

de Pessoal de Nível Superior - Brasil (CAPES) – Processo N. 88887.152230/2017-00.  

 

O projeto de pesquisa teve financiamento da Fundação de Amparo à Pesquisa do 

Estado de São Paulo – Processo N. 2019/11963-0.  

 

  



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“Lembre-se de Deus em tudo o que fizer e Ele lhe mostrará o caminho certo” 

(Pv 3:6) 

 

“Bem-aventurado o homem que encontra sabedoria e adquire conhecimento” 

(Pv. 3:13) 

  



 
 

 

RESUMO 
 
SANTOS, J. F. Células-tronco mesenquimais em modelo de pele humana 
reconstruída in vitro: aplicabilidade na engenharia tecidual. 2022. 146f. Tese 
(Doutorado em Biotecnologia) – Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de 
São Paulo, São Paulo, 2022. 
 
A epiderme, camada mais superficial da pele, é composta por queratinócitos, que 

proliferam na camada basal e, à medida que são impelidos para as camadas mais 

superficiais, se diferenciam e expressam proteínas estrato-específicas. Em caso de 

traumas na pele, a homeostase epidérmica é afetada, sendo necessárias abordagens 

clínicas para seu restabelecimento. A engenharia tecidual é uma importante estratégia 

para a regeneração da pele, sendo o uso de células-tronco mesenquimais (CTM) do 

cordão umbilical, interessante na terapia celular. Esse projeto avaliou o potencial de 

transdiferenciação das CTM do cordão umbilical em queratinócitos em modelos 

tridimensionais (3D) de pele in vitro, utilizando os equivalentes dérmicos: i) colágeno 

tipo I e fibroblastos dérmicos, ii) matriz descelularizada, iii) scaffold comercial, iv) tela 

absorvível comercial. Foi investigada a expressão das proteínas epidermais CQ5, 

CQ10, involucrina e filagrina, por imunofluorescência e PCR em tempo real, além da 

atividade das KLK na hidrólise de substratos fluorogênicos. Também foram 

investigados, por PCR Array, genes envolvidos na cicatrização, expressos em 

modelos de pele 3D com CTM, além de sua modulação no caso de ferida na pele. Os 

resultados, apesar de não indicarem uma epiderme tipicamente estratificada, 

mostraram expressão dos marcadores CQ5, CQ10, involucrina e filagrina, bem como 

o aumento da atividade de KLK nos equivalentes epidérmicos constituídos de CTM, 

em todos substitutos dérmicos usados, indicando comprometimento das CTM 

induzidas com a transdiferenciação epidermal. A análise dos genes colágeno I, III, 

XIV, além de IGF-1 e TGF-β3, expressos por CTM em modelos de pele 3D sugere 

seu envolvimento na fase de remodelamento do processo cicatricial. Os modelos 

propostos, tanto para investigar a transdiferenciação epidermal das CTM, como seu 

envolvimento no processo de cicatrização, indicam sua aplicabilidade para uso na 

pesquisa com vistas ao seu aprimoramento e exploração em estratégias de medicina 

regenerativa. 

Palavras-chave: células-tronco mesenquimais (CTM), modelo de pele 3D, 

substitutos dérmicos, biomateriais, cicatrização.   



 
 

 

ABSTRACT 

SANTOS, J. F. Mesenchymal stem cells in an in vitro reconstructed human skin 
model: applicability in tissue engineering. 2022. 146f. Thesis (Doctorate in 
Biotechnology) – Institute of Biomedical Sciences, University of Sao Paulo, Sao Paulo, 
2022. 

 

The epidermis, the most superficial layer of the skin, is composed of keratinocytes, 

which proliferate in the basal layer and, as they are pushed to the more superficial 

layers, differentiate and express stratum-specific proteins. In case of skin trauma, 

epidermal homeostasis is affected, requiring clinical approaches to restore it. Tissue 

engineering is an important strategy for skin regeneration, and the use of 

mesenchymal stem cells (MSC) from the umbilical cord is interesting in cell therapy. 

This project evaluated the transdifferentiation potential of umbilical cord MSCs into 

keratinocytes in three-dimensional (3D) skin models in vitro, using the dermal 

equivalents: i) type I collagen and dermal fibroblasts, ii) decellularized matrix, iii) 

commercial scaffold, iv) commercial absorbable mesh. The expression of epidermal 

proteins cytokeratin 5, 14 and 10, involucrin and filaggrin was investigated by 

immunofluorescence and/or real-time PCR, in addition to the activity of KLK in the 

hydrolysis of fluorogenic substrates. Genes involved in healing, expressed in 3D skin 

models with MSC, were also investigated by array PCR, in addition to their modulation 

in the skin wounds cases. The results, despite not indicating a typically stratified 

epidermis, showed expression of epidermal markers CK5, CK14, CK10, involucrin and 

filaggrin, as well as increased KLK activity in the epidermal equivalents made up of 

MSC, in all dermal substitutes used, indicating impairment of induced MSC with 

epidermal transdifferentiation. The analysis of collagen I, III, XIV genes, in addition to 

IGF-1 and TGF-β3, expressed by MSC in 3D skin models, suggests their involvement 

in the remodeling phase of the healing process. The proposed models, both to 

investigate the epidermal transdifferentiation of MSC, and their involvement in the 

healing process, indicate their applicability for use in research with a view to their 

improvement and exploration in regenerative medicine strategies. 

 

Keywords: mesenchymal stem cells (MSC), 3D skin model, dermal substitutes, 

biomaterials, wound healing.  



 

1. INTRODUÇÃO 

 

A pele é o manto de revestimento do organismo, indispensável à vida, e forma 

uma interface de autorrenovação e auto-reparação entre o organismo e o ambiente, 

protegendo-o contra danos mecânicos, químicos, osmóticos e térmicos, além de 

fornecer uma barreira eficaz contra a invasão microbiana (DĄBROWSKA; 

MIELCAREK; NOWAK, 2018). Ela é constituída essencialmente, por três camadas: 

epiderme, derme e tela subcutânea (Figura 1). 

 

Figura 1 - Camadas da pele. A pele é constituída, essencialmente, por três camadas: 1) 
Epiderme – camada externa que está em contato direto com o ambiente; 2) Derme – camada 
interna; 3) Tela subcutânea – camada que está sob a derme. 
 

 

 

Fonte: Adaptado de http://www.mayoclinic.org/basic-skin-layers/img-20006377. 

 

A epiderme é a camada externa que está em contato direto com o meio 

ambiente. Ela é formada por um arranjo ordenado de células denominadas 

queratinócitos, que se dispõem em estratos ou camadas, as quais, de dentro para 

fora, recebem os nomes de germinativa ou basal, espinhosa, granulosa e córnea 

(TEZUKA; TAKAHASHI; KATSUNUMA, 1992). 



 
 

 

Na camada basal, os queratinócitos proliferam continuamente enquanto não 

iniciam o processo de diferenciação. Ao iniciarem o processo de diferenciação 

terminal, essas células passam por mudanças morfológicas e bioquímicas à medida 

que são impelidas, sucessivamente, para as camadas mais superficiais pela 

produção de novas células (ECKERT; CRISH; ROBINSON, 1997). 

 Ao deixarem a camada basal, as células passam a se conectar por estruturas 

de adesão chamadas de desmossomos, que conferem resistência mecânica à pele 

e dão um aspecto espinhoso à região, formando a camada espinhosa. Acima dessa 

camada está a camada granulosa, na qual os queratinócitos possuem formato 

retangular com citoplasma contendo grânulos de querato-hialina, precursores da 

queratina que irão compor a camada córnea. Estima-se que a epiderme humana se 

renove de 15 a 30 dias (KOSTER; ROOP, 2007).  

Durante a diferenciação terminal, os queratinócitos expressam diferentes 

tipos de proteínas, dentre elas, a involucrina, a filagrina e as citoqueratinas (CQ) 

(RAWLINGS et al., 1994). As CQ apresentam distribuição específica para cada 

estrato da epiderme, o que permite serem utilizadas como marcadores de 

diferenciação (POLAKOWSKA; HERTING, GOLDSMITH, 1991; HUANG et al., 

2016). Enquanto as CQ5 e CQ14 são expressas na camada basal, as CQ1 e CQ10 

aparecem na camada espinhosa (Figura 2), o que indica o início do processo de 

diferenciação (POLAKOWSKA, HERTING, GOLDSMITH et al., 1991; CANDI et al., 

2002; MASRI et al., 2022). As maiores mudanças ocorrem durante a transição das 

células da camada granulosa para a córnea. 

A camada córnea é composta por células totalmente diferenciadas, os 

corneócitos, em que a ação combinada de diferentes enzimas resulta na perda do 

núcleo e de outras organelas, restando apenas uma rede complexa de proteínas e 

lipídeos. Embora os eventos moleculares envolvidos na perda do núcleo e nas 

alterações morfológicas observadas nos queratinócitos ainda não sejam 

completamente compreendidos, sabe-se que há uma intensa atividade proteolítica 

nesse processo (SANTOS et al., 2019).  

A involucrina é a mais comum, se não obrigatória, proteína do envelope 

cornificado. Ela possui vários resíduos de glutamina (Q) que participam na formação 

de ligações isopeptídicas covalentes (RICE; GREEN, 1979). Sua expressão se dá 

no início do estrato espinhoso e se mantém até o granuloso. 

 



 
 

 

 

Figura 2 - Estrutura da epiderme. A epiderme é constituída por quatro estratos: basal, 
espinhoso, granuloso e córneo. No estrato basal, são expressas as CQ5 e CQ14, enquanto 
que no estrato espinhoso, encontram-se as CQ1 e CQ10. No estrato granuloso, as células 
apresentam grânulos queratoialinos que contém filagrina, involucrina e loricrina, além da 
expressão das calicreínas KLK5, KLK6 e KLK7. O estrato córneo representa a primeira linha 
de barreira da pele, sendo constituído por células anucleadas chamadas de corneócitos. 
Nesse estrato, verifica-se a presença de filagrina. 

 

 

Fonte: Adaptado de https://www.123rf.com/photo_17432855_epidermis-of-the-skin.html 

 

Além da involucrina, a filagrina também é muito importante no processo de 

diferenciação terminal das células, pois está diretamente envolvida na integridade 

da barreira cutânea. Monômeros de filagrina participam na organização das lamelas 

que formarão a camada córnea, de modo que fiquem paralelamente compactadas e 

auxiliem na manutenção da homeostase da pele (CARDILI et al., 2013). 

Além dessas proteínas, nas camadas mais superficiais da epiderme, há uma 

família de enzimas que compreende as calicreínas teciduais (KLK), as quais estão 

envolvidas na descamação da pele. As calicreínas mais ativas na pele são a KLK7 

https://www/


 
 

 

ou SCCE (do Inglês, Stratum Corneum Chymotryptic Enzyme) e a KLK5 ou SCTE 

(do Inglês, Stratum Corneum Tryptic Enzyme) (BRATTSAND et al., 2005; 

KOMATSU et al., 2005; KOMATSU et al., 2007), e são responsáveis por clivar as 

proteínas que compõem os corneodesmossomos (SIMON et al., 2001; CAUBET et 

al., 2004; NAUROY; NYSTRÖM, 2019).  

A expressão de KLK5 e KLK7 está restrita à camada granulosa da epiderme 

saudável. Essas enzimas são encontradas nos grânulos lamelares que liberam os 

seus conteúdos para o espaço extracelular, na interface entre os estratos granuloso 

e córneo. Sua expressão está associada ao processo de cornificação (ISHIDA-

YAMAMOTO et al., 2004; NAUROY; NYSTRÖM., 2019). 

No processo de diferenciação epidérmica, todas essas proteínas são 

expressas de maneira orquestrada até que ocorra a descamação das camadas 

mais superficiais da epiderme. Além disso, é essencial que o processo de 

proliferação dos queratinócitos esteja em equilíbrio com a descamação da camada 

córnea (HUANG et al., 2016). Contudo, em determinadas condições patológicas ou 

traumas da pele, como é o caso de queimaduras, a dinâmica entre os processos de 

proliferação e diferenciação epidérmica é afetada, podendo ocorrer perda da 

funcionalidade da pele. Ainda, em casos de traumas graves, nos quais as regiões 

mais profundas da derme são atingidas, um distúrbio no processo de cicatrização 

pode requerer um tempo maior para o fechamento da ferida, ou levar a cicatrizes 

excessivas resultando em uma pele com características diferentes da saudável 

(PHILIPS et al., 2016; SORG et al., 2017). 

A cicatrização de feridas envolve quatro fases distintas, mas que se 

sobrepõem entre si, sendo elas: hemostática, inflamatória, proliferativa e 

remodelação tecidual. De maneira geral, na fase hemostática, as células sanguíneas 

impedem a perda de sangue no local da lesão, e liberam uma variedade de fatores 

que atraem neutrófilos para o local, iniciando a fase inflamatória. Os neutrófilos, além 

de outras células do sistema imune, migram para o local da lesão, protegendo-a 

contra a invasão de patógenos, além de auxiliar no recrutamento de células 

cutâneas que promoverão o reparo tecidual. Nessa fase, chamada proliferativa, 

ocorre produção de matriz extracelular (MEC), que contribuirá para o fechamento da 

ferida. Por fim, o colágeno produzido na MEC amadurece, na chamada fase de 

remodelamento, e o local da ferida começa a assemelhar-se à pele saudável. Todas 

as fases requerem a coordenação funcional entre diferentes tipos de células, sejam 



 
 

 

elas epidérmicas, dérmicas, endoteliais e imunes, para garantir o sucesso no 

processo de restauração tecidual (BALBINO et al., 2005; HAN; CEILLEY, 2017). 

Uma das feridas de pele mais frequente no mundo são as queimaduras. 

Estima-se que 180.000 mortes a cada ano sejam causadas por queimaduras e, 

quando não fatais, elas são uma das principais causas de morbidade que incluem 

hospitalização prolongada (OMS, 2018). Em 2004, quase 11 milhões de pessoas 

no mundo sofreram queimaduras a ponto de necessitarem de atenção médica 

(OMS, 2018). Entre os anos de 2008 a 2014, houve 129.858 casos de internações 

no Sistema Único de Saúde por queimaduras (CITRON et al., 2018). As 

manifestações físicas, psicológicas e psicossociais decorrentes da gravidade da 

queimadura podem comprometer a qualidade de vida dos pacientes no curto e 

longo prazo, sendo um importante problema de saúde pública (WASIAK et al., 2014; 

ECHEVARRÍA-GUANILO et al., 2016). 

Atualmente, a engenharia de tecidos tem sido importante aliada no 

tratamento de queimaduras graves, tanto para incorporar substitutos de pele, como 

para propor adjuvantes que acelerem a reconstituição epidérmica (NOURIAN 

DEHKORDI et al., 2019). Em muitos casos, são usados enxertos de pele, 

especialmente quando as vítimas sofrem de graves lesões que causam danos 

permanentes à pele. Enxertos da própria vítima ou aloenxertos também são 

utilizados para acelerar o processo de cicatrização. No entanto, os mecanismos de 

cicatrização das feridas após o transplante do aloenxerto não estão bem 

caracterizados (BOYCE et al., 2002; CALOMENO et al., 2015), além de não serem, 

necessariamente, eficientes. Ainda, o uso de autoenxertos pode não ser viável em 

casos de pacientes muito debilitados e com extensas áreas comprometidas, 

limitando seu uso clínico (CHUA et al., 2016). 

Adicionalmente à estratégia de transplante de pele obtidas de outros 

indivíduos ou do próprio paciente, queratinócitos primários têm sido utilizados em 

modelos in vitro visando seu uso na engenharia tecidual nos casos de queimaduras 

(COOLEN et al., 2007; ILJAS et al., 2021). Eles podem ser isolados de diversas 

fontes, porém, sua limitada capacidade proliferativa e de expansão in vitro, além de 

baixo rendimento no processo de isolamento no caso de células precursoras 

epidémicas, aponta para a necessidade do uso de outras fontes celulares.  

Nesse contexto, emergem as células-tronco, cujo potencial de 

autorrenovação e a capacidade de originar linhagens celulares com diferentes 



 
 

 

funções têm impulsionado pesquisas sobre as aplicações terapêuticas dessas 

células (NUNES et al., 2009; NUNES et al., 2007; NUNES; ZATZ, 2006; SANTOS 

et al., 2019; ZATZ; NUNES; ZATZ, 2005).  

Uma importante fonte de células-tronco é representada pelo cordão umbilical 

humano (WANG et al., 2004; SANTOS et al., 2019), formado por componentes 

hematopoiéticos e mesenquimais (CTM). A coleta dessas células envolve um 

procedimento simples, seguro e indolor, dependendo apenas do consentimento 

materno, o que constitui uma vantagem frente a outras fontes de células-tronco 

adultas. Especificamente, as células-tronco do cordão são imunologicamente mais 

imaturas do que de outras fontes, ocasionando, por exemplo, menor frequência de 

doença do enxerto contra hospedeiro, principal complicação pós-transplante de 

medula entre não-aparentados idênticos ou parcialmente idênticos (GLUCKMAN; 

ROCHA, 2004; MARTIN-PIEDRA et al., 2019). 

Estudos envolvendo a exploração das potencialidades de CTM do cordão 

umbilical mostraram que essas células são capazes de se diferenciar em tipos 

celulares derivados dos três folhetos embrionários, ou seja, endoderma, mesoderma 

e ectoderma (NUNES et al., 2007; SANTOS et al., 2019; STEFAŃSKA et al., 2020).  

O transplante de células-tronco para o tratamento de doenças tem-se 

mostrado bem sucedido, pois, além de sua propriedade pouco imunogênica (LIN; 

HOGAN, 2011), as sinalizações e secreções parácrinas das CTM proporcionam um 

microambiente que estimula a regulação da inflamação, reparação e regeneração de 

lesões (KIM et al., 2016). Na pele, os efeitos parácrinos das CTM também têm sido 

associados à melhora na migração e proliferação de fibroblastos, macrófagos, 

queratinócitos e células endoteliais, além de promover a angiogênese em feridas 

(RUSTAD et al., 2012). 

Em relação à transdiferenciação das CTM em células da pele, em 2013, Bishai 

et al. (2013) Demonstraram que as CTM desse tecido, quando comparadas às outras 

fontes disponíveis, além de apresentarem maior potencial para a transdiferenciação, 

de maneira geral, podem se transdiferenciar em células epidérmicas, corroborando os 

dados obtidos por Martin-Piedra et al. (2019), tanto in vitro quando in vivo. 

Em 2015, Chen et al. Evidenciaram a transdiferenciação in vitro das CTM do 

cordão umbilical em queratinócitos, ao utilizarem biomateriais de colágeno e quitosano 

como suportes dérmicos. No modelo proposto, apesar de ser verificada a expressão 

de CQ19 e de involucrina, não fica claro, histologicamente, se ocorre estratificação da 



 
 

 

epiderme a partir de CTM. Ainda assim, in vivo, esse arcabouço melhorou a 

regeneração de feridas, fornecendo resultados promissores para a medicina 

regenerativa. 

Schneider et al. (2010) utilizaram CTM da geleia de Wharton do cordão 

umbilical tratadas com ácido ou 5-azacitidina, sobre equivalentes dérmicos 

constituídos por colágeno I/III e fibroblastos, como um possível modelo tridimensional 

(3D) de pele. Os autores observaram que, apesar de ser observada expressão de 

pan-citoqueratina, a transdiferenciação não foi acompanhada por mudanças 

morfológicas características de queratinócitos nem pela expressão de outros 

marcadores epidermais. 

Nosso grupo já demonstrou que as CTM do cordão umbilical podem se 

diferenciar em queratinócitos, após cultivo bidimensional em meio contendo fator de 

crescimento epidermal (EGF), em um processo temporalmente similar ao que ocorre 

na pele humana. Durante o processo de diferenciação, verificou-se a expressão das 

CQ5, 10 e 14, e da involucrina, proteínas marcadoras da diferenciação epidermal, 

bem como a atividade enzimática das calicreínas teciduais, existentes nas camadas 

mais diferenciadas da epiderme (SANTOS et al., 2019). 

Também já foi demonstrado que CTM derivadas da medula óssea se 

diferenciam em queratinócitos, tanto in vitro como in vivo, o que foi avaliado por meio 

da presença de diversas proteínas expressas em queratinócitos. Essas células, além 

da capacidade de se transdiferenciar, recrutaram outros queratinócitos por meio da 

sinalização de diferentes quimiocinas, auxiliando na reparação de feridas na pele 

(SASAKI, et al., 2008; LI et al., 2015). 

Nessa mesma linha, também foi mostrado que CTM do tecido adiposo, quando 

co-cultivadas com queratinócitos humanos ou com meio condicionado obtido de 

queratinócitos, passaram a expressar marcadores de queratinócitos como involucrina, 

CQ5 e 10 (CHAVEZ-MUNOZ et al., 2013). Este estudo demonstrou, pela primeira vez, 

que as células-tronco obtidas de lipoaspirato de cirurgias possuem a capacidade de 

se transdiferenciar em células do tipo queratinócito (KLC – do inglês, “keratinocyte-

like cells”), podendo formar uma epiderme estratificada. Outro estudo evidenciou que, 

após serem injetadas no tecido subcutâneo de camundongos, CTM derivadas do 

tecido adiposo migraram para a pele, e se diferenciaram em KLC, sugerindo que o 

microambiente é fundamental para o comportamento que as células adotam (LIN et 

al., 2013; PAGANELLI et al., 2019). 



 
 

 

Apesar de muitos avanços no uso das CTM, mais especificamente das 

provenientes do cordão umbilical, para o estabelecimento de modelos 3D de 

epiderme, os resultados ainda são controversos  ou insuficientes para reproduzirem 

um modelo epidérmico funcional (SCHNEIDER ET AL., 2010; CHEN et al., 2015) que 

garanta a função de barreira, apresente características fenotípicas de uma epiderme 

humana, na qual as proteínas marcadoras da diferenciação sejam expressas em uma 

relação temporal similar à que ocorre in vivo. 

Para entender melhor como o microambiente pode afetar o processo de 

diferenciação das células epidérmicas, vários métodos têm sido utilizados, sendo 

um deles o modelo animal. Apesar disso, em 11 de novembro de 2015, o Conselho 

Nacional de Controle de Experimentação Animal – CONCEA – publicou no Diário 

Oficial da União nº 215, seção 3, resolução que obriga fabricantes de cosméticos e 

laboratórios farmacêuticos a empregarem métodos alternativos à utilização de 

animais na pesquisa. Portanto, o uso de animais na pesquisa tende a ser 

substituído, gradualmente, por modelos in vitro. 

Modelos 3D in vitro, ao contrário, têm ganhado grande destaque na 

bioengenharia tecidual, pois mimetizam as características arquitetônicas, o 

comportamento e fenótipo celular como um tecido (LAI, CHENG; KISAALITA, 2012). 

O modelo 3D de pele mais antigo, e ainda utilizado, é representado por 

queratinócitos co-cultivados com um equivalente dérmico constituído por colágeno 

e fibroblastos, em uma interface ar-líquido (IAL), a qual permite a estratificação dos 

queratinócitos em um processo similar ao que acontece na pele humana 

(PRUNIERAS; REGNIER; WOODLEY, 1983; CARLSON et al., 2008). A cultura dos 

queratinócitos nessa interface faz com que as células estejam expostas ao oxigênio, 

diferenciando-se completamente. Prunieras, Regnier e Woodley (1983) sugerem 

que essa exposição aumente a morfogênese epidérmica e a síntese de grânulos 

queratohialinos. 

Recentemente, a MEC que dá o suporte à diferenciação dos queratinócitos 

também vem sendo mimetizada por polímeros biodegradáveis chamados scaffolds. 

Estudos demonstraram que scaffolds são capazes de criar um microambiente 

favorável à regeneração, promover a remodelação do tecido, além de atuar como 

um modelo que induz a reparação funcional da pele, osso, coração, pulmão, dentre 

outros órgãos (YI et al., 2016). 



 
 

 

Como substitutos dérmicos, o desenvolvimento de scaffolds para uso clínico 

devem levar em consideração algumas características, como: ser aderentes, ter 

porosidade entre 60 e 90% para permitir passagem de nutrientes e metabólitos, 

apresentar diâmetro mínimo de 20 µm em seus poros para permitir a invasão de 

fibroblastos, exibir baixa toxicidade, permitir a evaporação de água de forma 

semelhante à pele, ser flexíveis, fáceis de armazenar e usar, além de ter baixo custo 

(GOMES, 2013).  

Alguns estudos têm proposto o uso de CTM cultivadas em scaffolds para 

tratamento de doenças dermatológicas (TAM et al., 2014; STEFFENS et al., 2015; 

XIE et al., 2016). Tam et al. (2014), ao cultivar CTM do cordão umbilical sobre 

nanoscaffolds (scaffolds produzidos com fibras de 50-500 nm de diâmetro) de 

policaprolactona com aloevera, mostraram que as células passaram a expressar 

proteínas específicas de queratinócitos, além de outras que auxiliam na cicatrização 

de feridas, quando submetidas à transdiferenciação. Em relação à associação do 

nanoscaffold com CTM de cordão umbilical in vivo, os mesmos autores mostraram 

os efeitos benéficos na cicatrização da pele, sugerindo seu uso em feridas de 

pacientes diabéticos (TAM et al., 2014).  

Trabalho recente também mostrou que CTM de polpa de dente, co-cultivadas 

com queratinócitos humanos, aderiram sobre scaffolds de ácido poli-DL-láctico 

(PDLLA), o qual representa um biomaterial eficiente na medicina regenerativa 

(STEFFENS et al., 2015). Porém, as CTM de polpa de dente são de difícil isolamento 

e obtenção quando comparadas às do cordão umbilical. 

Apesar desses resultados promissores, os tratamentos com os scaffolds hoje 

disponíveis são insuficientes para promover a recuperação dos pacientes, 

especialmente em casos de grandes queimaduras e feridas crônicas (MIDDELKOOP 

et al., 2004; STEFFENS et al., 2015).  

Algumas empresas têm se dedicado à produção de scaffolds poliméricos que 

possam ser utilizados na engenharia tecidual. Uma delas é a empresa Biocelltis 

Biotecnologia S/A, que atua no desenvolvimento de biomateriais e produtos a um 

estágio em que eles possam ser licenciados para parceiros comerciais de áreas 

terapêuticas específicas. A empresa possui expertise na produção de biomateriais, 

arcabouços teciduais, neuro-engenharia e uma infinidade de plataformas de 

engenharia de tecidos que vão desde a produção de matrizes 3D para cultura de 

células tronco, embrionárias, e endoteliais, à matrizes de regeneração dérmica para 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Steffens%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=26542841


 
 

 

terapia celular, produzida de forma personalizada para cada paciente, fazendo uso 

da própria célula do paciente. Um de seus produtos mais conhecidos são as matrizes 

3D CellFate®, biomateriais compostos por nanofibras poliméricas naturais de 50 a 

100 nm de diâmetro, biocompatíveis, estéreis, prontas para uso, ideais para cultivar 

células humanas e animais em laboratório (BIOCELLTIS). 

Outra empresa especializada na produção de insumos para cultura 3D é a 

TissueLabs. Ela desenvolve e comercializa insumos, equipamentos e serviços na 

área de fabricação de órgãos e tecidos em laboratório. Em seu portfólio são 

comercializados hidrogeis chamados MatriXpec™ que oferecem microambientes 

específicos do tecido que se quer estudar. No caso da pele, o MatriXpec™ disponível 

é originário de matriz descelularizada de pele porcina, e contém componentes que 

mimetizam a MEC da pele fisiológica (TISSUELABS). 

Atualmente, na área clínica e cirúrgica, já são utilizadas telas poliméricas como 

equivalentes dérmicos e/ou curativos para o tratamento de feridas e queimaduras de 

pele (SHAHROKHI; ARNO; JESCHKE, 2014; CORRÊA, 2018). Elas podem ser 

constituídas por materiais biológicos, como o Integra® ou Matriderm®, ou sintéticos 

como Dermagraft® e Transcyte®. Esses materiais são formulados para mimetizar as 

propriedades essenciais da MEC, sendo que seu sucesso na medicina regenerativa 

depende das suas características fundamentais, químicas e físicas, entre as quais se 

destacam: arquitetura tridimensional, forma e resistência mecânica compatível à 

derme, estrutura porosa que permita boa ancoragem, proliferação e migração celular, 

composição química que minimize a resposta inflamatória e imunológica, além da taxa 

de degradação controlada que permita a substituição gradual e ordenada do suporte 

pelo tecido biológico funcional (GOMES et al., 2013;). 

De maneira geral, as matrizes são confeccionadas para terem diâmetros de 

poros entre 20 a 125 µm, que permitam a infiltração de fibroblastos e células 

endoteliais na ferida. No processo de regeneração da pele, essa matriz é, 

gradualmente, reabsorvida na medida em que a derme é regenerada e vascularizada 

(CORRÊA, 2018).  

 

 

Adicionalmente, essas telas podem ser cultivadas com células como os 

queratinócitos e fibroblastos autólogos, alógenos ou neonatais (FERREIRA et al., 

2011; VAN ZUIJLEN et al., 2015). O uso combinado dos fibroblastos e queratinócitos 



 
 

 

nesses substitutos dérmicos cria um modelo vivo de pele, na qual a presença e a 

produção de citocinas e fatores de crescimento por essas células (ZAULYANOV; 

KIRSNER, 2007) melhoram a regeneração dérmica e epidérmica, reduzindo a 

contração da ferida, acelerando a cicatrização e diminuindo a fibrose no local 

(COULOMB; LEBRETON; DUBERTRET, 1989; LAMME et al., 2000; PHAM et al., 

2007; BALLESTEROS-CILLERO et al, 2019). Porém, a obtenção de células 

autólogas pode ser inviável no caso de pacientes muito debilitados, enquanto células 

alógenas são, geralmente, rejeitadas, não sendo utilizadas em casos de substituição 

permanente da pele (HULTMAN et al., 1996).  

Nesse sentido, o cultivo de CTM sobre as telas poliméricas tende a ser 

promissor devido ao seu potencial de diferenciação epidérmica similar ao processo 

fisiológico em humanos (SANTOS et al., 2019), além das suas características de 

baixa imunogenicidade, propriedades imunomodulatórias e proliferativas. Assim, 

considera-se que o uso dessas células possa melhorar a regeneração da pele, 

diminuindo a resposta inflamatória e a possibilidade de rejeição no caso de 

transplantes. 

Embora os estudos realizados contribuam para perspectivas do uso das CTM 

na medicina regenerativa na área dermatológica (HENG et al., 2005; KAMOLZ et al., 

2006; TOAI ET AL., 2011), os mecanismos moleculares e as vias de sinalização que 

regulam a diferenciação das CTM em queratinócitos in vivo ainda não estão 

esclarecidos. Além disso, o comportamento das CTM em modelos de pele 3D in vitro 

ainda é um campo com literatura escassa, apesar de sua importância na engenharia 

tecidual. 

Assim, de modo geral, este projeto é dividido em três vertentes: a primeira 

aborda a utilização das CTM como equivalente epidérmico sobre suportes dérmicos 

já estabelecidos e/ou comercializados na pesquisa; a segunda trata-se de investigar 

os genes que são modulados no processo cicatricial quando essas células são 

utilizadas como equivalentes epidérmicos ou como tratamento direto e indireto (meio 

condicionado) em cultura organotípicas de peles feridas; e a última, avalia a 

confecção e viabilidade de utilização de scaffold polimérico obtido pelo processo de 

eletrofiação (Figura 3). 

 

 

 



 
 

 

Figura 3 - Organograma geral das vertentes investigadas nesse projeto. 

 

 

Fonte: do próprio autor. 

 

Além da terapia clínica, o desenvolvimento de modelos in vitro eficientes para 

diferenciação de células-tronco em queratinócitos, utilizando tanto suportes dérmicos 

já estabelecidos na pesquisa (colágeno com fibroblastos e matriz descelularizada) 

como modelos promissores na engenharia tecidual (scaffolds e telas absorvíveis) 

poderá fornecer ferramentas úteis tanto para o estudo da biologia da pele, teste de 

drogas e cosméticos, como resultar em estratégias terapêuticas, fundamentadas na 

engenharia de tecidos, para pacientes com queimaduras (ARNO et al., 2011; 

JEREMIAS et al., 2014; MOHD HILMI; HALIM, 2015). 

  



 
 

 

6. CONCLUSÃO 

 

As células usadas nesse projeto foram caracterizadas como CTM por meio da 

aderência ao plástico, imunofenotipagem e diferenciação em tipos celulares da 

linhagem mesenquimal. 

O uso do suporte confeccionado com colágeno tipo I e fibroblastos dérmicos foi 

utilizado como prova de conceito do processo de transdiferenciação. Tanto o cultivo 

por 1 ou 10 dias em meio de diferenciação, e posterior exposição à IAL, resultou em 

uma distribuição celular similar a um tecido conjuntivo frouxo. Contudo, foi detectada 

a expressão de CQ10 por imunofluorescência e, das proteínas CQ14, involucrina e 

filagrina por PCR em tempo real, sugerindo comprometimento com a difrenciacão 

epidérmica. 

Quando as CTM foram induzidas à diferenciação sobre a matriz 

descelularizada, também se verificou aumento da expressão das proteínas CQ5, 

CQ10 e involucrina no final do período de exposição à IAL, além de atividade de KLK. 

O cultivo das CTM sobre o scaffold CellFate® não resultou na expressão de 

CQ10, embora tenha sido identificado aumento da atividade das KLK. 

A tela absorvível Integra® permitiu a adesão celular e a diferenciação das CTM 

cultivadas sobre esse suporte também resultou em alta atividade de KLK. 

Tais resultados indicam comprometimento das CTM com o processo de 

diferenciação epidérmica. 

O scaffold produzido a partir da eletrofiação dos polímeros PCL e gelatina de 

peixe foi biocompatível, permitiu a proliferação de fibroblastos, sendo um candidato à 

engenharia tecidual para cicatrização de feridas. 

A análise dos genes expressos por CTM e queratinócitos em modelo de 

cicatrização de pele 3D, estabelecido nesse projeto, aponta a utilização das CTM na 

medicina regenerativa, além de indicar proteínas interessantes para serem estudadas 

no processo cicatricial com as CTM. O perfil de expressão sugere que as CTM estejam 

relacionadas à fase de remodelamento tecidual do processo cicatricial. 
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